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Sammendrag

For a fa en stabil og forutsigbar klekking av Acartia tonsa er kunnskap
om miljgparametere som pavirker klekkingen essensielt. Malet med denne
oppgaven var a undersgke hvilken virkning ulike kvaliteter av synlig lys
inkludert rgtgenstraling har pa klekkesuksess i Igpet av en 48 timers klekke-
periode. Copepoder ble klekket i lys med bglgelengder fra 400 - 630 nm, i
tre ulike intensiteter (1 wE*m2*s 1L, 5 uE*m2xs 1 og 16 uE*m =2 %
s~1) og testet for pavirkning fra korte intervaler av smé doser rgntgenstraler
(1,8 Sv). Klekkesuksessen var uavhengig av bade eksponering for synlig

lys og rgntgenstraler.

Resultatene viser at klekking av A. fonsa kan forega i mgrket, bglgelengder
fra 400 - 630 nm og intensiteter 0,0016 — 16 wE = m~2 * s~1. Rgntgen-
forsgkene viser ingen effekt pa klekkesuksess kort tid etter pavirkning av
rgntgen- straler, som eggene kan eksponeres for under transport.
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1 Introduksjon

1.1 Bagrunn

Marin larveproduksjon er en av de store flaskehalsene for & drive intensiv
produksjon av marin fisk. Et av problemene er at mange arter har sma larver
som er darlig utviklet selv etter at plommesekken er fortert. Tradisjonelt
har marine larver blitt féret med ulike Artemia -arter eller rotatorier ( Bra-
chionus spp.) (Evjemo and Olsen, 1997). Siden Artemia spp. og rotatorier
har et naturlig lavt innhold av essensielle flerumettede fettsyrer som EPA
(Eicosapentaenoic Acid, 20:5n-3) og DHA (Docosahexaenoic acid, 22:6n-
3), er en avhengig av en anrikningsprosess fgr de fores ut til marine fiske-
larver. De essensielle fettsyrene tilsettes dietten slik at n@ringsinnholdet
1 fororganismene blir betydelig forbedret (Rainuzzo et al., 1997) og denne
prosessen bidrar til at levendeforet er mer egnet for marine fiskelarver. Selv
med den forbedrede anrikningsteknikken som er tilpasset Artemia spp. og
Brachionus spp. er tegn pa neringsmangel hos fiskelarvene ofte synlig,
for eksempel en stor andel som har unormal pigmentmenering hos torsk
( Gadus morhua ) og kveite ( Hippoglossus hippoglossus ) (Evjemo and
Olsen, 1997; Shields et al., 1999; Hamre, 2006; Imsland et al., 2006). Dette
betyr at larvene er helt avhengige av a fa riktig nering til riktig tid for a
kunne overleve og utvikle seg normalt fra de har fortert plommesekken.

1.2 Copepoder som fororganisme

Copepoder er en del av det naturlige foret til marine fiskelarver og de finnes
i innsjger og hav over hele verden. Sma copepoder mindre enn 1 mm er de
mest rikelige, flercellede, heterotrofe organismene vi finner i naturen (Sar-
gent et al., 1997). 1 dag brukes copepoder mest 1 semi-ekstensive kulturer
som dyrket i industriell skala har vist seg a vare et bedre alternativ som
fororganisme til marine fiskelarver enn Artemia spp. og rotatorier (Nass
and Lie, 1998; Shields et al., 1999; Imsland et al., 2006). Siden midten
av 1990 tallet har interessen for a kultivere copepoder intensivt gkt bety-
delig, mye pa grunn av den store sesongvariasjonen og globale mangelen
pa Artemia -egg (Sorgeloos et al., 2001; Stgttrup and McEvoy, 2008) .




Neringsverdien generelt hos copepoder i1 forhold til Artemia og rotato-
rier, gjgr at de egner seg bedre som fororganisme. Copepoder bestar av
en hgy andel protein (24 — 82 %, tgrrvekt) med hgyeste verdier for de
som lever i midlere breddegrader (Bamstedt, 1986), og har et naturlig hgyt
innhold av flerumettede fettsyrer (HUFA) som EPA og DHA. Mangel av
disse fettsyrene har vist seg a forsinke vekst og utvikling, og fremskynde
dgd hos marine fiskelarver (Rainuzzo et al., 1992). I et forsgk gjort av Ev-
jemo and Olsen (1997) viste de at anrikede Artemia hadde hgyere andel
fett, mens copepodene hadde en signifikant hgyere andel av de essensielle
fettsyrene som EPA og DHA. @kt vekst, overlevelse og bedre pigmenter-
ing har blitt vist hos marine juveniler som blir foret copepoder (Stgttrup
and Norsker, 1997; Doi et al., 1997; Nass and Lie, 1998; Payne and Rip-
pingale, 2000; Evjemo et al., 2003)

I marine yngelanlegg blir stamfisken ofte lysmanipultert for & kunne pro-
dusere egg hele aret, mens i naturen er copepodeproduksjonen sesong-
avhengig. Dette gjor at en kontinuerlig tilgang til copepoder fra naturen
ikke kan garanteres. Det ideelle ville vere a lage en kunstig diett (for -
partikkel), men dette reiser flere problemer som lekkasje av komponenter
fra partiklene og pafglgende stor mikrobiell aktivitet i vannet. Forelgpig
synes intensiv produkjson av copepoder ut som a vaere den beste lgsningen.
Calanoide og harpacticoide copepoder vil vare gruppene en fokuserer pa,
siden disse har planktoniske nauplii som de fleste fiskelarver kan beite pa
i vannsgylen (Stgttrup, 2000; Conceicao et al., 2010). Copepoden Acar-
tia tonsa har siden 1981 blitt kultivert hos det Danske Institutt for Fiskeri
og Marin Forskning som fororganisme (Kioerboe et al., 1985). A. fonsa har
ogsa blitt kultivert intensivt i NTNU Senter for Fiskeri og Havbruk (Sealab)
sine lokaler i mange ar.

1.3 Acartia tonsa

A. tonsa er en planktonisk, euryhalin calanoid copepodeart som lever i
kystnare omrader og i estuarier. Copepoden tilhgrer slekten Acartia i fam-
ilien Acartiidae og blir sett pa som en varmtvanns art og er den mest tol-
erante for variasjon av sainitet i denne slekten. Tettheten er pa sitt hgyeste
fra juli til oktober da den starter leggingen av diapause egg som overv-
intrer (Chen and Marcus, 1997; Chinnery and Williams, 2004; Katajisto,
2006; Sullivan et al., 2007). A. tonsa klekker fra egg i stgrrelsesordenen
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70 — 80 pm i diameter. Eggene er sferiske og dekket med sma pigger. Et-
ter klekking gar dyrene gjennom seks naupliiere stadier for sa a bli cope-
poditter. De gjennomgar sa fem copepodittstadier fgr de er kjgnnsmodne.
Fra nyklekt nauplii til fullt voksen copepode tar det mellom 12 og 16 dager.
Voksne A. tonsa kan bli ca 1,5 mm lange der hunnene blir stgrst (Miller
etal., 1977; Mauchline, 1998). A. fonsa har blitt observert a produsere subi-
taneous, diapause og “delayed hatching” egg (Uye, 1985; Chinnery and
Williams, 2004; Katajisto, 2006). Subetaneous egg klekker umiddelbart
etter de er lagt, men de kan ga i dvale hvis forholdene ikke er gunstige,
som f.eks. lav temperatur, salinitet og ugunstig pH (Drillet, 2010). Denne
dvalen kalles ’quiescent” og de kan klekke sa snart forholdene er gunstige
igjen. Diapause egg klekker ikke selv om forholdene er fordelaktige fgr de
har vert gjennom en refrakterperiode. Etter denne perioden kan de og ga
inn i en “quiescent” fase (Drillet, 2010). “Delayed hatching” egg har en
forlenget inkubasjonsperiode fgr de klekker (Tab. 1).

Tabell. 1: Oversikt over ulike typer egg lagt av A. fonsa.

Egg typer Forkortelse |Egenskaper

Klekker umiddelbart. Kan ga i dvale om forholdene ikdke|

Subitaneous SE )
er optimale.

Drwalen subitaneous egg gar i hvis vannkvaliteten ikke er|

i t SE
Quiescen Q gunstig. Klekker sa snart forholde er bra igjen.
Egg som gar gjennom en refraktzrperiode der eggene|
Diapanse DPE iklke kleklcer som en mekanisme for forventede nenskede|

forhold som temperatur. Kan og ga inn i quiescent etter|
refraktarperioden.

Delayed hatching DHE En forlenget inkubasjonsperiode.




Tidligere studier av A. tonsa har vist at temperatur og salinitet har mye a si
for utviklig og klekking. Eggene kan klekke innenfor et stort temperatur og
salinitet spenn (Castro-Longoria, 2003; Chinnery and Williams, 2004; Hol-
ste and Peck, 2006), men eggene har vist seg & ha omtrent like god klekking
i saliniteter fra 15 — 40 psu, der de voksne copepodene har vist hgyest egg-
produksjon mellom 15-20 psu (Holste and Peck, 2006). Temperatur er en
annen parameter som har mye a si for klekkesuksess. Forsgk gjort av Hol-
ste and Peck (2006) og Chinnery and Williams (2004) viste at A. fonsa- egg
klekker mellom 5 — 34 °C, med de beste resultatene fra 20 — 25°C.

1.4 Elektromagnetisk spekter

Siden A. tonsa er en art som finnes langs kysten og estuarier er den a finne i
et habitat som utsettes for mye lys. Egg fra A. fonsa har blitt hgstet pa dyb-
der fra strandlinjen til 37 m (Bellantoni and Peterson, 1987; Heinle, 1966).
A. tonsa er en art som har sin hgyeste tetthet i sommermanedene august til
oktober og det er 1 denne perioden at det produseres mest egg (Dam et al.,
1994; Katajisto, 2006) samtidig som solinnstalingen er pa sitt sterkeste.

Det elektromagnetiske spekteret blir kategoriseret i ulike bglgetyper ut ifra
egenskaper, energi og bglgelengder (Fig.1). Bare en liten del av stralingen
er synlig for oss mennesker, og dette blir kalt synlig lys (400-700 nm). Ul-
trafiolett lys kan deles opp 1 UVA (320 - 400 nm), UVB (280 - 320 nm) og
UVC (100 - 280 nm). Rgntgen er mer hgyfrekvente bglger (0,01 - 10 nm)
som kan vere svert skadelige.
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Figur. 1: Elektromagnetiske bglger kategorisert i grupper. Kilde: Anne Lang-
dalen. Gyldendal Norsk Forlag




I atmosfaeren absorberes, reflekteres eller spres noe av denne stralingen.
Dette blir gjort av stoffer som C'O, (K arbondioksid), HyO (Vanndamp),
CH, (Metan) og O3 (Ozon) (University, 2006) . Nar energien fra strilene
blir absorberet i disse molekylene, gjgres den om til en annen form for en-
ergi (varme), og slippes dermed ikke gjennom atmosfaren. Bare synlig
lys, UVA, en liten del UVB og noen deler av radiobglgene bryter gjen-
nom. Hgyenergibglgene (rgntgen og gamma) blir helt absorbert fgr de nar
bakkeniva (Fig.2).

Troposfenen

Mesosfefon

<

]

Opdek
" Vinde Radio = Vindu *

Figur. 2: Elektromagnetisk straling som blir absorbert i atmosferen og nar
bakkenivd. Modifisert bilde fra : STScI/JHU/NASA

Absorbsjon av lys i havene er en fundamental prosess i hgsting av solen-
ergi. Vann absorberer de elektromagnetiske stralene mye mer enn atmos-
faeren gjgr. Vann som er den stgrste absorbenten av straling i atmosfaeren i
form av vanndamp, er ogsa den klart stgrste absorbenten i hav og sj@ (Fig.3)
(University, 2006). Hvis vi trekker fra energi reflektert og absorbert i at-
mosfaren absorberer alle verdenshav energi i stgrrelsesorden 6.4x 1010 MW
(Wozniak and Dera, 2007), energi som varmer og fordamper vann.




Vann er en sterk absorbent av de fleste bglgelengder 1 det elektromagnetiske
spekteret, men er nesten transparent for synlig lys (Fig.3). Det at vann er
sa transparent for synlig lys legger til rette for fotosyntetiske organismer
i vannsgylen og ern@rer nesten hele neringskjeden. Av det synlige lyset
har vann den laveste absorbansen for blatt lys. Vann absorberer mer av
de lange bglgelengdene som rgdt og grgnn og vannet virker derfor blatt i
vare gyne. Ultrafiolette staler blir absorbert mer med synkende bglgelengde
og blir raskt absorbert. Lavenergi rgntgenstraler absorberes av vann, men
rgntgenstraler med hgyere energi blir lite absorbert.
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Figur. 3: Absorbsjonsspekteret over hele spekteret i vann (Gamma til lange ra-
diobglger). (1) Forholdet mellom stralingsabsjorbsjon og bglgelengde for gamma,
rgntgen og hgyenergi UV i rent vann, basert pa data fra (Aglintzev, 1961; Jaeger
and Behnken, 1959; Ciborowski, 1962; Adamczewski, 1965) . (2) Forholdet mel-
lom lavenergi UV til synliglys til absorbsjon i rent vann, basert pa data fra (Segel-
stein, 1981). (3) Forholdet mellom lange radiobglger og absjorbsjon i saltvann,
basert pa data fra (Popov and Orlov, 1979). Modifisert bilde : Satt sammen av
(Wozniak and Dera, 2007) .




1.4.1 Synlig lys

Voksne A. tonsa har et enkelt naupliert gye som er sensitivt for en intensitet
helt ned til 2.8 pE *m 2+ s~ !, med den sterkeste sensitiviteten mellom 453
og 620 nm (Stearns and Forward, 1984). I naturen viser A. fonsa en vertikal
migrasjon der de beveger seg opp i vannsgylen om natten og ned pa dypere
vann om dagen.

Synlig lys er absorbert ned til 1% av overflateirradiensen ved 38-102m
(Malt utenfor Chile) (Montecino and Pizarro, 1995). 1 sjgvann absorberes
sollys og ulike bglgelengder forskjellig. Dette skjer fordi absorbansen foran-
drer seg gjennom éarstiden ved ulik breddegrad, biologisk aktivitet, ved
kyst eller dpent hav (Fig.4), o.s.v, slik at organismene far sveart varierende
forhold. Det gjgr at A. tonsa vil bli utsatt for en rekke ulike straler og in-
tensiteter.

Lyspenetrasjon apent hav

Dybde (m)

50

Figur. 4: Illustrasjon av hvordan ulike bglgelengder av synlig lys absorberes i
vannsgylen pa ulik mate ved kysten og apent hav. Foto : Kyle Carothers, NOAA-
OE

Fa studier rundt bglgelengde og lysintensitet er gjort med klekking av A.tonsa
, men (Davis, 1993) brukte en intensitet pa 18 wE * m =2 * s~ ! i sine forsgk.
Han valgte styrken ut fra intensiteten som ble malt pa 35 m (Georges bank,
Massachusetts). I et annet forsgk av Stgttrup et al. (1986) ble en inten-
sitet pd 18 wE * m~2 * s~! brukt. Ingen av disse studiene s& pa lysets
pavirkning av klekkesuksess. Det er blitt vist at ulike bglgelengder og in-
tensitet pavirker klekking av Artemia cyster. Der en bglgelengde pa mel-
lom 400 og 600 nm viste seg a vaere det mest effektive (Linden et al., 1985;
Van der Linden et al., 1986).




142 UV

UV-straler er mer energetiske enn synlig lys og derfor mer skadelig, men
mesteparten blir absorbert av ozonlaget 1 atmosferen. A. fonsa som en
finner i kystsonen vil da kun bli utsatt for de mindre skadelige UV-stralene.
UVA-straler blir sett pa som biologisk harmlgse, mens UVB blir sett pa
som biologisk skadende (Madronich et al., 1995). I det marine miljg blir
99 % (overflate irradiens) av UVA straler absorbert pa en dybde rundt 24-42
m, mens UVB har blitt absorbert til samme niva ved 11-17 m (Montecino
and Pizarro, 1995), men malinger av absorbans har stor variasjon pa ulike
lokasjoner.

Flere studier rundt UVB straling og copepoder har blitt gjort. Saito and
Taguchi (2003) testet UVB straler pa klekkesuksess av den marine cope-
poden Paracalanus parvus.s.1 . Studien viste at klekkesuksessen sank med
kortere bglgelengde enn 290 nm og at lengre eksponering med lav inten-
sitet var mer skadelig enn hgy intensitet med kortere eksponering. En
tilsvarende studie er gjort pa Calanus sinicu og Acartia Clausii av Na-
ganuma et al. (1997); Karanas et al. (1979, 1981) med lignende resultater.

1.4.3 Rgntgen

Rgntgenstraler er en veldig kraftig form av elektromagnetisk straling som
har en bglgelengde pa mellom 0.01 og 10 nm. Rgntgenstraler blir full-
stendig absorbert og spredt i atmosfaren, og de har fglgelig ikke noen
pavirkning pa oss eller andre levende organismer. Men rgntgenstraler brukes
i mange ulike apparater til a gjennomlyse objekter.

Fa studier rundt rgntgen og krepsdyr har blitt gjennomfgrt, men i et forsgk
gjort pa voksne Artemia ble overlevelse undersgkt under ulike styrker av
rgntgen. | dette forsgket gjort av Grosch and Erdman (1955) gjorde de
hunnene sterile pa 2-300 R (Rontgen) som er lavere intensiteter enn det
som steriliserer insekter, og den dgdelig dosen pa voksne Artemia var en
stralingsdose pa 150-200 000 R (1400 - 1866 Sv). Rgntgendoser males i
nyere tid som regel i rem (Rontgen equivalent in man), Sv (Sievert) eller
Gy (Grey), men den mest brukte er Sl-enheten Sv, der 1 Sv = 1J * kg1
Det er mer vanlig a bruke energinivaet til rgntgenstralene enn bglgelengden
nar de skal beskrives.




1.5 Mal

Egg fra Acartia tonsa som er produsert ved NTNU Senter for Fiskeri og
Havbruk (Sealab) har hatt varierende klekkesuksess (%). Ved sending av
egg med fly har det virket som om klekkesuksessen ble redusert. Det er
usikkert hva som virker inn pa klekkingen av A. fonsa, men for a lykkes er
det ngdvendig med mer kunnskap om hvilke miljgparametere som pavirker
og signaliserer klekking. Dessuten er det ngdvendig at eggene skal kunne
lagres 1 en periode og kunne klekkes med sikkre resultater etter behov.
Malet med denne oppgaven var & bestemme hvordan de elektromagnetiske
stralene UVA, synlig lys og rgntgenstraler pavirker klekkesuksessen hos A.
tonsa-egg. En optimal og konsistent klekking sammen med sikker trans-
port er viktig for en mer forutsigbar og stabil produksjon av férorganismer
1 marine yngelanlegg.

Fglgende delmal er definert:

1. Bestemme hvilken effekt ulike bglgelengder fra synlig lys har pa
klekkesuksess og etablere et aksjonsspekter for A. tonsa-egg.

2. Bestemme hvilken effekt ulik intensitet i ulike akjonsspekter har pa
klekkesuksessen.

3. Bestemme om sma doser med rgntgenstraler pavirker klekking av A.
tonsa-egg.

Forsgkene ble utfgrt ved a utsette egg for ulike bglgelengder (400—700 nm)
og ulike intensiteter (0,0016 — 16 wE * m~2 x s~1) under inkubasjon for
klekking, og bruke korte intervaller av sma doser rgntgenstraler (1,8 p Sv)
pa egg for inkubasjon.




2 Matrialer og metoder

Forsgkene ble utfgrt pA NTNU Senter for Fiskeri og Havbruk (Sealab),
Brattgrkaia 17B, Trodheim. Oppgavene var en del av SINTEF-prosjektet
“Produksjon av copepodeegg i et lukket landbasert anlegg”. Forsgkene ble
utfgrt mellom august 2012 og desember 2013. I alle forsgkene ble egg fra
Acartia tonsa brukt for & undersgke om straling kan pavirke klekkesuk-
sessen. Alle forsgkene ble utfgrt over en 48 timers klekkeperiode der en
ukjent mengde egg ble pipetert ut og lagt i 10 mL vann. I forsgkene ble det
brukt to ulike grupper egg:

e Ferske (Nylagte egg fra copepodekarene (Fig. 5) som ble brukt i
forsgk samme dag. Eggene var fra O til 24 timer gamle)

e Lagrede (Hgstet egg ved et tidligere tidspunkt og lagret i et kjgleskap
over en periode)

Figur. 5: Karene Acartia tonsa kultiveres i ved NTNU Senter for Fiskeri og
Havbruk (Sealab).
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2.1 Dyrking av Acartia tonsa
2.1.1 Vannkvalitet

Vannet som ble brukt til copepodedyrking og algeproduksjon ble hentet
fra Trodheimsfjorden. Inntaksrgret ligger pa 70 meters dyp 800 meter fra
land og vannet ble sandfiltrert, UV-behandlet og luftet. Vannet holdt da
et redoxpotential pa mellom 100 - 160 mV. I algeproduksjonen ble van-
net kloret med natriumhypokloritt (25 mL 15 % NaOCL per 100L H50)
under kraftig lufting i minst 5 timer. Derreter ble vannet avklorert med
natriumthiosulfat pentahydrat (Na,0352) ved tilsats av 3g Nas03S> per
25 mL NaOC'L under kraftig lufting i 6 timer. Vannet var sa avklorert og
brukt i algeproduksjonen.

2.1.2 Dyrking

Den calanoide copepoden Acartia tonsa (Klone DFH.ATT1) ble dyrket 1
NTNU/SINTEF’s lokaler pa Brattgra i 1000 liters tanker. Copepodekul-
turene ble kontinuerlig foret med Rhodomonas baltica fra et reservoar og
algetettheten i copepodetankene ble holdt rundt 30 - 40000 celler per m L.
Fra disse tankene ble det daglig hgstet copepodeegg ved hjelp av en rote-
rende arm 1 bunnen av karet. Eggene ble konsentrert og manuelt samlet inn
gjennom en slange og over til en bgtte. Eggene ble sa renset og vasket ut
ved hjelp av tre filtere (2 00 wm, 120 wm og 64 wm) fer de ble overfort til
anoxisk/sjgvann (34 psu) i plastikkprgvebeholdere (NUNC 25 mL). Rgrene
ble pakket inn i aluminuiumsfolie for a unnga lyspavirkning og kjglt ned
i et kjpleskap (SANYO Medi-Cool, model: MPR-311D[H]) som holdt 2°C

R. baltica (Clone NIVA 5/91 Cryptophyceae: Pyrenomonadales) ble dyrket
1 syv akryltanker (160 — 200 L) med seks lysrgr. Det ble gjennomfgrt en
semikontinuerlig hgsting av algene der halvparten av volumet fra tankene
ble hgstet og erstattet med avklorert vann hver dag. Som vekstmedium til
algene ble det iblandet Conwy medium (1 mL per liter avklorert vann) som
ble tilsatt algetankene sammen med kontinuerlig tilfgrsel av C'Os.
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2.2 Effekten av ulike bglgelengder pa klekkesuksess hos
A. tonsa

Hensikten med forsgket var a se om ulike bglgelengder pavirket klekkesuk-
sessen til A. fonsa. Egg som var ferske, lagret i en maned eller i tre maneder
ble testet.

2.2.1 Oppsett

Forsgket ble gjennomfgrt i en spesialrigg som bestod av syv rader. Hver
farge hadde hver sin rad, med tre replikater (Fig. 6). Hvert av kammerene
ble dreid til av pvc og et pvc-lokk ble tilpasset hvert av kammerene. 1
lokkene ble det boret et hull (8 mm) der diodene ble presset inn. Anoden
og katoden stakk ut av lokket og diodebunnen ble tettet med svart silikon.
Foran hver rad av tre dioder ble en motstand satt for & fa lik intensitet pa
diodene og samtidig hindre overbelastning. Disse ble skrudd fast 1 ”sukker-
biter” for a lettere kunne skifte dem ut. Motstandene var ikke like for hver
rad siden de ulike diodene trengte ulik strgm for a levere lik intensitet. En
prototype ble laget for forsgkene for a undersgke mulig overoppheting i
kammeret (Fig. 7).

Figur. 6: Forsgksriggen til lysforsgkene. Til venstre er den mgrke uten dioder. De
andre rekkene har tre dioder koblet i serie og alle fargene koblet i paralell med en
motstand i forkant.
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I bunnen ble en EPS 80 bla isoporplate skjert til, der det ble sagd spor (3 cm
dype) med samme diameter som pa pvc-rgrene for at kammerene skulle sta
stgdig. Sporene fungerte og som en stopper for ekstern lyspavikning. Dette
ble ogsa brukt under maling av intensitet. For & méle intensiteten ble et hull
borret i senter av isoporen til prototypen (Fig. 7). Hullet var dimensjonert
for sensoren som sa ble presset inn til riktig hgyde.

/e

Figur. 7: 3D tegning av prototypen. Laget av Nicolai Ferdinand Bongaard.

Diodene var plassert i toppen og hgyden pa kammerene (Fig. 8) var laget
slik at brennvidden til diodene traff hele arealet der petriskdlene sto. I
petriskalene ble copepode-eggene lagt og diameteren pa rgret var bredt nok
til at en petriskal kunne plasseres inni.
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Figur. 8: Innsiden av et forsgkskammer med diode i senter i toppen.
Lokkene ble dreid til med en fals med presspassning for a tette godt og

unngd at de hoppet av under forsgkene (Fig. 9). I anoden og katoden ble
ledningene loddet fast for a sikre god kobling.

\

Figur. 9: Lokket pa et forsgkskammer som ble dreid til for a passe godt i sylin-
deren og tette for all ekstern lyspavirkning.
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En mgrketest tatt av hvert enkelt kammer for a verifisere at alle kammerene
var like tette for ekstern lyspavirkning. Dette ble malt med en LI-COR
LI-1400 Datalogger tilpasset med en LI-192 Underwater Quantum Sen-
sor. Deretter ble lysintensiteten til alle diodene malt for a se at intensiteten
pa lyset var likt i alle. Eventuelle motstander og dioder ble byttet ut for
a utligne forskjellene. Intensiteten til hele enheten ble ogsa justert med
en variabel strgmforsyning (Oltronix power supply c40-08D) som forsynte
diodene med strgm. Temperatur ble logget i et av kammerene med en Pico-
Lite Temperature USB Data Logger. Lysspekteret fra diodene ble mélt av
Zsolt Volent (SINTEF) med en Hyperspektral sensor (RAMSES-ACC-VIS
- Hyperspectral UV-VIS Irradiance Sensor - 320 - 950 nm) (Fig. 10).

Tabell. 2: Fargene, intensiteten og bglgelengden som ble valgt i de ulike
forspkskammerene. Lysspekteret er vist i Fig. 10.

Farge |Styrke (uE*m*s™)| Diodetype |Bolgelengde
Mdarke 0,0016 Ingen diode 1]
Red 1 MI10R25-1 630 nm
Hvit 1 M10W25-1 340 nm
Varm Hvit 1 MI10HW25-1 600 nm
Grgnn 1 M10G25-1 530 nm
Bla 1 MI10B25-1 465 nm
Ultraviolett 1 M10UW-1 400 nm
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Figur. 10: Mailinger av lysspekteret til diodene som ble brukt i lysforsgkene.
Den rgde linjen i kaldhvit er midtpunktet for mengden lys (540 nm), mens i de
resterende fargene er topppunktet brukt som referansepunkt.
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2.2.2 Fremgangsmate

For 4 sikre at eggene var ferske og upavirket av lys ble eggene fra copepode-
tankene hgstet k1 18:00 dagen for forsgket. Copepodetankene ble fgrst satt 1
kontstant mgrke i 12 timer. Derreter ble eggene hgstet, vasket og overfort til
plastikkprgvebeholdere (NUNC 25 mL), alt gjennomfgrt i konstant mgrke
for & unngé lysforurensing. Petriskalene var pa forhand fylt med sjgvann
(10 mL, 34 psu). Plastikkprgvebeholderne med egg ble ristet godt for hvert
uttak og 5 uL ble pippetert ut (Fisher Scientific Finnpipette 5 —50uL) til
hver petriskal. Nar alle petriskalene var pa plass og kammrene satt over,
ble lyset skrudd pa. I et av kammrene ble en PicoLite Temperature USB
Data Logger festet for & male temperaturen gjennom hele forsgket.

Eggene ble eksponert for konstant lys i 48 timer i 22 °C for a klekke. For a
evaluere klekkesuksessen ble prgvene tilsatt Phytofix (Lugols 1gsning) for
a gjgre dyrene mer synlige og for a ta livet av dem. Petriskalene ble satt
under et stereomikroskop (Leica MZ 125) og nyklekte A. tonsa nauplier og
uklekte egg ble talt manuelt ved hjelp av en peristatpumpe (Watson Marlow
120s). Klekkesuksessen ble bestemt ved hjelp av Ligning (1).

_ Antall nauplii
Klekkesuksess = Antall nauplii+Antall uklekte egg (1)

De neste forsgken ble utfgrt med egg lagret i henholdsvis en og tre mandeder
i et farmasautisk kjgleskap (SANYO Medi-Cool, model MPR-311D[H]).
Eggene ble pippetert ut pa samme mate i totalt mgrke og overfgrt til petri-
skaler. Samme prosedyre ble fulgt under hele forsgket som med ferske egg.
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2.3 Effekten av ulik lysintensitet pa klekkesuksess hos
A. tonsa

Hensikten med dette forsgket var a se om ulik lysintensitet pavirket klekke-
suksessen av egg fra A. fonsa. En maned gamle egg ble klekket i tre ulike
intensiteter.

2.3.1 Oppsett

Forsgket ble gjennomfgrt i samme forsgksrigg som bglgelengdeforsgket.
Tre ulike intensiteter av lys ble etablert ved a bytte ut motstandene som
endrer styrken pa strgmmen (mA ) som ble tilfgrt diodene. Intensitetene
som ble valgt er vist i Tab. 3. Intensitetene i forsgket ble valgt ut fra tre
kriterier:

1. Hvor hgy intensitet diodene klarte & levere uten a ga i stykker.
2. Intensiteten brukt i tidligere studier.
3. Pa et intensitetsniva der alle diodene leverte samme intensitet.

Alle diodene ble kalibrert med en LI-COR LI-1400 Datalogger fgr hvert av
forsgkene for a sikre at diodene leverte lik intensitet. Siden UV og de rgde
diodene ikke klarte & levere mer enn 5 uFE * m~2 * s~ uten at de sviktet,
ble de stilt inn pd 5 uE * m~2 x s~ ! i forsgket der de andre diodene hadde

16 uE * m=2 % s~ 1.

2.3.2 Fremgangsmate

Forsgket ble utfgrt med en maned gamle egg fra kjgleskaplageret. Alle
forsgkene ble gjort med egg fra samme tank, samme hgstedato, og alle ledd
av forberedelsene og selve igangsettingen av forsgket ble foretatt i mgrket.
Eggene ble fgrst delt opp i tre like plastikkprgvebeholdere og tilsatt kaldt
sjgvann. To av prgvene ble satt tilbake i kjgleskapet og dekket til med alu-
miniumsfolie. Disse eggene ble sa tatt i bruk i forsgk to og fire dager etter
det forste forsgket ble startet. Eggene ble pipetert ut og plassert i petriskaler
inne i forsgkskammerene. Temperaturen ble logget i et av kammerene un-
der hvert av forsgkene med en PicoLite Temperature USB Data Logger.
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Forsgket sto med konstant lys i 48 timer i 22 — 25°C for & klekke. For
a evaluere klekkesuksessen ble prgvene tilsatt Phytofix (Lugols Igsning) og
satt under et stereomikroskop (Leica MZ 125). A. tonsa nauplier og uklekte
egg ble talt manuelt ved hjelp av en peristatpumpe (watson marlow 120s)
som sugde ut dyr og egg fra petriskdlene. Klekkesuksessen ble beregnet
ved hjelp av Ligning (1).

Tabell. 3: Intensitesforsgk nummer 1,2 og 3. Intensiteten var 5 og 16 ganger s

hgy som forsgk nr 1.

1 |Farge Styrke (uE*m**s™) |Diodetype |Bglgelengde
Svart 0.0016 Ingen diode 0
Red 1 MI10R25-1 630 nm
Hvit 1 M10W23-1 340 nm
Varm Hvit |1 MI10HWV25-1 600 nm
Grgnn 1 M10G25-1 530 nm
Bla 1 MI10B25-1 465 nm
Ultraviolett |1 M10UV-1 400 nm
2 |Farge Styrke (uE*m**s™) |Diodetype |Bglgelengde
Svart 0.0016 Ingen diode 0
Red 5 MI10R25-1 630 nm
Hvit 5 M10W23-1 340 nm
Varm Hvit |5 MI10HWV25-1 600 nm
Grgnn 5 M10G25-1 530 nm
Bla 5 MI10B25-1 465 nm
Ultraviolett |5 M10UV-1 400 nm
3 |Farge |[Styrke (uE*m>*s') |Diodetype |Bglgelengde
Mgrke 0.0016 Ingen diode 0
Red 5 MI10R25-1 630 nm
Hvit 16 M10W23-1 340 nm
Varm Hvit |16 MI10HWV25-1 600 nm
Grenn 16 M10G25-1 530 nm
Bla 16 MI10B25-1 A65 nm
Ultraviolett |5 M10UV-1 400 nm
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2.4 Effekten av rgntgenstraling pa klekkesuksessen hos
A.tonsa

Copepodeegg som skulle sendes fra Trondheim til Spania med fly har vist
varierende klekkesuksess etter forsendelsen. Formalet med forsgket var a se
om rgtgenaparater pa flyplasser har effekt pa klekkesuksessen til A.ronsa-

cge.

24.1 Oppsett

Egg ble hgstet fra tre copepodekar pa Sealab. I lokalene til NTNU/SINTEF
dyrkes copepodene i tre ulike kar (Fig. 5) og fra hver av tankene ble eggene
hgstet og fordelt likt i fire plastikkprgvebeholdere hver (NUNC 25 mL). En
av beholderene fra hvert kar ble pakket inn i aluminiumsfolie og plassert i
et kjgleskap. De resterende 12 ble pakket inn i aluminiumsfolie, satt i en
kjolt isoporkasse og fraktet til Varnes flyplass. Replikatene ble delt opp 1
tre grupper med en replikat fra hver tank og ble deretter kjort gjennom et
rgntgenapparat (Smiths Detection HI-SCAN 6046si). Dette apparatet har
en rgntgendose pa 1,8 micro Sv(0, 18milli rem).

Tabell. 4:  Gruppering av prgvebeholdere og antall runder gjennom
rgntgenmaskinen.

Kontroll 1Runde 5Runder 10Runder

Karl 1 1 1 1
Kar 2 1 1 1 1
Kar 3 1 1 1 1

2.4.2 Fremgangsmate

Petriskalene som ble brukt til klekketestene var pa forhand fylt med temper-
ert sjgvann (10 mL, 34 psu, 22 °C). Prgvebeholdere ble ristet godt fgr hvert
uttak og 5 uL. egg ble pippetert ut (Fisher Scientific Finnpipette 5 —50uL)
til hver petriskal. Eggene ble satt til klekking og talt opp etter 48 timer.
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2.5 Statistikk

All data fra forgkene ble samlet i Windows Office Excel (Microsoft Inc). 1
Microsoft Excel ble klekkesuksess og standardavvik regnet ut. Alle grafene
ble laget 1 Sigmaplot versjon 12.5 for Windows (Systat Software Inc).

Statistiske analyser ble gjort i R (The R Project for Statistical Computing)
og SPSS (IBM) med et signifikansnivd pa a =0.05. Der lysforsgkene ble
testet med en ANOVA-test. Residualene ble sjekket for normaldistribusjon.
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3 Resultater

3.1 Effekt av ulike bglgelengder av synlig lys pa klekke-
suksess hos A.tonsa

Klekkesuksessen sank fra et gjennomsnitt pa 89,8 % + 0,73 SE hos ferske
egg til 44,0 % + 1,16 SE i en maned lagrede egg og helt ned til 16,6 %
+ 0,86 SE hos 3 maneder lagrede egg. Selv om klekkesuksessen sank
drastisk holdt klekkesuksessen seg lik i forhold til bglgelengdene. Eggene
klekket like godt 1 konstant mgrke som i belysningen med bglgelengdene
400 - 630 nm. Ved hjelp av statistiske analyser viser en ANOVA-test in-
gen signifikante forskjeller mellom bglgelengde og klekkesuksess over de
tre ulike lagringsperiodene (p = 0.50). Fig. 11 viser klekkesuksessen fra
bglgelengdeforsgkene med egg fra tre ulike lagringsperioder. Klekkesuk-
sessen er vist med et gjennomsnitt av alle nauplii og uklekte egg med tre
replikater 1 hvert punkt £ standard error.
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Figur. 11: Klekkesuksess for A. tonsa-egg som funksjon av bglgelengder til ek-
sponert lys over ulike lagringsperioder. Punktene er fra venstre: Mgrk (0), UV
(400 nm) , B1a (465 nm), Grgnn (530 nm), Kald Hvit (540 nm), Varm Hvit (600
nm) og Rgd (630 nm). Gjennomsnitt over 3 replikater + SE.
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I alle tre forsgkene var intensiteten (1 & * m =2 * s~ !, med 0.0016 uE *
m~2 % s71 i den mgrke), temperatur (22°C £ 0.5°C ), salinitet (34 psu)
og pH (8.3) lik gjennom hele forsgket. Siden en ukjent mengde egg ble
pipettert ut i mgrket, varierer antallet i prgvene stort (Tab. 5).

Tabell. 5:  Variasjoner i antall nauplii og egg fra inkubasjonene i
belgelengdeforsgkene. Verdiene viser minste og hgyeste antall med gjennomsnittet
1 parantes.

Variasj tall Variasj tall lii
Prove ariasjon av antall egg ariasjon av antall nauplii

(Gjennomsnitt) (Gjennomsnitt)
Ferske 2-40 (20) 14398 (182)
1 Maned 15-250 (95) 22-246 (78)
3 Maneder 19-302 (113) 5-60 (22)

De stgrste klekkesuksess variasjonene var i gruppen med egg lagret i en
maned. Forskjellene var sma med et gap pa maks 9 % klekkesuksess fra
hgyeste til laveste verdi. Sett de tre ulike lagringsperiodene under ett var
dette den stgrste variasjonen i klekkesuksess for eggene. Forsgket med egg
lagret i en maned mangler en replikat pa UV, Bla, Varm Hvit og Rgd etter
litt darlig behandling av prgvene.
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3.2 Effekt av ulik intensitet pa klekkesuksess hos A. tonsa

Fig. 12 viser klekkesuksessen fra lysintensitetsforsgket med den laveste
intensiteten. Klekkesuksessen er vist med et gjennomsnitt av alle nauplii
og uklekte egg med tre replikater i hvert punkt + standard error. I forsgket
var intensiteten 1 W *m 2% s, med 0.0016 uE *m 2% s~ ' i den mgrke.
Dette var den samme intensiteten som ble brukt i aksjonsspekterforsgket.
Bare sma forskjeller i klekkesuksess kan observeres. Fra hgyeste til laveste
niva pa klekkesuksessen var det en forskjell pa 8,84 %, men UV, Varm Hvit
og og Rad har litt stgrre variasjon i replikatene. Temperaturen 22°C +

0.5°C, salinitet (36 psu) og pH (8.4) var lik gjennom hele forsgket og i alle
replikatene.
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Figur. 12: Klekkesuksess for A. tonsa-egg i 1 wE * m~2 x s~! lysintensitet, lagret
i en maned. Punktene er fra venstre: Mgrk (0), UV (400 nm) , Bla (465 nm),
Grgnn (530 nm), Kald Hvit (540 nm), Varm Hvit (600 nm) og Rgd (630 nm).
Gjennomsnitt over 3 replikater + SE.
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Fig. 13 viser klekkesuksessen for A.ronsa-egg klekket i 5 wE * m ™2 *
571 0g 0.0016 WE * m~2 * s~ i den mgrke. Klekkesuksessen er vist med
et giennomsnitt av alle nauplii og uklekte egg med tre replikater i hvert
punkt + standard error. Eggene var klekket i sjgvann med salinitet pa 36
psu, pH: 8,4 og en temperatur pa 23°C 4 0.5°C. Gjennomsnittet til kald
hvit ligger en del over de andre fargene i prosentvis klekkesuksess. Denne
replikaten skiller seg ut fra alle de andre i intensitesfgrsgkene med a vere
8 % hgyere, dette mest sannsynligvis fordi denne inkuberingen ble gjort
med bare 40 nauplii/egg totalt for replikatene. De andre fargene hadde et
betydelig hgyere snitt, med over 200 nauplii/egg i gjennomsnitt.
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Figur. 13: Klekkesuksess for A. fonsa-egg i ulike bglgelengderi 5 pE xm 2% s~

lagret i en maned. Punktene er fra venstre: Mgrk (0), UV (400 nm) , Bl (465 nm),
Grgnn (530 nm), Kald Hvit (540 nm), Varm Hvit (600 nm) og Rgd (630 nm).
Gjennomsnitt over 3 replikater £ SE.
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Fig 14. viser klekkesuksessen for A.ronsa-egg klekket i 16 wE x m™2 *
57!, mens UV og rgd hadde 5 uE * m~2 x s~1. Diodene for Rgd og UV
klarte ikke & levere hgyere intensitet enn 5 wE * m ™2 x s~! uten & svikte.
Klekketestene varierer mer siden antallet dyr og egg i prgvene varierte stort.
Det det var markante variasjoner i inkuberingene for grgnt og blatt lys.De
grgnne og bla replikatene hadde under 40 levedyktige individer totalt i rep-
likatene, der enkelte besto av 1-3 nauplii/egg. Mgrk var 1 denne testen
noe lavere enn replikatene i 1 og 5 uE * m~2 * s~!. Eggene ble klekket
i sjgvann med salinitet pa 34 psu, pH 8,4 og en litt hgyere temperatur pa
25°C + 0.5°C. Temperaturen steg nar intensiteten ble justert opp og dio-
dene genererte mer varme.
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Figur. 14: Klekkesuksess for A. fonsa-egg i ulike bglgelengderi 16/5 WE m =2
s~1 lagret i en méined. Punktene er fra venstre: Mgrk (0), UV (400 nm) , BI4 (465
nm), Grgnn (530 nm), Kald Hvit (540 nm), Varm Hvit (600 nm) og Rgd (630 nm).
Gjennomsnitt over 3 replikater &= SE.
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En ukjent mengde egg ble pipettert ut 1 totalt mgrke og derfor varierer an-
tallet 1 prgvene mye (Tab. 6). Ved den hgyeste intensiteten var det et par
replikater som ikke inneholdt egg eller nauplii, og noen replikater matte
forkastes pa grunn av darlig behandling. Det var ikke mulig & se om noen
egg hadde blitt med i pipetten ved forsgksstart noe som gav et varierende
antall dyr 1 prgvene.

Tabell. 6: Variasjoner i antallet fra prgvene i intensitetsforsgkene. Viser minste og
hgyeste antall med gjennomsnittet i parantes.

Variasjon av Antall egg  Variasjon av Antall nauplii

Prave
(Gjennemsnitt) (Gjennomsnitt)
1 pE*m*s? 38-250 (95) 22-256 (78)
5 pE*m *s" 8-198 (61) 10-153 (43)
16/5 pE*m*s™ 0-266 (36) 0-135 (24)

Ved a teste klekkesuksessen i de tre inkubasjonsforsgkene mot lysinten-
sitetene 1 en ANOVA-test var det ingen signifikante forskjeller (p = 0.75).
En ANOVA-test pa klekkesuksessen mot bglgelengde ga ingen signifikante
forskjeller (p = 0.44).
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En oppsummering av grafene fra intensitetsforsgket (Fig. 15) som viser
klekkesuksess som funksjon av intensitetene 0, 0016 — 16 wE+m 2xs~ 1. 1
hvert av punktene er alle bglgelengdene for hver intensitet inkludert med de
mgrke replikatene til venstre. Aksjonsspekterforsgket viste at bglgelengde
ikke hadde betydning for klekkesuksess og er ekskludert i Fig. 15. Ingen
av punktene skiller seg ut og klekkesuksessen var lik over intensitetene
0,0016 — 16 uE * m=2 x s~ 1.
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Figur. 15: Responskurve for intensitet 0, 0016 — 16 pFE % m~2 x s~ !. Klekkesuk-
sess for A. ronsa-egg vist som et gjennomsnitt over alle bglgelengdene for hver
intensitet = SE.
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3.3 Effekt av rgntgenstraling pa klekkesuksess hos A.fonsa

Fig. 16 viser klekkesuksessen mot antall ganger gjennom et rgntgenapparat,
med egg fra kar 1. Klekkesuksessen viser en trend til ingen pavirkning
fra rgntgenstralene. Variasjoner i miljgparametere mellom de tre karene
copepodene ble dyrket i gjorde at resultatene ikke ble kombinert. Klekke-
suksessen er vist som enkeltforsgk for a vise variasjonen og utliggere i
enkelte replikater. Det var mange levedyktige egg og dyr i alle inkubab-
sjonene, med et snitt pd 94 nauplii og 44 uklekte egg for hvert punkt. Vari-
asjonen var stor i alle replikatene, men det som skillte seg ut var kontroll
testen som hadde en replikat nede pa 41.5 % klekkesuksess. De resterende
klekketestene viste et gjennomsnitt pa 72.2 % + 2.4 SE.
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Figur. 16: Klekkesuksess for A.fonsa-egg kjgrt gjennom rgntgenmaskin for kar 1.
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Fig. 17 viser klekkesuksessen som funksjon av antall runder gjennom
rgntgenapparatet, med egg fra kar 2. Klekkesuksessen er vist som enkelt-
forsgk for a vise variasjonen i enkelte inkubasjoner. Det var to klekketester
som skiller seg ut fra de andre. Kontrollen viste to sveaert hgyeverdier pa
72,5 % og 86 %, som skiller seg ut fra det som ser ut & veere “normalen”,
der trenden pa klekkesuksessen viste ingen pavirkning fra rgntgenstraler.
Ser en bort ifra utliggerene viste de resterende klekketestene hadde et gjen-
nomsnitt pa 31 % + 2.3 SE klekkesuksess. Antallet i alle replikatene var
hgyt med et snitt pa 80 nauplii og 131 uklekte egg. Klekketestene generelt
varierer mindre enn klekkesuksessen fra kar 1. I klekketesten for 5 runder
manglet en replikat (Se Vedlegg Tab. 9).
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Figur. 17: Klekkesuksess for A.tonsa-egg fra kar 2 kjgrt gjennom rgntgenmaskin.
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Fig. 18 viser klekkesuksessen som funksjon av antall runder i rgntgen-
apparat, med egg fra kar 3. Variasjonen var mindre i forhold til de to fgrste
karene og variasjonen var stgrst i kontroll. Kontrollreplikatene hadde en
verdi nede pa 41 %, men trenden var som de andre karene at sma doser
rgntgen ikke pavirker klekkesuksess. De resterende klekketestene hadde et
gjennomsnitt pa 84.5 % + 1.1 SE klekkesuksess. Dette karet hadde den
hgyeste klekkesuksessen av de tre karene og replikatene hadde et gjennom-
snitt pa 134 nauplii og 40 uklekte egg.
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Figur. 18: Klekkesuksess for A.tonsa-egg fra kar 3 kjgrt gjennom rgntgenmaskin.

Ingen signifikante forskjeller ble funnet mellom klekkesuksess i de tre karene

som funksjon av antall ganger prgvene ble kjgrt giennom et rgngenapparat
1 en ANOVA-test (p = 0.62).
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4 Diskusjon

Denne oppgaven omfatter tre forsgk gjort pa den calanoide copepoden A.
tonsa. De to forste forsgkene tok for seg klekkesuksess av A. ronsa-egg
1 ulik bglgelengde og intensitet til synlig lys og UVA. Det tredje forsgket
sa pa effekten av svak rgntgenstraling pa eggenes klekkesuksess. For a
bestemme pavirkningen pa klekkesuksessen ble forsgkene gjort pa ferske
og lagrede egg over en 48 timers klekkeperiode. Forsgkene viste at verken
bglgelengde, lysintensitet eller eksponering for rgntgen hadde noen pa-
virkning pa klekkesuksessen til levedyktige egg. Eggene kan klekkes i
mgrke eller lys og de kan sendes gjennom rgntgenapparater pa flyplasser
uten at det pavirker andelen egg som klekkes.

4.1 Aksjonsspekter

Aksjonsspekteret viser tydelig at A.fonsa ikke pavirkes av ulike bglge-
lengder pa lyset nar de klekkes. Mgrkeforsgkene ble inkludert i grafene for
a vise at A.tonsa-egg klekker like godt i total mgrke som nar de belyses.
Ulike bglgelengder over en 48 timers klekkeperiode er ikke en faktor for
klekkesuksess. Selv om klekkesuksessen var lav etter en og tre maneders
lagring, viser klekketestene at bglgelengde ikke har noen pavirkning pa la-
grede egg over en 48 timers klekkeperiode.

Lys har vist seg a vare viktig for atferden til mange ulike krepsdyr. Hos
Artemia pavirker bade bglgelengde og intensitet klekkesuksessen (Linden
et al., 1985). Artemia klekker bedre med lys innenfor bglgelengdene fra
400 til 600 nm (Linden et al., 1985, 1986), noe som ikke kan observeres
i forsgkene gjort pa A. tonsa i min oppgave. Siden eggene til A. fonsa i
kystsoner og estuarier legges 1 vannsgylen og synker, havner eggene ofte
i mudder. Estuarier og kystsoner er omrader med mer varierende lyspen-
etrasjon i vannsgylen som fglge av hgyere biologisk aktivitet og errosjon
enn i apne havomrader. Lyspeabsorbsjonen kan vere hgy i store deler av
aret. Siden tilgjengelig lys for eggene kan veare varierende er det naturlig
at spesifikke bglgelengder ikke pavirker klekkesuksess.

Forsgkene med egg lagret i en maned mangler en replikat innenfor bla, rgd,
varm hvit og UV, og dette kan ha hatt en betydning for resultatene. Men
da antall nauplii/egg var jevnt i antall mellom de ulike forsgkskammerene,
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er dette lite sannsynlig. For a unnga noen form for lyspavirkning ble alle
lysforsgkene igangsatt i mgrket. Denne prosedyren gjorde det vanskelig a
se selve pipettetuppen og petriskalen der eggene skulle legges. At forsgket
ble satt igang i mgrket gjorde det umulig a si om egg hadde blitt med i
petriskalen eller ikke. Et annet problem var at en del av eggene klumpet
seg sammen. Nar en ukjent mengde egg ble pipettert ut var det usikkert om
det var klumper av egg eller ikke. Denne klumpingen ble og observert av
Hagemann (2011) i sin studie pa egg lagret i konstant lys. Bedre vask av
eggene under hgsting kunne redusert problemet. Eggene i min studie ble
derimot ikke lagret i konstant lys. Nar eggene skal telles etter endt klekking
gjor denne klumpingen at det blr vanskelig a se om eggene er levedyktige
eller ikke. For resultatene kan det ha latt seg Igse ved a pipettere ut enkel-
tegg, men det er en tidskrevende prosess som blir vanskelig nar det skal
gjores i mgrket og med mange replikater. En kraftigere mekanisk omrgring
av plastikkprgvebeholderene kunne ha lgst opp disse grupperingene. Noen
av replikatene var lave pa antall dyr og egg, som trolig skyldes treg pipet-
tering ut fra plasikkprgvebeholderene. Siden eggene synker vil andelen egg
innenfor rekkevidden til pipetten minke over tid. Desto lengre en venter fgr
en pipetterer, desto feerre egg blir med i petriskalen.

Det faktum at eggene viste lav klekking etter en og tre maneder lagring
kan bety at eggene ikke var renset godt nok fgr lagring. Det biologiske ma-
triale som ikke vaskes ut er med pa a ern@re bakterier som produserer H».S,
som er en svert giftg gass. Dette er en gass som lett kan gjennkjennes med
lukt av “rattent egg”. I forsgkene gjort pa en og tre maneder lagrede egg
var det en sterk eim av ” rattent egg” nar beholderene ble dpnet og det kan
tenkes at dette har tatt livet en stor andel av eggene. Ved gkende lengde pa
lagringstiden sammen med eksponering for H,S synker klekkesuksessen
hos A. fonsa (Invidia et al., 2004; Nielsen et al., 2006).

Lite er kjent om utviklingen av pigmenter og til utviklingen av synet hos A.
tonsa. 1 et forsgk gjort av Stearns and Forward (1984) viste de at voksne A.
tonsa var sensitive for lys helt ned til 2.8pE * m =2 x s~!, med den sterkeste
sensitiviteten for lys med bglgelengde mellom 453 og 620 nm. Dette var
intensiteter mye lavere enn i mine forsgk, der selv det mgrke kammeret
hadde hgyere verdier enn dette. Eggene kan da ha fatt den “dosen” de
trenger av lys for a indusere klekking fgr forsgket startet. I den mgrke be-
holderen var det en lysintensitet pa 0,0016 wWE * m ™2 x s, som tilsvarer
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1,6 nE *m~2 % s~ som er 10° hgyere enn det Stearns and Forward (1984)
malte sensitiviteten til. Dersom en og ser pa spekteret fra diodene i Fig.
10 hadde de hvite diodene et stort spekter og dekket godt inn i det rgde,
litt over i infrargdt omrade (over 700 nm) og nesten helt ned til UV. De
hvite diodene dekket da hele det sensitive omradet for voksne A. fonsa.
Det var bare Rgd (630 nm) og UV (400 nm) som la utenfor det sensitive
omradet Stearns and Forward (1984) sa i sine forsgk. Hvis denne sensi-
tiviteten hadde vert a finne i eggene til A. fonsa ville en mest sannsylig
sett stgrre utslag pa de rgde klekketestene, som var bglgelengdene Stearns
and Forward (1984) noterte seg de stgrste forskjellene til voksne A. fonsa.
Fra fra et kultiveringsperspektiv vil ikke bglgelengde ha en innvikning pa
klekkesuksess. Andre miljgvariabler som vannets pH, salinitet, oksygen og
temperatur vil ha stgrre innflytelse.

Resultatene 1 intensitetsforsgkene ble og testet om bglgelengde har en ef-
fekt pa klekkesuksess. Ved a gjgre en ANOVA ga det ikke signifikante
forskjeller (p = 0.44). Dette er med pa a stgtte opp under resultatene rundt
aksjonsspekteret at bglgelengde ikke pavirker klekkesuksess.

4.2 Intensitet

Intensitetsforsgkene viste at det ikke var noen forskjell pa hvilken styrke
en klekker eggene pa fra 0,0016 — 16 wE * m~2 % s~* (Fig. 15). Siden
diodene verken télte hgyere intensiteter eller klarte a levere et stabilt lys
pa lavere intensitet, ble ikke testvariansen stor pa forsgkene som hadde
belysning. Ettersom forsgkene i mgrket leverte like gode klekkeresultater
kan en anta like god klekking i hele intensitetsspennet 0, 0016 — 16 wE
m~2xs~!. Med gkende intensitet ble temperaturen inne i kammerene grad-
vis gkende, og med dette forsgksoppsettet (Fig. 6) hadde det ikke fungert a
gjore forsgk ved hgyere intensitet. Temperaturforskjellene 1 forsgket varier
imidlertid ikke nok til & kunne utgjgre en forskjell, og 1 innenfor den
ideelle klekketemperaturen hos A. tonsa. 1 forsgk presentert av andre har
23 — 25°C vert temperaturene med best eggproduksjon og klekkesuksess
(Castro-Longoria, 2003; Chinnery and Williams, 2004; Holste and Peck,
20006).

Generell innendgrsbelysning er ikke serlig sterk med tanke pa intensitet.
Typiske verdier for et kontor er 5 — 10 wE * m~2 x s~%, mens intensitetene
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som ble testet i denne oppgaven er verdier typisk for dybder pa 20-30 meter
(Davis, 1993).

Selv om intensiteten hos UV (400 nm) og Rgd (630 nm) bare var 5 ©FE x
m~2 * 571 i forspket med den hgyeste intensiteten, var det ingen av bglge-
lengdene med hgyere intensitet som skiller seg ut p& 16 wE * m™2 x s~ L,
Lite tyder da pa at forskjeller skulle fremkommet av gkt intensitet i Rgd
eller UV. Bade Rgd og UV ligger utenfor det Stearns and Forward (1984)
malte den hgyeste sensitiviteten for hos voksne A. fonsa. UV og rgdt lys
blir raskere absorbert i vannsgylen og vil vere lite tilgjengelig pa dypere
vann (University, 2006). Derfor vil hgy intensitet over lengre tid fra bglge-
lengdene som blir raskt absorbert i vannsgylen vere en hgyst usannsynlig
miljgparameter for a indusere klekking i eggene.

Lysintensitet er vist & ha en innvirkning pa klekkesuksess hos Artemia (Lin-
den et al., 1985), men i forsgkene gjort pa A. tonsa ser det ikke slik ut
(Fig. 15). Linden et al. (1985, 1986) sa store forskjeller i klekkesuksess
fra0 — 5 wE *m~2 s, ved at Artemia klekket like godt pa lav intensitet
over lengre periode som hgy intensitet over en kort periode. I mine forsgket
ble bare en 48 timers klekkesuksess evaluert, der ingen forskjeller ble ob-
servert. Ettersom den mgrke replikaten ga like god klekkesuksess med
0,0016 wExm2xs~! over 48 timer er ikke lysintensitet er en miljgvariabel
en trenger a ta hensyn til i intensiv kultivering av A. fonsa. Hvis et glimt fra
en bglgelengde innen synlig lys er det som skal til for a indusere klekking
kan dette oppnas selv i mgrket.

4.3 Rgntgen

Tanken bak rgntgenforsgket var a se om rgntgenbglgene som gjennomlyser
bagage pa flyplasser tar livet av A.fonsa-egg. Apparatene har en veldig lav
stralingsdose ( 1.8 @ Sv) og eggene blir bestralt i bare noen sekunder av
gangen. En flytur vil gi hgyere strilingsdoser enn rgntgenapparatet, der
en reise fra Paris til Washington vil gi en staligsdose pa omkring 43 1 Sv
(Lantos et al., 2001)

Fig.16 - 18 viser at kontrollreplikatene var prgvene som sprikte mest i pros-
entvis klekkesuksess. Siden disse eggene ikke var med pa transporten (1
time biltur) og ikke ble handtert pa samme mate, har de ikke fatt den samme
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mekaniske omrgringen som gruppene utsatt for rgntgen. Kontrollgruppen
som sto igjen i kjgleskapet pA NTNU burde ogsa vert med pa transporten
(1 time biltur) til Vernes for at eggene skulle ha hatt samme behandling.
Eggene som var med til Vernes kan og ha blitt eksponert for hgyere tem-
peratur i forhold til de som sto igjen i kjgleskapet (kontroll). Det ble ikke
malt temperatur i beholderen til eggene fraktet til Varnes. I studien gjort
av Hagemann (2011) var korte intervaller (12 - 24 timer) med hgyere tem-
peraturer (17 °C) under lagring ikke utslagsgivende for klekkesuksessen.
En times eksponering med forhgyet temperatur i mitt forsgk har da mest
sannsynlig ikke vert utslagsgivende.

Klekkesuksessen 1 kar 2 (Fig. 16) var betydelig lavere enn kar 1 og 3 og
var omtrent 30 - 40% lavere enn kar 1 (Fig. 15) og kar 3 (Fig. 17). Det
kan fortelle oss at forholdene ikke var opptimale for copepodene i kar 2. I
et forsgk gjort av Peck et al. (2008) sa de signifikante forskjeller pa klekke-
suksessen 1 egg lagt under ulike lysperioder av voksne A. tonsa. Desto
lengre lysperioden var for de voksne dyrene desto bedre var klekkesuk-
sessen for eggene og indikerte at dvale kunne induseres i eggene ved a
manipulere lyforholdene til voksne A. tonsa. I denne oppgaven ble de vok-
sne dyrene ekponert for konstant belysning (24 timers lysperiode) og en
kan da forvente bare SE (subetaneous egg). Det kan ha vert problemer
med fortilgang for de voksne A. fonsa dyrene 1 karet, som er kjent fra andre
studier a produsere DHE (delayed hatching eggs) ved lav fortilgang (Drillet
etal., 2011). Med en forlenget klekkeperiode kunne det vart undersgkt om
eggene var DHE eller om de ikke var levedyktige. I klekkeforsgkene pa
ferske egg i denne oppgaven la klekkesuksessen pa 70-90 %, noe en skal
kunne forvente fra subitanous egg ut fra arbeid gjort av andre (Nielsen et al.,
2006; Peck and Holste, 2006; Peck et al., 2008; Zhang et al., 2014).

I forsgk gjort pa voksne Artemia viser dyrene en sterkt taleevne for ionis-
erende straler som rgntgen (Grosch and Erdman, 1955). Insekter er en an-
nen gruppe der mange av ordnene er svart resistente mot rgntgenstraling
(Koval, 1983). Uklekte A. ronsa er beskyttet av et sterkt skall (chorion).
Dette yttre skallet kan vere med pa a beskytte copepodene under ionis-
erende straling. Det yttre skallet har mange sma utstikkene pigger (Mar-
cus, 1990; Belmonte, 1998), som kan vere sarbare punkter for mekanisk
omrgring, men tendens til mekanisk pakjenning kunne leses ut fra klekke-
suksessen 1 mine forsgk.

36



4.4 Konklusjon og anbefalinger for videre arbeid

De ferske eggene klekker godt i mgrke og under ulike bglgelengder av syn-
lig lys. Egg som enten var lagret i en eller tre maneder hadde en unormalt
lav klekkesuksess. Derimot viste resultatene fra klekkeforsgkene i mgrket,
over ulike bglgelengder og intensiteter av synlig lys, ingen forskjell. Dette
viser at A. tonsa-egg er uavhengig av lys for a indusere klekking. A. tonsa-
egg ble utsatt for korte sma doser rgntgenstraler uten at det gir utslag pa
klekkingen. Eggene kan uten negative effekt pa klekkesuksess sendes gjen-
nom sikkerhetskontroller pa flyplasser.

Hvis det er gnske om a redusere klekketiden kan de samme forsgkene
med bglgelengde og intensitetsforsgk gjgres over kortere tidsperioder. En
klekketidsstudie for a evaluere om bglgelengde og intensitet pavirker tiden
det tar for a klekke eggene kan vare av interesse.

Det har vert mange studier rundt hvordan en skal lagre A.fonsa nar det
gjelder temperatur og salinitet for & fa best klekkesuksess etter endt lagring.
I intensiv kultivering er det viktig a kunne ha en stabil klekking nar det er
behov for egg. Utifra klekkesuksessen 1 denne studien trenger en mer infor-
masjon om hvordan en skal lagre eggene. Studier rundt lagringsbeholdere,
tetthet og vasking av egg er ngdvendig for a stabilisere klekkingen.

For a veare sikre pa at frakt av egg ikke har en effekt pa klekkesuksess
kan studier rundt eksponering for rgntgen for sd & lagre eggene utfgres.
Siden selve flyturen har stgrre stralingsdoser enn sikkerhetskontollen, kan
studier pa effekt av flytur vaere interessant. Det er og en fysisk pavirkning
pa eggene ved frakt som kan vare med pa & skade eggene under frakt.
Forsgk med mekanisk pavirkning kan da undersgkes.

I arbeidet med denne masteren ble og et stgrre forsgk rundt redokspotensial
i vannet forsgkt. Dette ble ikke inkludert, men siden eggene akkumuleres i
mudder pa bunnen nar de synker ned blir det en bra overgang til lavere oksy-
gen og redoks. I mudderet er redokspotensialet veldig lavt (typisk -200 til
-400 mV). I beholderene eggene lagres i synker og redokspotensialet raskt
nar oksygenet er brukt opp og H,S tar over. Studier rundt redoks og HsS
kan vare noe a se n@rmere pa.
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S Vedlegg

Tabell. 7: Viser klekkesusess for aksjonsspekterforsgket med klekkesuksess,
STDEYV, SE for hver farge

FARGE  Spekter (nm) Ferskeegg STDEV  SE 1Méned STDEV  SE 3Méneder  STDEV  SE
svart [ 87.88 49771 2.87353 46.03 5.711 3.297247 1436 2751 1588291
350
355
360
365
370
375
330
385
390
395
uv 400 8772 4.0493 2337864 39.84  12.068 7.082933 19.14 26819 1548396
405
a10
415

Bl3 465 88.92  7.0663 4.07973 45.05 0 0 16.62 13688 0.790277

Grenn 530 89.71  1.3095 0.75604 48.68  3.5716 2.062064 19.75  8.4054  4.85286

Kald Hvit 540 92 0.923 0.532894 4731 0.8127 0.469213 1522 2.393 1381599

Varm Hyit 600 90.32  0.9664 0.557951 4022 8.3212 4.804247

13135  0.75835

Red 630 92.56  0.9088 0.524696 42.59  10.0362 5.794403 13.91 29969 1730261
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Tabell. 8: Viser klekkesusess for intensitetsforsgket med klekkesuksess, STDEV
og SE for hver farge

Svart

Spekter
0

1pE STDEV
46.02564 5.710993 3.2972467

SUE  STDEV SE
43.65672 6.043946 3.489474

16/5pE  STDEV SE
35.33191 8.335877 4.812721

uv

350
386
360
365
370
375
380
385
390
395
400

39.84375 12.26805 7.0829604

39.23445 5727508 3.306779

43.43434 5.120187 2956141

405
410
415
420
425
430
435
440
445
450
455
460
465

45.05495 0 0

35.80247 2.931165 1.692309

36 25.16611 14.52966

Grenn

470
475
480
485
490
495
500
505
510
515
520
526
530

48.67925 3.571624 2.0620778

39.17526 4.817969 2.781656

4444244  40.4061 23.32847

Kald Hvit

538
40

@

47.31495 0.812651 0.4691844

56.75676 1.654051 0.954967

38.65546 1.581332 0.912983

Varm Hvit

545
550
555
560
565
570
575
580
585
590
595
00

@

4021739 8.32118 4.8042355

39.74895 1.99944 1.154377

47.7707 3.556183 2.053163

Rod

606
610
618
620
625
630

42.59259 10.03618 5.7543929

45.43568 4.802624 2.772796

45.68966 4.861359 2.806707

635
640
645
650
655
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Tabell. 9: Viser klekkesusess for rgntgenforsgket med klekkesuksess, nauplii, uk-
lekte egg for de ulike karene og behandlingene

Kar1l Kar2 Kar 3
Prgve Nauplii Egg Klekkesuksess|Nauplii Egg Klekkesuksess|Mauplii Egg  Klekkesuksess
Kontroll 72 22 76.5957 103 39 72,5352 151 215 41.2568
Kontroll 101 142 41.5638 85 14 85.8586 122 23 84,1379
Kontroll 94 35 72.8682 82 154 34,7458 39 5 92,1875
1Runde 172 41 80.7512 101 170 37.2694 230 25 90.1961
1Runde 105 38 73.4266 70 128 35.3535 95 26 78.5124
1Runde 66 36 64.7039 23 73 23,9583 92 18 83.6364
5 Runder 93 16 85.3211 164 274 37.4429 166 35 82.5871
5 Runder 77 44 63.6364 X X X 273 49 84,7826
5 Runder 76 21 78.3505 45 115 28.125 67 11 85.8974
10 Runder 89 46 65.9255 140 220 38.8889 132 26 83.5443
10 Runder 67 46 59.292 36 140 20.4545 109 24 81.9545
10 Runder 121 44 73.3333 37 117 24.026 116 24 82,8571
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