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Sammendrag

Caligus elongatus, ogsa kjent som skottelus, har blitt rapportert som et gkende
velferdsproblem i norsk oppdrett de siste arene. Mange oppdrettslokaliteter er lokalisert
der saliniteten i det gvre vannlaget varierer, og dette kan pavirke distribusjonen av
luselarver. Nauplius (I & II) og copepoditt utgjgr larvestadiene til C. elongatus som er
frittsvemmende i de gvre vannmassene grunnet positiv fototaksi. I denne studien ble
salinitetstoleransen til copepoditter av C. elongatus undersgkt ved bioassay. I tillegg ble
adferdsresponsen i salinitetsgradienter i en mgrkeperiode og en pafglgende lysperiode
undersgkt for bade nauplius II og copepoditt. Det ble gjort ved & etablere en haloklin der
saliniteten i det gvre vannlaget varierte (30-16 ppt), og det nedre vannlaget alltid var 32
ppt. Det ble ogsa gjennomfgrt en kontroll med en isohalin vannsgyle pa 32 ppt. Over
akvariet ble det plassert lysstimulus. Larvene ble tilsatt i bunnen av akvariet, og
adferdsresponsen ble filmet. Det ble utviklet kodeverktgy i Python for & drive
bevegelsesdeteksjon av luselarvene. Resultatet fra bioassay viste at copepodittene hadde
svaert hgy toleranse til saliniteter over 17 ppt, men at andelen mobile copepoditter ble
drastisk redusert ved 14 ppt og lavere. Adferdsforsgk i haloklin viste at saliniteten i
brakkvannslaget hadde en signifikant effekt pa copepodittenes vertikalposisjon, som
unngikk brakkvann med salinitet 28 ppt og lavere ved & aggregeres i haloklinen.
Naupliene unngikk saliniteter under 30 ppt, og viste stgrre fglsomhet mot lav salinitet
sammenlignet med copepodittene. Copepodittene viste i tillegg en tydeligere lysrespons,
og hadde generelt hgyere gjennomsnittshastighet (24,1 mm/sek i kontroll) enn naupliene
(14,2 mm/sek i kontroll), noe som stemmer overens med tidligere funn for arten
Lepeophtheirus salmonis. Funnene fra denne studien tyder pa at adferden til larvene blir
pavirket av bade saliniteten i brakkvannslag og lysstimulus, og at b&de salinitet og lys
utgjar viktige miljgvariabler for fordelingen og distribusjonen til larvestadier av C.
elongatus.



Abstract

Caligus elongatus, in Norway also known as “the Scottish louse”, has been reported as an
increasing welfare problem in Norwegian aquaculture in recent years. Many farming
locations are situated where the salinity in the upper water layer varies, and this can
affect the distribution of louse larvae. Nauplius (I & II) and copepodite constitute the
larval stages of C. elongatus that are free-swimming in the upper water masses due to
positive phototaxis. In this study, the salinity tolerance of copepodites of C. elongatus
was investigated by bioassay. In addition, the behavioral response in salinity gradients
during a dark period and a subsequent light period was investigated for both nauplius II
and copepodite. This was done by establishing a halocline where the salinity in the upper
water layer varied (30-16 ppt), and the lower water layer always was 32 ppt. A control
with an isohaline water column at 32 ppt was also conducted. Light stimulus was placed
above the aquarium. The larvae were added at the bottom of the aquarium, and the
behavioral response was filmed. Code tools were developed in Python to drive the motion
detection of the louse larvae. The result from the bioassay showed that the copepodites
had very high tolerance to salinities above 17 ppt, but the proportion of mobile
copepodites was drastically reduced at 14 ppt and lower. Behavioral experiments in the
halocline showed that the salinity in the brackish water layer had a significant effect on
the vertical position of the copepodites, which avoided brackish water with salinity 28 ppt
and lower by aggregating in the halocline. Nauplius larvae avoided salinities below 30 ppt
and showed greater sensitivity to low salinity compared to the copepodites. The
copepodites also showed a clearer light response and generally had higher average speed
(24.1 mm/sec in control) than the nauplius larvae (14.2 mm/sec in control), which is
consistent with previous findings for the species Lepeophtheirus salmonis. The findings
from this study suggest that the behavior of the larvae is influenced by both the salinity
in the brackish water layer and light stimulus, and that both salinity and light constitute
important environmental variables for the distribution and dispersion of larval stages of
C. elongatus.



Forord

Denne oppgaven ble skrevet vdren 2024, som en avslutning pa lektorutdanning i realfag
med biologi som hovedfag. Den er en del av et samarbeid med FoU-prosjektet Taskforce
lakselus ved NTNU. Oppgaven er av omfang 30 studiepoeng.

Jeg vil fgrst og fremst takke hovedveileder Cecilie Miljeteig, og medveiledere Anna S.
Batnes og Maja Hatlebakk for uvurderlig hjelp, ekspertise, veiledning og tilbakemeldinger
i arbeidet med denne oppgaven. I tillegg gnsker jeg & rette en stor takk til min
medstudent Martin B. Nilsen for hjelp til utvikling av kodeverktgy til dataanalyse, og for &
ha vaert en stor stgtte gjennom hele prosjektet. Mine medstudenter pa lektorstudiet,
samt min gode samboer har ogsd bidratt med god motivasjon gjennom hele perioden.
Oppgaven har vaert en flott avslutning pa lektorstudiet, der jeg har fatt fordypet meg i
marinbiologi pa en utfordrende og spennende mate.

Profesjonsrelevans og baerekraftig utvikling

For profesjonsutdanningen i lektor i realfag er oppgaven relevant pa flere mater. Fgrst og
fremst adresserer den konkrete utfordringer knyttet til havbruksnaeringen, som er en
viktig del av norsk gkonomi og naeringsliv. Oppgaven er ogsa knyttet til FNs
baerekraftsmal gjennom flere punkter. Disse har blitt en viktig del av undervisningen i
skolen gjennom & tilby et rammeverk for & utforske samfunnsmessige, gkonomiske og
miljemessige utfordringer pa en tverrfaglig mate (Kunnskapsdepartementet, 2022).
Oppgaven har ogsa innebeert 3 utvikle kunnskap om hvordan man planlegger,
gjennomfgrer og vurderer et vitenskapelig forsgk, som i tillegg skal knyttes opp mot
relevant teori og praksis. Dette er nyttig kunnskap ndr man som profesjonsutgver skal
utgve god undervisning, spesielt siden planlegging og gjennomfgring av forsgk inngar
som en del av leereplanen i bade Biologi 1 og 2 (Utdanningsdirektoratet, 2020).

Oppdrettsnaeringen spiller en viktig rolle i 8 mgte den gkende etterspgrselen etter
sjgmat, og bidrar dermed til gkt matsikkerhet globalt. Dette er sterkt knyttet opp mot
FNs beaerekraftsmal 2 om & utrydde sult (FN, 2023a). @kt kunnskap om utfordringer
oppdrettsnaeringen stdr ovenfor, i dette tilfellet parasitten C. elongatus, vil pa sikt kunne
bidra til gkt fiskevelferd, gkt trygghet for naeringen og potensielt gkt produksjon av
matfisk pa sikt. Baerekraftig havbruk er igjen knyttet opp mot FNs baerekraftsmal 14,
som handler om livet i havet (FN, 2023b). Parasittproblemet i norsk oppdrettsnaering
pavirker bdde veksten i naeringen direkte, i tillegg til ville bestander av fisk. A redusere
luseproblemet er et bidrag til 8 opprettholde baerekraftige marine gkosystemer, ettersom
naeringen har stor innvirkning pd bade miljg og skonomi.
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Figur 1: Nauplius II-stadiet (A) og copepodittstadiet (B) til C. elongatus sett ovenfra.
Malestav 0,1 mm. Bilde fra Schram (2004). ......iuuiirieniitieteinieiee e eee e e e eneanss 2

Figur 2: Skjematisk fremstilling av oppsettet som ble brukt til 8 undersgke
adferdsmgnstre i vertikale salinitetsgradienter sett ovenfra (A) og fra siden (B), samt
et bilde av akvariet med en etablert haloklin med fargestoff for 8 visuelt detektere
salinitetsgradienten (C). Det eksperimentelle oppsettet bestod av et akvarium (1), to
infrargde lyskastere (2), lysstimulus (3) over akvariet festet til en 8pen ramme (4), og
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Figur 3: Eksempel p& plott basert pd x- og y-koordinater for bevegelsesdeteksjon i
akvariet (salinitet 18 ppt, replikat 3, copepoditt). Datasett A viser de 15 mest synlige
bevegelsene med tilhgrende objekt-ID. Datasett B viser det samme datasettet etter
ekskludering av spor basert pd ekskluderingsKriterier. .. .......vvvvviveeiriirieiieiieieeenenn. 10

Figur 4: Eksempel pd individuelle spor fra tre replikater representert i samme plot
(copepoditt, 18 ppt). Posisjonen til alle synlige lus ble samlet fgr videre
databehandling, og er visualisert i forhold til akvariets hgyde og bredde. Det gra
omradet markerer der salinitetsendringen var stgrst, altsa mellom 900-1000 mm
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totalt 102 sek. Den vertikale gra linjen representerer endring i lysstimulus. Gratt
omrade markerer haloklinens plassering (900-1000 mm). Under haloklinen var
saliniteten 32 ppt for alle eksponeringer, mens saliniteten i brakkvannet over
haloklinen varierte. Lgpende gjennomsnitt med standardavvik ble beregnet per sekund
(120 bilder), og alle individuelle bevegelsesspor er vist som et Igpende gjennomsnitt av
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Figur 8: Gjennomsnittlig vertikalposisjon (mm) til naupliuslarver i mgrkeperioden og
lysperioden for ulike saliniteter i brakkvannslaget, samt isohalin kontroll (32ppt). Gratt
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beregnet for alle sporede INdIVIder. .....c.coiiiiiiii e 20
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1 Introduksjon

1.1 Bakgrunn for oppgaven

Norsk havbruksnaering har siden 1970-tallet hatt stor vekst, bade nar det gjelder
produksjon og verdiskapning. Produksjonen av Atlantisk laks (Sa/lmo salar) har gkt de
siste tidrene, og Norge produserer na 1,5 mill. tonn laks arlig. Eksportverdien til norsk
laks er beregnet til 122,5 milliarder norske kroner, og Norge er det landet som
produserer mest Atlantisk laks i verden (Norges sjgmatrad, 2024). Produksjonsveksten i
norsk oppdrett har de siste arene stagnert, og en av grunnene til dette er utfordringene
knyttet til forekomsten av lus (NOU 2023:23, s. 21). /&rlig koster lus naeringen mye i
form av avlusning, gkt dagdelighet og redusert vekst. Hovedsakelig er det lakselus
(Lepeophtheirus salmonis), som har utgjort et problem. I tillegg representerer ogsa
Caligus elongatus, ogsa kalt skottelus, en utfordring for norsk oppdrett. Caligus
elongatus har blitt rapportert som et gkende velferdsproblem i norsk oppdrettsnzering de
siste arene, seerlig i Nord-Norge, som utgjgr produksjonsomrade 10-13 (Sommerset et
al., 2023). Paslag av C. elongatus utgjer et problem for fiskevelferden fordi den irriterer
og stresser fisken, og fa@rer til gkt dgdelighet (Imsland et al., 2019). Innrapportering av
C. elongatus er ikke omfattet av luseforskriften, og per i dag er det heller ingen offentlige
registre over forekomsten av C. elongatus i norske oppdrettsmerder. Med gkende
matfiskproduksjon i Nord-Norge har det blitt tydelig at C. elongatus potensielt kan bli et
betydelig velferdsproblem for norsk oppdrett.

1.2 Caligus elongatus

Caligus elongatus er en parasittisk copepode med direkte livssyklus og atte
utviklingsstadier. Den er mindre vertsspesifikk enn L. salmonis, og kan infisere opptil 80
ulike fiskearter (Treasurer et al., 2022). I tillegg til oppdrettslaks (S. salar) er vanlige
verter blant annet rognkjeks (Cyclopterus lumpus), lyr (Pollachius pollachius), grret
(Salmo trutta), sild (Clupea harengus), sei (Pollachius virens) og torsk (Gadus morhua)
(Treasurer et al., 2022). Caligus elongatus er mer mobil enn L. salmonis. Den kan raskt
forflytte seg pd vertsfisken, eller hoppe av og svgmme mellom vertsfisk (Neilson et al.,
1987; Pike, 1989). Denne mobiliteten gjgr at lusa kan hoppe av fisken, slik at den ikke
rekker & bli registrert under lusetellinger (Sommerset et al., 2024). I motsetning til L.
salmonis, der det ofte blir observert en utvikling fra fastsittende stadier til preadult og
adult, kan C. elongatus ha en plutselig infeksjon med adulte individer i merdene
(Sommerset et al., 2024). Det er foreslatt at villfisk rundt oppdrettsanlegget kan fungere
som et reservoar for adult lus som rask kan infisere en populasjon med oppdrettslaks
(Wootten, Smith & Needham, 1982).

1.2.1 Livssyklus og utvikling

Livssyklusen til C. elongatus bestar av atte utviklingsstadier, med et skallskifte mellom
hvert stadie. Det er to naupliusstadier (Nauplius I og II, flertall: nauplii), ett
copepodittstadium, fire stadier av chalimus (I-1V), og adult lus (Piasecki, 1996). Larvene
klekker fra eggstrenger og ut i vannet, og svemmer fritt ved hjelp av tre beinpar.
Larvene klekker som nauplius I, og bruker ca. 24 timer p& 8 utvikle seg til nauplius II
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ved 10 °C (Piasecki & MacKinnon, 1995). Naupliuslarvene er ca. 500 um lange og 200
um brede, og har en oval form som tilsvarer formen p& egget, (Figur 1A; Schram, 2004).
Den ovale formen blir mer avlang over tid. Positiv fototaksi gjgr at larvene oppholder seg
i de gvre vannmassene. Dette gker muligheten deres til & finne en vert nar de utvikler
seg videre til copepoditter (Hogans & Trudeau, 1989). Larvene svgmmer med hjelp av de
bgrstekledde beinparene i en karakteristisk rykkvis bevegelse (Hemmingsen et al.,
2020). Naupliuslarvene er planktoniske, mangler mage og inntar derfor heller ingen
naering (Pike et al. 1993). Nauplii ma overleve og utvikle seg til & bli copepoditter pa sine
energireserver, og det er gunstig for dem & oppholde seg i forhold som muliggjer dette
(4 Nordi et al., 2015). Nar nauplius II utvikler seg til copepoditt gar lusa over i sitt
infektive stadium, og copepodittene ma finne en vert fgr energireservene deres gar
tomme.

Figur 1: Nauplius II-stadiet (A) og copepodittstadiet (B) til C. elongatus sett ovenfra.
Malestav 0,1 mm. Bilde fra Schram (2004).

Copepodittene har en mer strgmlinjeformet kropp enn naupliuslarvene, og er ca. 660 um
lang og 200 um brei (Figur 1B; Schram, 2004). Kroppen er segmentert og svgmmebena
har bgrster, noe som gjgr de til bedre svgmmere enn naupliuslarvene (Piasecki, 1996).
Kroppen er dorsoventral flattrykt, og dette gjor at de evner & motstd vanntrykk nar de er
festet til verten (Boxshall & Ozak, 2022). Svgmmingen er karakterisert av en rykkvis
bevegelse som kommer av at copepoditten slar med svémmebena for @ bevege seg
oppover i vannsgylen, for deretter & synke ndr den hviler. Copepodittene er positiv
fototaktiske (MacKinnon, 1993), og negativ rheotaktisk, som betyr at de svgmmer mot
lysstimuli og mot vannstrgmmen. Copepodittstadiet er det infektive stadiet, og lusa
trenger dermed 3 feste seg til en vert for & fortsette livssyklusen (Piasecki & MacKinnon,
1995). Dersom copepoditten finner en egnet vert, vil den feste seg og utvikle seg videre
til chalimus.

Det er fire stadier av chalimus (I-1V), og alle er fastsittende med et frontalfilament som
er festet i fisken (Piasecki & MacKinnon, 1995). Chalimus blir til adult lus, der hunnen blir
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opptil 5700 pm lang (Piasecki, 1996). Adult lus fester seg til fisken ved at de danner et
undertrykk under kroppen (Boxshall & Ozak, 2022). De har ogsd svsmmeben som gjgr at
de kan bevege seg mellom verter (Hogans & Trudeau, 1989).

1.2.2 Livssyklus og temperatur

Som for andre krepsdyr, er utviklingshastigheten til C. elongatus sterkt knyttet til
temperatur, der en lavere temperatur gir lengre generasjonstid og langsommere

utvikling (Pike et al., 1993; Costello, 2006). Myhre (2021) fant at temperatur pavirker
b&de utviklingsstadiene og morfologien til C. elongatus. Kaldere temperaturer gjgr at lusa
utvikler seg saktere, overlever lengre, samt vokser seg stgrre sammenlignet med hgyere
temperaturer som gir en raskere vekst, kortere overlevelsestid og mindre stgrrelse
(Tabell 1; Myhre, 2021). Piasecki og MacKinnon (1995) studerte livssyklusen til C.
elongatus under laboratorieforhold ved 10 °C. De fant at eggstrengene brukte 8 dager fra
produksjon til klekking ved denne temperaturen. Ved samme temperatur varte nauplius
I-stadiet i nesten 24 timer, og nauplius II-stadiet varte i ca. 67 timer. Ved 10°C brukte
altsd larvene ca. 3,8 dggn pa & bli copepoditter. Myhre (2021) viste at larvene ble
copeoditter etter 4,8 dggn ved 9°C, altsd etter litt lengre tid sammenlignet med 10°C.
Begge studiene viste ogsd at nauplius I- og II-stadiet ogsd varte lengre ved 9°C enn ved
10°C, hhv. 36 og 79 timer (Piasecki & MacKinnon, 1995; Myhre, 2021).

Tabell 1: Tiden mellom hvert utviklingsstadium for frittlevende larvestadier av C.
elongatus for ulike temperaturer. Hvor lenge copepoditten kan overleve uten er vert er
ogsa avhengig av temperatur. Data etter Myhre (2021).

Antall dggn etter klekking
Utviklingsstadium
6°C 9°C 12°C 15°C
Nauplius II 1,9 1,5 1 0,7
Copepoditt 8 4,8 3,3 2,5
Dgd 21,5 17,1 17,1 9,7

1.2.3 Caligus elongatus og miljgstimuli: salinitet, temperatur og lys

Bade salinitet (Heuch et al., 2002; Heuch et al., 1995a; Gravli, 1996) og temperatur
(Hogans & Trudeau, 1989) utgjgr viktige faktorer for distribusjonen av L. salmonis i
vannsgylen, og det er grunn til a tro at disse faktorene ogsa pavirker C. elongatus.
Studier viser at larvestadier av L. salmonis har positiv fototaksi, og svgmmer mot
lysstimulus dersom intensiteten er hgy nok (Gravli, 1996; Aarseth & Schram, 1999).
Larvestadier av L. salmonis har ogsa vist seg & respondere ulikt pa miljgstimuli (Crosbie
et al., 2019). Det har blitt dokumentert omvendt vertikale migreringsmgnster i
vannsgylen der copepoditter oppholder seg i gvre vannmasser pa dagtid, men trekker
dypere ned i vannsgylen om natten. For L. salmonis nauplii ble det kun registrert en liten
forskjell i dybde mellom dag og natt (Heuch et al., 1995b), noe som kan skyldes at
naupliene er mindre fglsomme for lysstimulus enn copepodittene (Gravli, 1996).
Larvenes miljgpreferanser gir en fordeling i vannet som gker sannsynligheten for & stgte
pd en vert (Hogans & Trudeau, 1989). Lepeophtheirus salmonis gker antall lus-
vertsinteraksjoner gjennom omvent diel vertikal migrasjon, som er motsatt av
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migreringsmgnsteret til ville salmonider. Dette gjgr at lakseluscopepodittene svgmmer
gjennom fiskepopulasjonen to ganger i dggnet, som gker antallet lus-vert mgter (Heuch
et al., 1995b). Copepodittene vil derimot stoppe dersom de treffer pa vann med for lav
salinitet (Crosbie et al., 2019). Det er grunn til & tro at larver av C. elongatus har
lignende adferd som larver av L. salmonis.

Adferden til C. elongatus ved eksponering for ulik salinitet har ikke blitt dokumentert i
like stor grad som adferd hos L. salmonis. Crosbie et al. (2019) undersgkte adferden til
L. salmonis, bade nauplii og copepoditter, eksponert for halokliner med ulik salinitet. Det
ble benyttet et konstant saltvannssjikt med 34,7 ppt salinitet i bunnen, og et
brakkvanssjikt med varierende salinitet (34,7-16 ppt) over. De fant at naupliuslarver av
L. salmonis vanligvis unngar saliniteter under 30 ppt. Lakseluscopepoditter viser hgyere
toleranse for lavere salinitet sammenlignet med nauplier, men velger 8 unnga
brakkvannslaget dersom saliniteten blir for lav (<22 ppt) (Crosbie et al., 2019). I likhet
med L. salmonis, har C. elongatus vist seg & veere lite tolerant for lav salinitet
(Landsberg et al., 1991), og det er vist at abundansen av C. elongatus er tett knyttet til
salinitet (Heuch et al., 2002). Schram et al. (1998) foreslo at C. elongatus har lavere
toleranse for lav salinitet enn L. salmonis, ettersom de sjeldent var & finne i fjorder med
lav salinitet. Adulte individer av C. elongatus kan potensielt hoppe av verten i mgte med
brakkvann eller ferskvann, med gode muligheter for a finne en ny, egnet vert, ettersom
de er relativt gode svemmere (Piasecki, 1996) og har mange potensielle verter (Kabata,
1979; Treasurer et al., 2022).

Det er utfgrt flere studier om L. salmonis sin toleranse til ferskvann og lave saliniteter
enn det er gjort for C. elongatus. Hanenkamp & Fyhn (1985) undersgkte den osmotiske
responsen hos adult L. salmonis utsatt for ferskvann, bade med og uten vert.
Lepeophtheirus salmonis festet til en vert kunne overleve i ferskvann i opptil én uke.
Lepeophtheirus salmonis uten vert derimot, fikk fortynnet kroppsvaeske og hgy grad av
dedelighet etter bare 8 timer. Grunnen til at L. salmonis dgr nar de blir utsatt for
ferskvann, kommer av deres manglende evne til & osmoregulere ndr saliniteten blir for
lav (Hanenkamp & Fyhn, 1985). Trolig er dette gjeldende for C. elongatus ogsa, men det
er ingen studier som tilstrekkelig har dokumentert lusas evne til & osmoregulere ved
lavere saliniteter. Adult L. salmonis viser hyperosmotisk regulering ved lav salinitet, og
toleransen for ferskvann varierer avhengig av om lusa er frittsvgmmende eller
fastsittende. Dette indikerer at fastsittende L. salmonis benytter seg av blod og slim fra
fisken til & opprettholde en stabil hemolymfe-osmolalitet. Frittsvémmende L. salmonis far
fortynnet hemolymfe, og evner ikke 8 kompensere for salttapet ved eksponering for
ferskvann (Fields, 2022). Ettersom b&de nauplii og copepoditter er frittsvgmmende
stadier, har de ingen mulighet til & hente ioner fra fisken for & opprettholde indre
osmolalitet. Dette gjelder trolig for C. elongatus ogsa.

Under naturlige forhold er det vanlig at saltholdigheten i de gvre vannmassene der lusa
oppholder seg varierer. Halokliner er horisontale lag der det forekommer en markant
endring i saltholdighet over en kort avstand. Disse lagene dannes som et resultat av
forskjeller i tettheten til vann med ulik saltholdighet. Vann med hgyere salinitet har
hgyere tetthet, og vil plassere seg under vann med lavere salinitet. Selve haloklinen er
dermed en grenseflate mellom vannlag med ulik saltholdighet. Dersom det ikke
forekommer endringer i salinitet i vannsgylen er den derimot isohalin. Halokliner er
vanlig a finne i fjorder, der ferskvannsavrenning fra land mgter et marint miljg. Fjorder
har begrenset utveksling av vann, og ferskvannstilfgrselen i en fjord varierer med
arstiden. Om sommeren danner det seg vanligvis et lite lag gverst med lavere salinitet.
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Dette laget er ofte stgrst innerst i fjorden, og saltholdigheten gker utover i fjorden
grunnet estuarin sirkulasjon (Saelen, 1950). Flere av Norges rundt 1000
oppdrettslokaliteter er plassert i og i naerheten av fjordsystemer. Det er vist at
salinitetsgradienter pavirker fordelingen av lakseluslarver, og at copepoditter av lakselus
akkumuleres i halokliner nar saliniteten blir for lav (16-20ppt) (Crosbie et al. 2019).
Heuch et al. (1995a, 2002) fant at lakseluslarver akkumuleres i halokliner for @ unnga
vann med lavere salinitet og lavere tetthet pa toppen av sjgvann med hgy salinitet og
hgyere tetthet. Det er ogsa vist at saliniteter under 29 ppt drastisk reduserer overlevelse
av lakseluslarver (Bricknell et al., 2006).

A forstd hvordan salinitet pavirker luselarver, b&de for L. salmonis og C. elongatus, er
derfor viktig for & kunne gke kunnskapsnivaet om spredning og fordeling av larver i
fjordsystemer. P38 bakgrunn av dette kan det utarbeides modelleringer som forteller hvor
det kan forventes & finne lus. @kt kunnskap om C. elongatus vil kunne bidra til & gi bedre
kunnskap om smittemekanismer, samt bidra til 8 forstd hvordan arten oppferer seg i
vannmassene.

1.3 Mal

Hovedmalet med oppgaven er & undersgke toleranse for lave saliniteter (30-2 ppt), samt
adferd i mgte med brakkvannslag med varierende salinitet (30-16 ppt) for naupliuslarver
og copepoditter av C. elongatus. Adferd i halokliner skal undersgkes i en mgrkeperiode
og en pafslgende lysperiode.

Forskningsspgrsmal:

1. Hvor stor andel copepoditter av C. elongatus forblir mobile ved eksponering for
lav salinitet (30-2 ppt) i 24 timer?

2. Hvordan pavirker saliniteten i brakkvannslag (30-16 ppt) adferdsresponsen og
den vertikale posisjonen til nauplii og copepoditter av C. elongatus med og uten
lysstimulus?



2 Materialer og metode

2.1 H3ndtering og klekking av eggstrenger

Eggstrenger ble oppbevart og klekket i en type gjennomstrgmmingsklekkeri, ytterligere
beskrevet i masteroppgaven til Furberg (2022). Klekkeriet besto av et kar med sjgvann
og nummererte inkubatorrgr med planktonfilter i topp og bunn (150 pm). Rgrene var 50
ml sentrifugergr (VWR). Planktonfilteret pa toppen og bunnen av rgrene tillot
gjennomstrgmming av vann. Gjennomsnittstemperatur i klekkeriet var 9,9 °C (SD = 0.7)
i forsgksperioden. Vannet hadde en gjennomsnittlig salinitet pa 32,8 ppt (SD = 0.4).
Vannet ble kontinuerlig hentet fra 78 m dyp i Trondheimsfjorden. En kultur med C.
elongatus, linje CeSgrgya (opprinnelse i PO 12) ble holdt p& Atlantisk laks pa@ NTNU
Sealab. Laksen ble holdt i ca. 380 L store kar, og rgktet daglig. Dette inkluderte tilsyn av
fisk, malinger av temperatur og oksygenniva, samt renhold og féring. Hold av laks og
lusebelastning er regulert av godkjent forsgksdyrtillatelse (FOTS ID 29582).

For & frembringe C. elongatus larver ble det benyttet eggstrenger fra lus av 2. og 3.
generasjon i kultur. Plukking av eggstrenger skjedde ved at fisken ble bedgvet med
Benzoak vet. (0,25 mL/liter vann), fgr eggstrenger fra voksne hunnlus ble plukket av
med pinsett (Dumont #7 Forceps, Dumostar). Etter plukking, ble eggstrengene lagt
samlet i et inkubatorrgr i klekkeriet. P& grunn av planktonfilteret holdt eggstrengene og
de klekkede larvene seg intakt inni rgret. Klekkeaktiviteten ble kontrollert daglig i
perioden eksperimentet ble utfgrt, og larvene ble sortert etter klekkedato. Dette ble gjort
ved at eggstrenger som ikke var klekt, ble flyttet over i et nytt rgr daglig med pinsett.
Larvene som var samlet i ett rgr hadde dermed lik klekkedato, men de kunne stamme fra
ulike hunnlus. P& den mate kunne utviklingsstadium beregnes basert pd temperaturen i
klekkeriet, i tillegg til visuell undersgkelse av larvene i stereolupe.

2.2 Salinitetstoleranse ved bioassay

Toleranse for lav salinitet ble undersgkt ved & utfgre en serie av bioassay og
dokumentere antall mobile copepoditter. Bioassay ble gjennomfgrt i henhold til metoden
utviklet av Andrews og Horsberg (2020). Totalt ble det gjennomfgrt tre replikater av én
serie pa 10 saliniteter. I tillegg til en kontroll med sjgvann (32 ppt), ble det brukt
falgende saliniteter: 27, 23, 20, 17, 14, 11, 8, 5, og 2 ppt. Til hver eksponering ble det
benyttet 10 copepoditter klekket frem i klekkeriet beskrevet i 2.1, innen 4 dager etter at
de gikk over til copepodittstadiet. Det ble brukt nye individer til hver eksponering. Vannet
som ble benyttet hadde en temperatur pd 12°C. Saltvann ble hentet fra klekkeriets
inntaksvann, og det ble benyttet destillert vann til fortynning for & oppna riktig salinitet.

Copepodittene ble raskt tilsatt i 50 mL polypropylen-plast sentrifugergr med konisk bunn
(Falcon), sammen med sjgvann ved hjelp av en plastpipette. Deretter ble det tilsatt
destillert vann i tre trinn over en periode pa to minutter for & oppna gnsket salinitet
(Tabell 2), etter metoden beskrevet av Hansen (2022). Destillert vann ble tilsatt ved
hjelp av en vekt (Ohaus, PRSeries) for & oppna stgrre ngyaktighet (+ 0,0005). Volumet
til vannet ble beregnet pd bakgrunn av antakelsen om at sjgvann hadde en tetthet pa
1,025 ganger tettheten av destillert vann. En stoppeklokke ble brukt for & sgrge for at
tiden mellom hver fortynning var ca. 1 minutt for alle saliniteter. Rgrene ble deretter
oppbevart i et klimaskap. Inklubasjonstemperaturen gjennom eksperimentet var 12°C



(SD = 0.3). Dette sgrget for at innholdet i rgrene holdt en konstant temperatur. Her fikk
rorene sta uforstyrret i 24 timer.

Tabell 2: Mengde saltvann (32 ppt) og destillert vann (Dest. vann) som ble tilsatt ved
ulike trinn i bioassay. Ulik mengde destillert vann ble tilsatt i tre trinn (1, 2, 3) ved hjelp
av stoppeklokke og vekt. Dette ble gjort for 9 saliniteter, i tillegg til en kontroll (*).

Salinitet

32% 27 23 20 17 14| 11 8 5 2
(ppt)

Saltvann (g) | 51,25 43,3 36,8 32,1 27,3 | 22,5 | 17,6 | 12,8 8 3,2

Dest. vann 0 5 3 4 6 7 7,5 8 6 3,0
1. (9)

Dest. vann 0 > 4 6 7 9 9 10 12 6,0
2. (9)

Dest. vann

3. (o) 0 3,8 7,1 88 | 104 | 12,1 | 16,3 | 19,5 | 24,2 | 37,9

Etter 24 timer ble copepodittene overfgrt til et veieskip for 8 undersgke andelen
pavirkede og upavirkede lus. Overfgring av lus ble gjort med en manuell pipette (1mL,
VWR). Tegn til aktiv eller inaktiv svgmmeadferd ble studert under stereolupe i sterkt lys.
Vannmassene rundt copepodittene ble ogsa forstyrret for & bedre kunne klassifisere
individene som pavirket eller upavirket. Individer som responderte raskt og viste tegn til
normal svemmeadferd ble klassifisert som mobile (ikke pavirket). Individer som ikke
viste aktiv svgmmeadferd, og som heller ikke responderte ved forstyrring av
vannmassene rundt, ble klassifisert som immobile (pavirket).

2.3 Adferdsmgnster i vertikale salinitetsgradienter

2.3.1 Etablering av haloklin og opptak av luselarvenes adferd

For & teste hvordan trinnvise salinitetsgradienter pavirket larvestadier til C. elongatus ble
det utviklet et vertikalt oppsett basert pa metoden etter Crosbie et al. (2019).
Utformingen hadde som formal & etablere en vertikal salinitetsgradient, og undersgke
larvenes fordeling i denne gradienten. Det ble laget en haloklin ved & tilsette brakkvann
med saliniteter mellom 30-16 ppt pa toppen av et lag sjgvann med fast salinitet lik 32
ppt. I tillegg ble det laget en kontroll med bare sjgvann (32 ppt) i en isohalin kolonne.
Larvene ble tilsatt etter haloklinen var etablert ved hjelp av en 30 cm lang plastpipette.
Oppsettet ble oppbevart i klimarom, slik at vannet i akvariet holdt en konstant
temperatur pa ca. 12°C.

Akvariet som ble benyttet var av 4 mm soda-glass satt sammen med akvariesilikon. Det
hadde innvendige dimensjoner 8x3x25 cm (Figur 2C). Selve akvariet var festet pd kanten
av en bunnplate laget av samme type glass, med stgrrelse 10x20 cm. Bak akvariet ble
det plassert en sort plate i mosegummi for & oppna jevn bakgrunn og god kontrast.
Under ble det plassert en sort plate med markering for & sgrge for lik plassering av
akvariet hver gang. Rundt oppsettet ble det dekket til med sort duk for & forhindre
eventuell lysforurensning.




Det ble laget en serie med halokliner i midtre del av vannsgylen ved & benytte brakkvann
med ulik salinitet p& toppen, og sjgvann med lik salinitet p& bunnen. Total vannhgyde i
akvariet var 16 cm. Vannsgylens nederste lag var 32 ppt sjgvann, og det gvre laget
varierte med fglgende saliniteter: 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30 og 32 ppt. For hver
salinitet ble det tilsatt totalt 45 larver i tre runder, og det ble etablert en ny haloklin for
hver utbytting av larver. Brakkvann med varierende salinitet ble laget ved @ kombinere
sjgvann fra klekkeriets inntak sammen med destillert vann. Vannet ble
temperaturkontrollert til 12 °C. Sjgvannet ble hentet fra klekkeriets inntaksvann.
Haloklinen ble dannet ved & fgrst fylle kolonnen opp til 11 cm med sjgvann (32 ppt), for
brakkvann ble tilsatt sakte ved bruk av en 30 cm lang plastpipette og en spruteflaske.
Dette resulterte i et skille mellom sjgvannet i bunnen og brakkvannet pd toppen.
Haloklinene som ble dannet var lokalisert i ca. 9,5 cm hgyde i akvariet (Figur 2C). Etter
haloklinen var etablert, ble larvene tilsatt bunnen av akvariet med en lang pipette (30
cm). Dette ble gjort i mgrket pa klimarom. Deretter ble akvariet satt pa plass og
oppsettet fikk sta uforstyrret i mgrket. Luselarvene ble filmet i mgrket i 30 sekunder fgr
lyset over akvariet ble skrudd pa (mgrkeperiode). Deretter ble det filmet ytterligere 1,5
minutt (lysperiode), slik at det totale videoopptaket var p& 2 minutter.
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Figur 2: Skjematisk fremstilling av oppsettet som ble brukt til 3 undersgke
adferdsmgnstre i vertikale salinitetsgradienter sett ovenfra (A) og fra siden (B), samt et
bilde av akvariet med en etablert haloklin med fargestoff for & visuelt detektere
salinitetsgradienten (C). Det eksperimentelle oppsettet bestod av et akvarium (1), to

infrargde lyskastere (2), lysstimulus (3) over akvariet festet til en 4pen ramme (4), og et
kamera (5).

P& siden av akvariet ble det plassert to infrargde lyskastere (110-230 V, 140 High Power
IR-lysdioder), én pa hver side. Lyskasteren pa venstre siden var plassert 17 cm unna
akvariet, og lyskasteren p& hgyre siden hadde 10 cm avstand fra akvariet (Figur 2A). Ved



hjelp av disse var det mulig & visuelt detektere luselarvene i kolonnen ved videopptak,
uten 3 forstyrre adferdsresponsen til luselarvene med lysstimuli. IR-lys ble brukt da det
ikke er synlig for lusa, men blir reflektert av lusas eksoskjelett. Luselarvene ble dermed
godt synlig pa videopptak. 14 cm over toppen av akvariet (23 cm over vannflaten) ble
det plassert lysstimulus i form av en RGBW/LED lyskaster (Adafruit NeoPixel NeoMatrix,
Arduino) koblet til en Arduino Uno Rev3 Development Board (Adafruit). Disse
komponentene ble montert inni en 3D-printet boks utviklet av Stephen Grant (NTNU). En
stasjonaer datamaskin med Arduino Uno programvare ble brukt for 8 programmere lyset
uten & forstyrre miljget rundt forsgket (Vedlegg A). Det ble benyttet 14 aktive dioder i to
rader direkte over akvariet. Lysintensiteten ble malt til 0,0326 W/m? ved bglgelengde
462,38 nm, som tilsvarer en nyanse av blatt lys. Larvenes bevegelse ble filmet ved hjelp
av et videokamera (ORX-10GS-51S5M-C, Oryx) med en 16 mm linse (M112FM16,
Tamron) som var plassert 46 cm fra akvariets front (Figur 2B). Til kontroll av kamera ble
SpinView programvare (versjon 3.1.0.79) benyttet. Det ble filmet i bdde 114 og 120
frames per sekund.

2.3.2 Bildebehandling og videoanalyse

Data fra adferdsforsgk med nauplii og copepoditter i halokliner med brakkvannslag ble
tatt opp som bildefiler i tiff-format. Mappene med tiff-filer ble videre behandlet i Python
(versjon 3.12.2, Python Software Foundation) gjennom Python-scripts utviklet i
samarbeid med masterstudent Martin B. Nilsen (Nilsen in prep.), og ved bruk av kunstig
intelligens (ChatGPT-3.5). Det fgrste scriptet ble utviklet for @ analysere en serie bilder
etter bevegelse ved hjelp av OpenCV-biblioteket. Hver bildefil ble behandlet gjennom
justering av lysstyrke, kontrast og stgyreduksjon. Funksjoner fra OpenCV-biblioteket
inkluderte Gaussian Blur og threshold, som bidro til & fjerne stgy fra bildene, f.eks.
stgvpartikler, vannbobler eller lysrefleksjon. Deretter ble det opprettet parametere for
videoutskrift, for bevegelsesdeteksjon ble anvendt pa hvert bilde. Resultatet var en AVI-
video som viste de mest synlige bevegelsene i hvert opptak. Dette scriptet inkluderte alle
bevegelsestyper som var mulig & detektere, ogsa en del stgy som ble ekskludert senere.
Hver videofil ble videre brukt til & lage CSV-filer basert pa de mest tydelig
bevegelseskonturene. Dette ble gjort ved hjelp av et andre script. For hver videofil ble
det danne to CSV-filer: en med y-koordinater over de mest synlige bevegelsene, og en
med x-koordinater for tilsvarende bevegelser. Hver bevegelse ble tildelt et ID-nummer
som gjorde det mulig 8 identifisere bevegelsen i videre dataanalyse.

For videre databehandling ble det regnet om fra pixler til mm der omregningsfaktoren
(mm/pixler) ble funnet ved & male opp kjente stgrrelser (akvariets hgyde og bredde).
Dermed kunne x- og y-koordinatene fra CSV-filene plottes som punkter i et
koordinatsystem tilsvarende akvariets dimensjoner (Figur 3). Koordinatene til hver
bevegelse ble plottet fgr videre databehandling. Gjennom visuell gjennomgang av
videofilene, var det mulig & ekskludere vekk bevegelser som ikke var lus (Figur 3B).
Ekskluderingskriterier var de samme for alle datasett, og noen typer spor ble fjernet fra
alle datasett:

e Spor som blandet seg med spor av lysrefleksjon i akvariumglasset. Ofte observert
som sveert rette linjer langs kanten av plottet.

e Sport kortere enn 200 mm, der det ikke var mulig & skille mellom lus og stgy.
Eksempel pa dette er objekt 389 (Figur 3A).

e Spor av lus uten aktiv svgmmeaktivitet pa bunnen.



e Spor som ikke var lus, som ble visuelt identifisert basert pa sammenligning av tiff-
bilder, videofilen og koordinatene oppfgrt i CSV-filene. Som regel synlig som
svaert rette linjer. Eksempel pd dette er objekt 133 (Figur 3A).
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Figur 3: Eksempel pa plott basert p& x- og y-koordinater for bevegelsesdeteksjon i
akvariet (salinitet 18 ppt, replikat 3, copepoditt). Datasett A viser de 15 mest synlige
bevegelsene med tilhgrende objekt-ID. Datasett B viser det samme datasettet etter
ekskludering av spor basert p& ekskluderingskriterier.

For at alle datasett skulle bli behandlet likt i videre analyser ble det i tillegg til
ekskludering gjort et utvalg av datasettet med utgangspunkt i tidspunktet for
lysstimulus. Dette var basert pa varierende bildenummer for lyseksponering, samt lengde
pd datasettene for hver eksponering. I tillegg ble noen av eksponeringene tatt opp i 120
frames per sekund (FPS), og noen tatt opp i 114 FPS. Dermed ble det hentet ut et utvalg
av bilder som tilsvarte 20,8 sekunder fgr lysstimulus, og 81,6 sekunder etter lysstimulus
for alle behandlinger (Tabell 3).

Tabell 3: Antall bilder for opptak gjorti 120 og 114 bilder/sekund (FPS). Det ble hentet
ut ulikt antall bilder fra mgrkeperioden (20,8 sekunder) og lysperioden (81,6 sekunder)
for videre databehandling.

120 FPS 114 FPS
Mgrkeperiode (20,8 sek.) 2500 bilder 2375 bilder
Lysperiode (81,6 sek.) 9800 bilder 9302 bilder

Behandlede datasett fra tre replikater ble sldtt sammen for & gke mengden synlige spor
for hver salinitet. Opptak av larvenes bevegelse matte skje i tre replikater/runder,
ettersom bevegelsesdeteksjon ville blitt utfordrende dersom 45 larver skulle bli filmet
samtidig. I databehandlingen var det mulig @ detektere identiteten til hver lus (objekt-
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ID), samt hvilket replikat den kom fra (Fil x) (Figur 4). Dette ble gjort med datasettene
for bade nauplier og copepoditter.

1600

—— Fil 1 - Objekt-ID 30
Fil 1 - Objekt-ID 3
—— Fil 1 - Objekt-ID 14
1400 —— Fil 1 - Objekt-ID 29
—— Fil 1 - Objekt-ID 76
—— Fil 1 - Objekt-ID 23
Fil 1 - Objekt-ID 27
1200 1 —— Fil 1 - Objekt-ID 19
{ Fil 1 - Objekt-ID 33
—— Fil 1 - Objekt-ID 40
: —— Fil 1 - Objekt-ID 75
1000 p Fil 1 - Objekt-ID 242
> € — Fil 2 - Objekt-ID 25
Fil 2 - Objekt-ID 23
—— Fil 2 - Objekt-ID 115
—— Fil 2 - Objekt-ID 3
—— Fil 2 - Objekt-ID 32
—— Fil 2 - Objekt-ID 17
Fil 2 - Objekt-ID 5
—— Fil 2 - Objekt-ID 112
Fil 2 - Objekt-D 105
—— Fil 2 - Objekt-ID 10
—— Fil 3 - Objekt-ID 36
Fil 3 - Objekt-ID 37
—— Fil 3 - Objekt-ID 127
—— Fil 3 - Objekt-ID 9
—— Fil 3 - Objekt-ID 49
—— Fil 3 - Objekt-ID 25
Fil 3 - Objekt-ID 24
—— Fil 3 - Objekt-ID 35
Lt : : : , Fil 3 - Objekt-ID 105
0 100 200 300 400 500 600 — Fil 3 - Objekt-ID 38
Bredde, akvarium (mm) Haloklin

Heyde, akvarium, (mm)

Figur 4: Eksempel pa individuelle spor fra tre replikater representert i samme plot
(copepoditt, 18 ppt). Posisjonen til alle synlige lus ble samlet fgr videre databehandling,
og er visualisert i forhold til akvariets hgyde og bredde. Det grd omradet markerer der
salinitetsendringen var stgrst, altsd mellom 900-1000 mm hgyde (haloklinen).

2.4 Databehandling og statistisk analyse

Resultatet fra bioassay ble loggfgrt og sortert i Microsoft Excel (versjon 16.83, Microsoft
Office). Deretter ble datasettet importert til RStudio (versjon 2023.12.1+402, RStudio
2022) iR (4.2.3 GUI 1.79, R 2021) for videre behandling. Det ble undersgkt om det va
en signifikant sammenheng mellom mengde mobile copepoditter og salinitet (one way
ANOVA).

Datasettene fra adferdsforsgk med nauplii og copepoditter i halokliner ble videre
behandlet i Python (versjon 3.12.2, Python Software Foundation) og i RStudio (versjon
2023.12.14+402, RStudio 2022) i R (4.2.3 GUI 1.79, R 2021). All bevegelsesdeteksjon av
luselarver ble gjort ved 8 se p& individuelle bevegelsesspor som var slatt samme for tre
replikat, se 2.3.2. Gjennomsnittlig posisjon i vertikalretning ble undersgkt for alle
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saliniteter ved & plotte y-koordinatene som et Igpende gjennomsnitt. Basert pa
koordinatene i CSV-filene ble det ogsa beregnet hastighet ved hjelp av euklidisk
geometri. Dette ble gjort ved & finne avstanden mellom posisjonen til hvert individ
mellom hvert 20. bilde og beregne hastighet i mm/sek. Deretter ble gjennomsnittet av
alle hastighetsberegningene funnet bdde mgrkeperioden og lysperioden. Dette ble gjort
for bade nauplii og copepoditt.
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3 Resultat

3.1 Salinitetstoleranse ved bioassay

Ved hgye saliniteter, fra 32 ppt ned til 20 ppt, ble det observert gjennomsnittlig 95-
100% mobile copepoditter (Figur 5). Ved salinitet 17 ppt var gjennomsnittlig mengde
mobile copepoditter 85% (SD = 15), og ved 14 ppt var den 46% (SD = 50). I
overgangen fra hgy andel mobile copepoditter (>85%) og lav andel mobile copepoditter
(46%) var det stor variasjon mellom replikatene. Ved salinitet 11 ppt og lavere, var
prosent mobile copepoditter 0% for alle gruppene. Effekten av salinitet pa andelen
mobile copepoditter var statistisk signifikant (ANOVA, p<0.001, Vedlegg B1). Effekten av
salinitet pa andel mobile copepoditter var signifikant forskjellig fra kontrollen ved 14 ppt
og lavere (Tukey HSD test, p<0.05, Vedlegg B2).

100 A

80 +

60 +

40 -

Mobile copepoditter (%)

204

3|2 2|7 25 ZID l|7 ].|4 ].Il !I3 5 2I
Salinitet (ppt)

Figur 5: Gjennomsnittlig andel mobile copepoditter (%) av C. elongatus etter 24 t
eksponering for ulike saliniteter (32-2 ppt), med tilhgrende standardavvik (SD).

13



3.2 Adferdsmgnstre i vertikale salinitetsgradienter

Det ble detektert ulikt antall bevegelsesspor av lus i hver eksponeringsgruppe (Tabell 4).
Det totale antall synlige lus i den videre dataanalysen ble dermed forskjellig for alle
eksponeringer. Enkelte saliniteter hadde fa synlige lus, og det laveste registrerte antallet
var 15 lus for naupliuslarvene (32 ppt, kontroll), og 20 lus for copepodittene (16 ppt).
Hgyest antall registrerte luselarver var 34 lus for naupliuslarvene (30 ppt), og 32 lus for
copepodittene (18 ppt). For bade copepoditter og nauplii ble det totalt tilsatt 45 larver for
hver salinitet.

Tabell 4: Antall detekterte spor av nauplier og copepoditter for alle saliniteter. Tre
replikater (halokliner) ble gjennomfgrt for hver salinitet, og det totale antallet synlige
lus ble ulikt for hver eksponering da replikatene ble sldtt sammen.

.. Antall synlige lus
Utviklingsstadium Salinitet

(ppt) Replikat1l Replikat2 Replikat 3 Totalt

32% 4 9 7 15

30 10 13 10 33

28 10 3 7 20

26 12 9 10 31

Nauplii 24 10 13 11 34

22 12 3 12 27

20 13 10 8 31

18 14 9 10 33

16 9 10 14 33

32% 7 10 1 18

30 7 8 8 23

28 6 7 3 16

26 6 9 4 19

Copepoditt 24 12 9 2 23

22 11 12 2 25

20 7 14 9 30

18 12 10 10 32

16 4 9 7 20
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3.2.1 Adferdsmgnstre hos copepoditter

Copepodittenes gjennomsnittlige posisjon i vertikalretning viste en tydelig sammenheng
med saliniteten i brakkvannslaget (Figur 6). I mgrkeperioden hadde copeodittene i
kontrollen (32 ppt, isohalin kolonne) gjennomsnittlig vertikalposisjon pa 1341 mm, som
var over haloklinen (>1000 mm). Dette var den hgyeste gjennomsnittlige
vertikalposisjonen av alle salinitetene i mgrkeperioden. For de resterende salinitetene
(30-16 ppt), var den gjennomsnittlige vertikalposisjon i mgrkeperioden under haloklinen
(300-900 mm hgyde). Copepodittenes gjennomsnittlige avstand fra haloklinen gkte med
lavere salinitet i brakkvannslaget. Det vil si at en stgrre del av copepodittene oppholdt
seg i saltvannslaget (<900 mm), som var 32 ppt for alle eksponeringer. Den totalt
laveste gjennomsnittlige vertikalposisjonen ble observert i mgrket ved 16 ppt (341 mm).
Ved 16 ppt oppholdt coepodittene seg altsd i gjennomsnitt i saltvannslaget (32 ppt).

I tillegg til forskjeller i salinitetsrespons, ble det ogsd observert forskjeller i lysrespons for
ulike eksponeringer. Copepodittene hadde ulik gjennomsnittlig vertikalposisjon i
mgrkeperioden (20,8 sek.) og i lysperioden (81,6 sek.) (Figur 6). Sammenlignet med
mgrkeperioden, var gjennomsnittlig vertikalposisjon til copepodittene hgyere i
lysperioden, og dette gjaldt alle saliniteter. Gjennomsnittlig vertikalposisjon for
lysperioden fulgte samme trend som den for mgrkeperioden, men med hgyere verdier for
alle saliniteter. Den totalt hgyeste gjennomsnittlige vertikalposisjonen var 1453 mm, og
ble observert i kontrollen (32 ppt). I kontrollen ble det ogsa observert minst forskijell i
vertikalposisjon mellom mgrkeperioden og lysperioden (88 mm). Ved 30, 28 og 26 ppt
gkte ogsa forskjellen i gjennomsnittlig vertikalposisjon i mgrkeperioden og lysperioden
med hhv. 242, 293 og 198 mm. Den laveste gjennomsnittlige vertikalposisjonen i
lysperioden var ved 16 ppt, og her var forskjellen mellom mgrkeperioden og lysperioden
118 mm. Effekten av salinitet p@ gjennomsnittlig posisjon i vertikalretning for alle
sporede individer var signifikant, bade i mgrkeperioden og lysperioden (ANOVA,

p<0.001, Vedlegg B3). Alle saliniteter utenom 28 ppt, hadde ogsa en signifikant effekt pa
copepodittenes vertikalposisjon under lysperioden sammenlignet med kontrollen (Tukey
HSD test, p<0.05, Vedlegg B4). Under mgrkeperioden hadde alle salinitetene en
signifikant effekt pa copepodittenes gjennomsnittlige vertikalposisjon sammenlignet med
kontrollen (Tukey HSD test, p<0.05, Vedlegg B5).
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Figur 6: Gjennomsnittlig posisjon i vertikalretning (mm) til copepoditter i mgrkeperioden
og lysperioden for ulike saliniteter i brakkvannslaget, samt isohalin kontroll (32 ppt).
Gratt omrdde markerer der salinitetsendringen er stgrst (haloklinen). Standardavvik
(SD) beregnet for alle sporede individer.

Lgpende gjennomsnittsposisjon i vertikalretning ble beregnet for hvert sekund (120
bilder) av alle individuelle spor for 8 observere endring over tid (Figur 7). Dette ble gjort
for bade mgrkeperioden (20,8 sek.) og lysperioden (81,6 sek.). Det ble ogsa plottet
individuelle spor for alle observerte copepoditter som et Igpende gjennomsnitt av 20
bilder av gangen (Figur 7). Lopende gjennomsnitt ble benyttet for & observere
variasjoner i adferd pa et mer detaljert niva. Tilnsermet alle copepodittene i kontrollen
(32 ppt, isohalin kolonne) hadde under mgrkeperioden en hgy posisjon i akvariet (>1200
mm), og befant seg da i det gvre vannlaget. Her viste flere individer viste aktiv
svgmmeadferd, som er synlig ved 8 se pa individuelle spor i vertikalretning over tid
(Figur 7). Copepodittenes karakteristiske rykkvise svgmmebevegelse var synlig som sma
hopp i sporene til individene som svgmte aktivt. I mgrkeperioden ved 30 og 28 ppt var
copepodittene mer jevn fordelt i vannsgylen sammenlignet med kontrollen. Ved
saliniteter lavere enn dette (26-16 ppt) svemte copepodittene generelt sett ikke i
brakkvannslaget i mgrkeperioden, med noe individuell variasjon. Svaert fa individer ble
observert i brakkvannslaget for salinitet 20, 18 og 16 ppt under mgrkeperioden.

Da lysperioden startet etter 20,8 sekunder, fortsatte copepodittene i kontrollen &
svgmme aktivt i gvre delen av akvariet (>1200 mm). I en isohalin vannsgyle svgmte
altsd copepodittene til toppen av vannsgylen og ble der uavhengig av lysstimulus. Da ble
det heller ikke observert endringer i adferd nar lysperioden startet, ettersom
copepodittene allerede hadde en hgy vertikalposisjon. For saliniteter lavere enn 32 ppt,
altsd da brakkvannslaget var til stede, ble det observert en endring i adferd da
lysperioden startet. Da saliniteten i brakkvannslaget var 30 og 28 ppt, svgmte
copepodittene opp mot lysstimuluset, og aggregerte i brakkvannet over haloklinen
(>1000 mm). Lysresponsen var mindre tydelig for salinitet 26-16 ppt, da faerre lus
svgmte gjennom haloklinen og opp i brakkvannet (>1000 mm). Under 26 ppt unngikk
copepodittene generelt brakkvannslaget i stor grad. Denne responsen ble sveert tydelig
ved salinitet 18 og 16 ppt. Da responderte kun enkelte copepoditter pa lysstimulus ved &
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svgmme opp i brakkvannslaget. Individene som svgmte opp i brakkvannet, svgmte

deretter ned i saltvannslaget igjen, og oppholdte seg i omraddet med fullt salint sjgvann
(32 ppt) ut perioden.
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Figur 7: Lopende gjennomsnittsposisjon i vertikalretning for copepoditter over tid ved alle
saliniteter (32-16 ppt). Gra spor viser bevegelsesmgnstre i vertikalretning for alle synlige
lus i mgrkeperioden (20,8 sek.) og lysperioden (81,6 sek.) over en periode pé totalt 102
sek. Den vertikale grd linjen representerer endring i lysstimulus. Gratt omrdde markerer
haloklinens plassering (900-1000 mm). Under haloklinen var saliniteten 32 ppt for alle
eksponeringer, mens saliniteten i brakkvannet over haloklinen varierte. Lgpende
gjennomsnitt med standardavvik ble beregnet per sekund (120 bilder), og alle individuelle
bevegelsesspor er vist som et Igpende gjennomsnitt av 20 bilder.

Gjennomsnittshastigheten til alle copepodittene ble beregnet i mm/sek (Tabell 5), som
beskrevet i 2.4. Saliniteten hadde en effekt p& copepodittenes gjennomsnittshastighet for
ba&de mgrkeperioden og lysperioden (ANOVA, p<0.001, Vedlegg B6). Under
morkeperioden ved 32-28 ppt hadde alle copepodittene en gjennomsnittshastighet pa
hhv. 24.1, 19.5, og 26.3 mm/sek. For de resterende salinitetene var det mindre
variasjon i gjennomsnittshastighet (13.6-17.1 mm/sek). Copepodittenes
gjennomsnittshastighet var signifikant lavere enn kontrollen (32 ppt) for saliniteter
lavere enn 20 ppt (Tukey HSD-test, p<0.05, Vedlegg B7). Gjennomsnittshastigheten til
copepodittene i 30-22 ppt var altsd tilneermet lik gjennomsnittshastigheten til
copepodittene i kontrollen. Pa tilsvarende mate som for mgrkeperioden, ble det ogsa
beregnet gjennomsnittshastighet for copepodittene under lysperioden (Tabell 5). I 30, 28
og 22 ppt brakkvann hadde copepodittene en gjennomsnittshastighet som var tilnaermet
lik kontrollen (Tukey HSD-test, p>0.05, Vedlegg B7). Da var gjennomsnittshastigheten
hgyere sammenlignet med de resterende salinitetene.
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Ettersom gjennomsnittshastigheten for de ulike salinitetene under mgrkeperioden og
lysperioden var tilneermet lik (t-test, p = 0.233, Vedlegg B8), ble derfor
gjennomsnittshastigheten til alle individer ble ogsa beregnet for den fgrste delen av
lysperioden for alle saliniteter (Tabell 5). Denne perioden var tilsvarende lang som
morkeperioden (2500 bilder = 20,8 sek.). Dette var for 8 undersgke om copepodittene
hadde endring i gjennomsnittshastighet rett etter endring i lysstimulus, som ikke gjorde
utslag i gjennomsnittshastigheten for den totale lysperioden. Gjennomsnittshastigheten i
den f@rste delen av lysperioden var hgyere sammenlignet med mgrkeperioden og den
totale lysperioden. Altsa svgmte copepodittene i gjennomsnitt raskere i den forste
perioden med lysstimulus (20,8 sek), sammenlignet med mgrkeperioden og den totale
lysperioden. Dette gjaldt alle saliniteter (32-16 ppt). Den hgyeste observerte
gjennomsnittshastigheten (26,3 mm/sek) ble observert i 28 ppt under mgrkeperioden.
Dersom man ser pa gjennomsnittshastigheten til enkeltindivider, var makshastighet for
copepodittene 89,2 mm/sek (Vedlegg C). Flere enkeltindivider hadde ogsd hgy
gjennomsnittshastighet for bade mgrkeperioden og lysperioden (Vedlegg C), som ikke
ngdvendigvis ga utslag i det totale gjennomsnittet for saliniteten (Tabell 5).

Tabell 5: Hastighet i mm/sek for alle copepoditter i halokliner med brakkvannslag (30-
16 ppt) samt en isohalin kontroll (32 ppt). Gjennomsnittshastigheten ble beregnet for
tre ulike perioder: fgr lysstimulus (20,8 sekunder), en tilsvarende periode etter
lysstimulus (20,8 sekunder), og for den totale perioden med lysstimulus (81,6 sekunder)
med tilhgrende standardavvik (SD).

Gjennomsnittshastighet (mm/sek)
Salinitet Forste del
(ppt) Mgrkeperiode (20,8 ¢rs_e e'av Lysperiode (81,6
lysperiode (20,8
sek.) sek.)

sek.)
32%* 24,1 (SD = 7.0) 14,6 (SD = 14.2) 24,1 (SD = 7.0)
30 19,5 (SD = 8.5) 11,5 (SD = 13.6) 19,4 (SD = 8.7
28 26,3 (SD = 13.4) 17,3 (SD = 12.3) 21,8 (SD =9.2)
26 16,2 (SD = 6.7) 22,6 (SD = 22.6) 16,1 (SD = 6.7)
24 16,8 (SD = 7.6) 16,4 (SD = 16.2) 16,1 (SD = 6.8)
22 17,0 (SD = 7.9) 17,9 (SD = 17.9) 17,1 (SD = 7.8)
20 15,1 (SD = 6.7) 13,4 (SD = 11.0) 15,1 (SD = 6.8)
18 13,7 (SD = 5.6) 15,8 (SD = 17.5) 13,6 (SD = 5.6)
16 14,8 (SD = 5.1) 17,6 (SD = 17.6) 14,5 (SD = 5.0)

3.2.2 Adferdsmgnstre hos nauplii

Nauplienes gjennomsnittlige posisjon i vertikalretning under mgrkeperioden (Figur 8)
viste en signifikant sammenheng med saliniteten i brakkvannslaget (ANOVA, p<0.001,
Vedlegg B9). Naupliene unngikk vann med salinitet lavere enn 32 ppt i stgrre grad enn
copepodittene (Figur 6). Nauplii i kontrollen (32 ppt, isohalin kolonne) hadde en
gjennomsnittlig vertikalposisjon lik 1230 mm under mgrkeperioden. Dette var den
hgyeste registrerte gjennomsnittlige vertikalposisjonen totalt. Ved saliniteter mellom 30-
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16 ppt unngikk gjennomsnittet av nauplii i mgrkeperioden brakkvannslaget, og
aggregerte i saltvannslaget (0-900 mm) som var 32 ppt for alle eksponeringer. Da
saliniteten i brakkvannslaget var mellom 30-16 ppt ppt, var den gjennomsnittlige
vertikalposisjon ca. 600 mm under haloklinen. Alle brakkvannslag utenom 22 og 20 ppt
hadde en signifikant effekt pd nauplienes gjennomsnittlige vertikalposisjon under
mgrkeperioden sammenlignet med kontrollen (Tuckey HSD-test, p<0.05, Vedlegg B10).

Da lysperioden startet etter 20,6 sekunder, reduserte naupliene i kontrollen (32 ppt)
vertikalposisjonen sin med 105 mm sammenlignet med mgrkeperioden. Da saliniteten i
brakkvannslaget var mellom 30-16 ppt, var den gjennomsnittlige vertikalposisjonen
under lysperioden lavere i forhold til mgrkeperioden. Ved saliniteter lavere enn 32 ppt,
aggregerte naupliene i saltvannslaget (0-900 mm, 32 ppt) uavhengig av lysstimulus.
Effekten av salinitet pa nauplienes gjennomsnittlige vertikalposisjon under lysperioden
var signifikant (ANOVA, p<0.0252, Vedlegg B9). I lysperioden ved 30-16 ppt hadde
naupliene en gjennomsnittlig vertikalposisjon som var signifikant lavere sammenlignet
med kontrollen (32 ppt) (Tukey HSD-test, p<0.05, Vedlegg B11). Den totalt laveste
vertikale posisjonen ble registrert hos naupliene i mgrkeperioden ved 18 ppt (360 mm).
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Figur 8: Gjennomsnittlig vertikalposisjon (mm) til naupliuslarver i mgrkeperioden og
lysperioden for ulike saliniteter i brakkvannslaget, samt isohalin kontroll (32ppt). Gratt
omrade markerer det salinitetsendringen er stgrst (haloklinen). Standardavvik (SD)
beregnet for alle sporede individer.

Gjennomsnittlig posisjon i vertikalretning ble beregnet for hvert sekund (114/120 bilder)
av alle individuelle spor. Dette ble gjort for & observere endring over tid, bade for
mgrkeperioden (20,8 sek.) og den totale lysperioden (81,6 sek.) (Figur 9). Individuelle
spor i vertikalretning for alle observerte nauplier ble plottet med et Igpende gjennomsnitt
av 20 bilder for 8 observere individuelle variasjoner i adferd. I kontrollen (32 ppt, isohalin
kolonne) viste tilnaermet alle naupliene aktiv svgmmeadferd i den gvre delen av
vannsgylen (>1000 mm) under mgrkeperioden. For salinitet 30-20 ppt var
vertikalposisjonen til enkeltindivider opptil 1500 mm i mgrkeperioden. Disse individene
viste synkende adferd gjennom hele mgrkeperioden, som vil si at de reduserte hgyden
sin i akvariet ved & ikke svemme aktivt oppover. Dette er synlig som slake, relativt rette
linjer som gar nedover over tid (Figur 9). Da lysperioden startet etter 20,6 sekunder,
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Hgyde (mm)

Hgyde (mm)

viste naupliene i kontrollen ingen endring i adferd, og fortsatte 8 svemme aktivt i
brakkvannets gvre del (>1000 mm). Naupliene sa altsa ut til 8 ha en hgy vertikalposisjon
i en isohalin kolonne, uavhengig av lysstimulus. Ved salinitet 30 ppt og lavere unngikk
naupliene brakkvannslaget, til tross for lysstimulus. I 30 og 28 ppt unngikk naupliene
brakkvannet pa to mater: nauplii som hadde en hgy vertikalposisjon fra start, reduserte
vertikalposisjonen sin ved synkende adferd til de nddde saltvannslaget (<900 mm).
Nauplii som svgmte aktivt oppover i saltvannslaget, stoppet i det de nddde haloklinen
(900 mm). For saliniteter lavere enn 28 ppt, hadde naupliene for det meste synkende
adferd. Aktiv svemming ble observert i saltvannslaget pa 32 ppt (0-900 mm) ble
observert for flere individer i saliniteter mellom 30-16 ppt under hele lysperioden.
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Figur 9: Lgpende gjennomsnittsposisjon i vertikalretning for nauplier over tid ved alle
saliniteter (32-16 ppt). Grad spor viser bevegelsesmgnstre i vertikalretning for alle synlige
lus i mgrkeperioden (20,8 sek.) og lysperioden (81,6 sek.) over en periode pa totalt 102
sek. Den vertikale gra linjen representerer endring i lysstimulus. Gratt omrade markerer
haloklinens plassering (900-1000 mm). Under haloklinen er saliniteten 32 ppt for alle
eksponeringer, mens saliniteten i brakkvannet over haloklinen varierer. Lgpende
gjennomsnitt med standardavvik ble beregnet per sekund (114/120 bilder), og alle
individuelle bevegelsesspor er vist som et Igpende gjennomsnitt av 20 bilder.
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Nauplienes gjennomsnittshastighet ble beregnet slik som for copepodittene (Tabell 6).
Naupliene i mgrkeperioden hadde gjennomsnittshastighet lik 14,5 mm/sek i kontrollen,
som var den hgyeste for hele mgrkeperioden. Gjennomsnittshastigheten i den totale
lysperioden viste seg a veere signifikant ulik den for mgrkeperioden (t-test, p<0.001,
Vedlegg B12), selv om samme trend generelt ble observert. Den laveste
gjennomsnittshastigheten var ved 26 ppt i lysperioden (7,2 mm/sek). Alle salinitetene
(30-16 ppt) hadde en gjennomsnittshastighet som var signifikant lavere enn kontrollen,
bdde i mgrkeperioden og lysperioden (Tukey HSD-test, p<0.05, Vedlegg B13 & B14).
Gjennomsnittshastigheten til naupliene i forste del av lysperioden ble ogsa beregnet for
alle saliniteter (Tabell 6). Det ble observert lavere gjennomsnittshastighet for nauplii enn
for copepoditter ved alle saliniteter, og dette gjaldt alle periodene (Tabell 6).

Tabell 6: Hastighet i mm/sek for alle nauplier i halokliner med brakkvannslag (30-16
ppt) samt en isohalin kontroll (32 ppt). Gjennomsnittshastigheten ble beregnet for tre
ulike perioder: fgr lysstimulus (20,8 sekunder), en tilsvarende periode etter lysstimulus
(20,8 sekunder), og for den totale perioden med lysstimulus (81,6 sekunder) med
tilhgrende standardavvik (SD).

salinitet Gjennomsnittshastighet (mm/sek)
(ppt) Mgrkeperiode (20,8 Fgrste del av lysperiode Lysperiode (81,6
sek) (20,8 sek) sek)

32% 14,5 (SD = 5.8) 12,2 (SD = 6.5) 14,2 (SD = 5.9)
30 9,0 (SD = 4.2) 7,9 (SD = 13.6) 8,7 (SD = 3.9)
28 9,1 (SD = 2.7) 11,5 (SD = 4.4) 8,8 (SD = 2.5)
26 7,5 (SD = 2.3) 7,3 (SD = 4.0) 7,2 (SD = 2.2)
24 9,6 (SD = 3.1) 7,9 (SD = 5.1) 9,3 (SD = 3.0)
22 8,8 (SD = 3.1) 9,1 (SD = 6.0) 8,2 (SD = 2.5)
20 9,1 (SD = 2.7) 8,7 (SD = 7.0) 8,9 (SD = 2.6)
18 9,6 (SD = 3.3) 12,8 (SD = 11.3) 9,3 (SD = 3.2)
16 8,1 (SD = 2.1) 10,6 (SD = 8.3) 8,1 (SD = 2.1)
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4 Diskusjon

Formalet med studien var 8 undersgke copepoditters salinitetstoleranse for 32 ppt og
lavere, samt adferdsresponser i halokliner med brakkvannslag i en mgrkeperiode og
pafslgende lysperiode for copepoditter og nauplii av C. elongatus. Hovedfunnene
indikerte at copepodittene forble mobile i saliniteter ned til 17 ppt, og at de viste en
vertikal fordeling i halokliner med varierende salinitet. Naupliuslarvene viste hgyere
sensitivitet mot brakkvannslag, og unngikk saliniteter helt opp til 30 ppt. Ettersom det
har blitt gjort fa tidligere studier med C. elongatus og salinitetsrespons, og artene har
mange biologiske likheter, er det naturlig 8 sammenligne resultatene med tidligere funn
for L. salmonis.

4.1 Salinitetstoleranse hos copepoditter

Bioassay ble gjennomfart pd C. elongatus i copepodittstadiet. Resultatet viste en drastisk
nedgang i mengde mobile copepoditter mellom salinitet 17-11 ppt (Figur 5). Ved 14 ppt
var det stor variasjon i overlevelse, ved at noen grupper viste 100% andel mobile
copepoditter, samtidig som at andre grupper viste 0%. Dette indikerer at variasjonen
mellom salinitetstoleransen til copepoditter potensielt kan vaere stor i 14 ppt brakkvann.
Caligus elongatus har et stort utvalg av potensielle verter, der de fleste er stenohaline og
tilpasset fullt salint sjgvann (Treasurer et al., 2022). I tillegg er de sveert mobile, og kan
svgmme mellom vertsfisk (Neilson et al., 1987; Pike, 1989). Dette begrenser tiden
copepodittene ma tilbringe i brakkvann for 3 lete etter mulige verter, samt hvor lenge
copepoditten ma vaere festet til en vert som beveger seg i potensielt ugunstige
miljgforhold. Dette pavirker potensielt hvor godt tilpasset larvene er brakkvann. At C.
elongatus har et stort vertsspekter, kan vaere med pa & forklare copepodittenes
falsomhet mot lav salinitet.

Det er naturlig & sammenligne salinitetstoleransen til C. elongatus med den hos L.
salmonis. 1 14 ppt var andel mobile larver svaert varierende. Ved 11 ppt var det ingen
mobile individer av C. elongatus (Figur 5). Dette tyder pa at C. elongatus ikke overlever
saliniteter lavere enn 11 ppt, og at overlevelsen allerede reduseres ved 14 ppt. Bricknell
et al. (2006) fant at overlevelsen til copepoditter av L. salmonis ble kraftig redusert ved
eksponering for 12 ppt. Bioassay gjenomfart pa L. salmonis har vist at larvene forble
upavirket helt ned til salinitet 9 ppt (Andrews & Horsberg, 2020). Lepeophtheirus
salmonis har manglende evne til 8 drive osmoregulering og dermed regulere cellevolum
og hemolymfe i ferskvann (Bricknell, 2006). Funnene til Andrews & Horsberg (2020)
indikerer at L. salmonis har hgyere salinitetstoleranse under 11 ppt sammenlignet med
funnene gjort i dette forsgket for C. elongatus. Til tross for ulik salinitetstoleranse mellom
L. salmonis og C. elongatus, er arsaken til dgdelighet trolig den samme, nemlig
manglende evne til 8 drive osmoregulering. Caligus elongatus er i tillegg mindre enn L.
salmonis (Schram, 2004), som kan bidra til & gjere C. elongatus mer folsom for
miljgfaktorer som f.eks. salinitet. Schram et al. (1998) foreslo at adulte C. elongatus
hadde lavere salinitetstoleranse enn L. salmonis, nettopp fordi de er mer mobile og kan
hoppe av verten med gode muligheter for & finne en ny (Schram et al., 1998). Funnene
gjort om copepoditters salinitetsrespons i denne studien indikerer at dette kan gjelde for
copepoditter av C. elongatus ogsa.
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4.2 Adferdsmgnster i vertikale salinitetsgradienter

Resultatene viste at b&de nauplii og copepoditter ble pavirket av vertikale
salinitetsgradienter, riktignok pa ulik mate. Copepodittene responderte med tydelig
vertikal fordeling som respons pa salinitetsgradientene, og avstanden fra
brakkvannslaget gkte i takt med synkende salinitet. Nauplii viste st@grre sensitivitet mot
lav salinitet, og unngikk totalt & oppholde seg i brakkvann med salinitet som var 30 ppt
eller lavere. Den gjennomsnittlige hastigheten til copepodittene var generelt hgyere
sammenlignet med naupliene.

4.2.1 Copepoditters adferdsrespons

Copepodittenes vertikalposisjon viste en fordeling der avstanden fra haloklinen gkte med
lavere salinitet i brakkvannslaget (Figur 6). Under mgrkeperioden i den isohaline
kontrollen (32 ppt), hadde copepodittene en adferd som skilte seg tydelig fra de
resterende eksponeringene. Da svgmte copeodittene opp mot vannoverflaten helt fra
starten av mgrkeperioden. I mgrket hadde copepodittene en lavere vertikalposisjon ved
30 ppt sammenlignet med kontrollen (32 ppt), og dette var synlig bade for
gjennomsnittlig vertikalposisjon (Figur 6) og Igpende gjennomsnitt for individer (Figur 7).
Under mgrkeperioden aggregerte copepodittene under haloklinen for alle salinitetene.
Copepodittene hadde en sveert lav vertikalposisjon i mgrket ved 18 og 16 ppt, og ingen
copepoditter ble funnet i brakkvannslaget (Figur 7). Caligus elongatus er, i motsetning til
L. salmonis, en generalist som kan ha flere verter (Kabata, 1979; Treasurer et al., 2022).
Av disse artene, viser ikke alle en tydelig aggregering i overflaten, som eksempelvis
torsk og sei (Neat et al., 2006). Dersom C. elongatus reduserer behovet for a8 oppholde
seg i brakkvann ved 8 ha et bredere utvalg av vertsfisk, kan dette bidra til & forklare
hvorfor copepodittene unngar vann med redusert salinitet. Resultatet stemmer overens
med tidligere observasjoner for C. elongatus, nemlig at fordelingen av C. elongatus er
sterkt knyttet til salinitet (Heuch et al., 2002).

Lysperioden startet etter 20,6 sekunder, og da fortsatte copepodittene i kontrollen (32
ppt) & svemme aktivt i det gvre vannlaget. Dette tyder pa at copepodittene vil sgke mot
vannoverflaten i en isohalin vannsgyle, naarmest uavhengig av lysstimulus. MacKinnon
(1993) fant at copepoditter ble tiltrukket at lysstimuli dersom intensiteten var hgy nok,
noe som stemmer overens med funnene gjort i dette forsgket. I tillegg underbygger
copepodittenes adferdsrespons i kontrollen metodens validitet, og demonstrerer at
copepodittene viser positiv fototaksi dersom salinitetsresponsen ikke dominerer. Crosbie
et al. (2019) har gjort lignende observasjoner for L. salmonis i isohaline kolonner, og en
stgrre del av L. salmonis copepodittene svgmte i den gvre delen av vannsgylen da
saliniteten var over 32 ppt (Crosbie et al., 2019). Resultatene fra dette forsgket indikerer
at C. elongatus vil fordele seg i den gvre delen av vannsgylen dersom saliniteten er 32
ppt, og dette stemmer overens med Crosbie et al. (2019) sine funn for L. salmonis. Det
indikerer ogsa at L. salmonis og C. elongatus kan ha lignende adferdsrespons i vann med
hgy salinitet.

Da saliniteten i brakkvannslaget var 30-26 ppt, hadde copepodittene en tydelig
lysrespons ved at de svgmte gjennom haloklinen og opp i brakkvannslaget. Dette kan
indikere at lysresponsen til larvene blir mer avgjgrende for vertikal fordeling nar
saliniteten er relativt hgy, sannsynligvis fordi de fysiologiske stressene forbundet med a
oppholde seg i brakkvann blir redusert i forhold til vann med lavere salinitet. I halokliner
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med 24 og 22 ppt ble en klar lysrespons observert, men gjennomsnittet av copepodittene
unngikk fortsatt & passere haloklinen. Dette tyder pa at selv om lys spiller en viktig rolle i
deres vertikale fordeling, er salinitet en dominerende faktor som begrenser larvenes
fordeling i vannsgylen. Copepodittene i brakkvann med de laveste salinitetene, 16 og 18
ppt, unngikk generelt brakkvannet. Her ble det ogsa tydelig at lysstimulus utlgste en
umiddelbar respons hos enkeltindivider gjennom aktiv svemmeadferd mot lysstimulus,
men at denne ble fulgt av aktiv sveamming vekk fra brakkvannslaget, saerlig synlig ved 18
ppt (Figur 7). Selv ved sa lave saliniteter som 18 ppt, ble altsd noen individer funnet over
haloklinen. Dette viser at det var tydelige individuelle variasjoner i respons. Resultatene
kan tyde pa at copepodittenes vertikale posisjon C. elongatus skyldes en likevekt mellom
tiltrekning mot overflatelys og unnvikelse av brakkvannslaget, og at denne sannsynligvis
ligger et sted mellom 24 og 26 ppt. I denne likevekten responderte copepodittene pa
lyset med & svsmme gjennom haloklinen, for de deretter responderte pa
salinitetsendringen ved 8 redusere hgydeposisjonen sin. Dette ligner pa
likevektsresponsen som Crosbie et al. (2019) beskrev for L. salmonis. Ba&de lys (Heuch et
al., 1995b) og salinitet (Heuch et al., 2002, 1995a) pavirker fordelingen av L. salmonis
copepoditter i vannsgylen. Resultatene fra denne studien indikerer at det kan veere
tilfellet for C. elongstus ogsa. Caligus elongatus copepoditter har en adferd som er
bundet til at de m& oppdage og feste seg til en vert fgr energireservene tgmmes
(Piasecki & MacKinnon, 1995). I likhet med L. salmonis, vil C. elongatus reagere pa lyset
ved 3 svémme opp mot overflaten. Dette kan gke copepodittenes sannsynligheten for &
finne en vert, ettersom bdde Atlantisk laks (S. salar) og @rret (S. trutta), tilbringer mye
tid i overflatevann (Oppedal, 2011; Klemetsen et al., 2003, Rikardsen et al., 2007).
Adferdsresponsen til C. elongatus kan tyde pa at de generelt sett responderer pa
lysstimuli for 8 gke sannsynligheten for & finne en vert, samtidig som salinitetsresponsen
begrenser deres fordeling i vannsgylen.

Gjennomsnittshastigheten i mgrkeperioden og hele lysperioden var sveert lik for alle
saliniteter i brakkvannslaget, men den var hgyere i fgrste del av lysperioden. Dette viste
at hastigheten til majoriteten av copepodittene var relativt lik over tid.
Gjennomsnittshastigheten til enkelte individer var derimot hgy for enkelte perioder, og
den hgyeste registrerte hastigheten var 89,2 mm/sek. (Vedlegg C). Dette kan tyde pd at
majoriteten av copepodittene ikke viste kraftig lysrespons eller hadde spesielt hgy
hastighet, men at noen individer kunne oppna svaert hgy hastighet b&de i mgrkeperioden
og i lysperioden. Gravli (1996) registrerte en makshastighet pd 102,3 mm/sek hos L.
salmonis. Caligus elongatus copepoditter er mindre i stgrrelse sammenlignet med L.
salmonis (Schram, 2004), og resultatet stemmer derfor overens med hva som var
forventet i forhold til tidligere funn for L. salmonis. Den gkte gjennomsnittshastigheten i
forste del av lysperioden indikerer ogsa at C. elongatus reagerer pa lysstimulus som
forventet, nemlig med & utgve positiv fototaksi.

Under mgrkeperioden hadde copepodittene en lavere gjennomsnittshastighet da
saliniteten i brakkvannslaget var under 20 ppt, sammenlignet med kontrollen (32 ppt).
For saliniteter over 20 ppt var gjennomsnittshastigheten tilnaermet lik som for kontrollen.
I lysperioden svgmte copepodittene stort sett saktere da saliniteten var under 26 ppt,
sammenlignet med kontrollen. Gjennomsnittshastigheten til copepodittene sa altsa ut til
& veere styrt av bade lys og salinitet i en viss kombinert effekt. For hver eksponering var
det et ulikt antall lus som befant seg i brakkvannslaget. For eksempel var det en
betydelig hgyere andel copepoditter svgmmende i brakkvannslaget ved 30 ppt
sammenlignet med 16 ppt, der ingen copepoditter oppholdt seg i brakkvannslaget over
tid. P& grunn av dette gir ikke resultatet et direkte bilde p& gjennomsnittshastigheten for
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copepoditter eksponert for ulike saliniteter. Det bidrar likevel til & gi et samlet bilde av
copepodittenes adferd i vertikale salinitetsgradienter.

4.2.2 Naupliuslarvers adferdsrespons

Nauplii viste en tydelig salinitetsrespons ved at de unngikk brakkvannslag med lavere
salinitet enn 32 ppt (Figur 9). Effekten av ulik salinitet pa fordelingen av nauplii var
statistisk signifikant for bade mgrkeperioden og lysperioden, og prgvde naupliene
generelt 8 unngd lave saliniteter. Naupliuslarvene viste heller ikke en vertikal fordeling lik
den som ble observert for copepodittene. Det har blitt dokumentert at L. salmonis
copepoditter viser stgrre salinitetstoleranse enn nauplii (Gravli, 1996). Resultatene fra
dette forsgket tyder pd at dette trolig gjelder for C. elongatus ogsa.

Den gjennomsnittlige vertikale posisjonen til naupliuslarvene var tydelig pavirket av
salinitet (Figur 8), og larvene unngikk 8 oppholde seg i saliniteter under 30 ppt (Figur 9)
gjennom hele mgrkeperioden. I den isohaline kontrollen (32 ppt) var vertikalposisjonen
til naupliene signifikant hgyere sammenlignet med de resterende salinitetene. Dette
kommer frem av bade gjennomsnittlig vertikalposisjon (Figur 8), og individuelle spor av
nauplier (Figur 9). I brakkvannslag under 30 ppt responderte alle individene med 3 slutte
& svgmme aktivt opp mot vannoverflaten, og heller synke passivt nedover i
vannmassene. Dette var trolig en respons for 8 prgve og nd vann med hgyere salinitet.
Ettersom ferskvann har lavere tetthet enn saltvann gker larvene sannsynligheten for &
mgte pa vann med hgyere salinitet ved & passivt synke ned (Alexander, 1990), noe som
0gsa blir gjeldende i det naturlige miljget. At naupliuslarvene stopper 8 svgmme aktivt i
det de mgter pa brakkvann med for lav salinitet, er dermed som forventet. Lik
adferdsrespons for nauplii har blitt dokumentert hos L. salmonis (Crosbie et al., 2019).
Crosbie et al. (2019) fant at lakselusnauplii aggregerte i halokliner helt opp til saliniteter
pa 32 ppt. I isohaline kolonner (34,7 ppt) derimot, var larvene jevnere spredt i
vannsgylen, og flere individer svgmte det gvre vannlaget (Crosbie et al., 2019). I de
tidlige utviklingsstadiene viser L. salmonis og C. elongatus stgrre fysiologisk likhet
sammenlignet med voksne individer (Schram, 2004). Dette kan forklare den relativt like
adferdsresponsen til naupliene. Nauplii er det minste utviklingsstadiet hos bade C.
elongatus og L. salmonis, og m& utvikle seg videre til copepoditter for de kan finne en
vert (Schram, 2004). Caligus elongatus nauplii posisjonerer seg i vannsgylen slik at de
gker sannsynligheten for & finne en vert nar de blir copepoditter (Hogans & Trudeau,
1989). Resultatet viser derimot at dette sannsynligvis ikke overstyrer salinitetsresponsen
til naupliene. Naupliuslarver m& ogsa overleve pa energireservene sine frem til de
utvikler seg og blir copepoditter (Pike et al., 1993). Arsaken til at C. elongatus
distribueres over 30 ppt kan veere for & unngd 8 bruke energi pd & matte kompensere for
gkt osmoregulering.

Da lysperioden startet etter 20,6 sekunder, fortsatte naupliene i kontrollen & svemme i
det gvre vannlaget. Lysstimulus sd altsd ikke ut til 8 vaere avgjgrende for nauplienes
vertikale posisjon, ettersom som de sgkte mot vannoverflaten uavhengig av lysstimulus.
For eksponeringene med 26-16 ppt brakkvann ble det observert hgyere gjennomsnittlig
vertikalposisjon i mgrkeperioden sammenlignet med lysperioden. I lysperioden reduserte
naupliene sin gjennomsnittlige vertikalposisjon for @ unnga vann med lav salinitet, til
tross for at de ble eksponert for lys. Det har blitt vist at L. salmonis-nauplii er mindre
fglsomme for lys, og viser mindre tydelig vertikal migrasjon sammenlignet med
copepoditter (Flamarique et al., 2000; Heuch et al., 1995b). Resultatet viser at den
reduserte lysresponsen for nauplii kan vaere gjeldende for C. elongatus ogsa.
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Hastigheten til naupliene (Tabell 6) var lavere sammenlignet med copepodittene (Tabell
5), og dette gjaldt for alle saliniteter, bade i mgrkeperioden og lysperiden. Dette kan
skyldes at nauplii er mindre enn copepoditter (Schram, 2004) og ikke like effektive
svgmmere. Gravli (1996) gjorde samme funn for L. salmonis. Dette ble sett i
sammenheng med at fgrste antennepar mister sin opprinnelige posisjon, som igjen
pavirker hastighet (Gravli, 1996). Ettersom antenneparene til L. salmonis og C. elongatus
har lignende struktur og funksjon (Schram, 2004), kan dette veere tilfellet for C.
elongatus nauplii ogsd, selv om dette ikke er undersgkt i denne studien.
Gjennomsnittshastigheten til naupliene var hgyest i kontrollen (32 ppt), og dette stemte
godt overens med observasjonene av individuell spor, som viste hgy grad av aktiv
svgmmeadferd for majoriteten av naupliene (Figur 9).

Observasjonene av copepoditter og nauplii kan generelt tyde pd at bade salinitet og lys
er viktige miljgfaktorer som pavirker fordelingen av bade nauplii og copepoditter i
vannsgylen. Aggregering i halokliner dokumenter for mange arter av zooplankton
(Harder, 1968), og resultatene er samlet sett som forventet. Lys er anerkjent som den
miljgmessige faktoren som styrer den vertikale bevegelse av zooplankton (Forward,
1976). Funnene stemmer ogsd overens med lignende funn gjort for zooplankton, der
larvestadier av frittlevende copepoder responderer pa endring i salinitet ved synkeadferd,
eller aktiv svgmming for 8 unngd vann med lavere salinitet (Gravli, 1996; Lance, 1962;
Grindley, 1964; Harder, 1968). Ettersom det ble observert adferdsresponser som fglge
av lysstimulus for begge larvestadier, kan dette vise at C. elongatus responderer slik det
er forventet. Resultatene kan likevel tyde pa at salinitet er den miljgfaktoren som
dominerer ndr det kommer til distribusjon og fordeling av lus.

Akvariets dimensjoner begrenser forsgkets neaerhet til naturlige forhold. Stgrrelsen pa
akvariet var tilpasset for bevegelsesdeteksjonen av 500-660 um store larver i mgrket, og
det var generelt sett utfordrende & oppna god opplgsning slik at det var mulig 8 se sma
larver. Et lite akvarium skiller seg fra naturlige miljg gjennom flere forhold, blant annet
faktorer som bglger, stream, lysforhold, stgrrelsesforhold, vaer etc. Det var likevel mulig 3
etablere en salinitetsgradient som gav et godt innblikk i larvenes adferd i mgte med vann
med lav salinitet, samt utforme et oppsett der antall synlige lus ble vurdert som
tilstrekkelig. 16 cm vannhgyde tilsvarte over 300 kroppslengder, slik at det er grunn til 8
tro at larvene hadde tilstrekkelig plass til 8 utgve naturlig adferd. Det er derfor grunn til 8
tro at det eksperimentelle oppsettet bidro til & gi et godt innblikk i hvordan luselarvene
kan oppfgre seg ved naturlige forhold.

4.2.3 Videre forskning

I videre forskning hadde det veert nyttig & utvide forsgket til & omfatte et bredere spekter
av saliniteter, bdde nar det kommer til toleranse og adferd. Dette kunne f.eks. blitt gjort
ved 3 lage bade halokliner og isohaline kolonner for hgyere saliniteter (34-30 ppt), og
sammenlignet adferdsresponser for b&de nauplii og copepoditter. Siden det ble observert
aggregering i haloklinen for L. salmonis ved 32 ppt (Crosbie et al., 2019), hadde det
vaert mulig og gjort lignende tilnaerming for C. elongatus. Bade C. elongatus og L.
salmonis viste en adferd som var preget av et likevektsforhold mellom salinitetsrespons
og lysrespons. Det hadde vaert interessant 8 undersgke akkurat hvor denne likevekten
befinner seg for begge artene. Dette kan bli gjort ved & studere adferdsresponsen i vann
med salinitet mellom 26-24 ppt, og sammenligne resultatene for artene. Slike funn ville

28



ogsa veert relevant i forhold til hva man kan forvente a finne av brakkvannsgradienter pa
oppdrettslokaliteter.

En ytterligere utvidelse av forsgket kunne inkludert et stgrre akvarium, uten at dette gikk
pa bekostning av opplgsningen pa opptakene. P& den maten ville det blitt enklere &
simulere naturlig forhold i sjgen, som muligens hadde gitt resultatet stgrre anvendelse i
modellering etc. Det hadde ogsa veert nyttig 8 dokumentere salinitetstoleransen til
nauplier og sammenlignet resultatene med bade de for copepoditter, men ogsa de for L.
salmonis. Ulik grad av eksponering for lav salinitet (eksponeringstid og konsentrasjon)
hadde ogsa kunne gitt informasjon om hvorvidt larvestadiene klarte & restituere fra lave
saliniteter.

Scriptene som ble brukt til denne databehandling viste seg til slutt & vaere gode nok til 3
detektere sma bevegelser, slik at et tilstrekkelig utvalg bevegelsesdeteksjoner ble tatt
med videre i databehandlingen. Dette fgrte likevel til at en del stgy og ubrukelige spor
matte fjernes fra det endelige datasettet manuelt. En forbedring av databehandlingen
ville definitivt vaert 8 implementere maskinlaering for @ detektere forskjellen pa lus og
stgy, slik at helt faste kriterier hadde blitt satt for hvert datasett. Ytterligere forskning pa
C. elongatus er viktig, da det kan gi oss stgrre innsikt i hvordan ulike miljgfaktorer
pavirker artens distribusjon. Dette kan bidra med kunnskap til bruk i kartlegging og
modellering av smittepress, som er nyttig for norsk oppdrettsneering.
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5 Konklusjon

Formalet med studien var 8 undersgke salinitetstoleransen til copepoditter, samt
adferdsresponsen hos bade nauplii og copepoditter av C. elongatus i mgte med
brakkvannslag med lav salinitet i mgrket og lyset. Andelen mobile copepoditter i bioassay
gikk kraftig ned ved 14-11 ppt, noe som antyder at C. elongatus har noe lavere
toleranse til lavere saliniteter sammenlignet med tidligere funn av L. salmonis. Adferden
til nauplii og copepoditter i salinitetsgradienter med og uten lysstimulus viste en
signifikant effekt av salinitet pa larvenes gjennomsnittlige vertikalposisjon. Naupliene
unngikk brakkvannslag under 30 ppt i stor grad, mens copepodittene hadde en mer
gradvis unnvikelse av brakkvannslaget med redusert salinitet. Copepodittene responderte
pa lysstimulus i stgrre grad enn naupliene. Den vertikale fordelingen av C. elongatus
larver skyldes sannsynligvis en likevekt mellom tiltrekning mot overflatelys, og
unnvikelse av brakkvannslaget. Resultatet tyder pd at denne likevekten ligger et sted
mellom 24-26 ppt for copepoditter, og 32-30 ppt for nauplii. Funnene indikerer at
salinitet sannsynligvis er en mer dominerende miljgfaktor for fordelingen av nauplii,
sammenlignet med copepoditter. Gjennomsnittshastigheten til copepodittene var
generelt hgyere sammenlignet med naupliene, noe som stemmer overens med det som
var forventet. Hastigheten for begge stadier var ogsa lavere sammenlignet med tidligere
funn gjort for L. salmonis. Resultatene understreker viktigheten av salinitet som en
ngkkelfaktor i vertikal fordeling og overlevelse for larvestadier av C. elongatus, og bidrar
med gkt kunnskap om hvordan ulike miljgfaktorer spiller inn ved fordelingen av
luselarver.
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Vedlegg A: Lyskontroll i Arduino Uno

Kode utviklet av Stephen Grant og modifisert av Maja Hatlebakk.

#include <Adafruit GFX.h>
#include <Adafruit NeoMatrix.h>
#include <Adafruit NeoPixel.h>
#ifndef PSTR
#define PSTR
fendif
//Set PIN used (PIN 5 is already connected in the control box, if you
need to change it for any reason change this value)
#define PIN 5
//This defines the parameters of the LED array (named 'matrix'), not
important for use but please do not change anything here
Adafruit NeoMatrix matrix = Adafruit NeoMatrix (8, 8, PIN,

NEO MATRIX TOP + NEO_MATRIX LEFT +
NEO MATRIX ROWS + NEO MATRIX PROGRESSIVE,
NEO GRBW + NEO_KHZ800) ;

// Define an array of colors for quick use: colors[0]=White,
colors[l]=Red, colors[2]=Green, colors[3]=Blue, colors[4]=custom RGB
colour
// Change RGB values below to edit the array
const uintl6 t colors[] = {

matrix.Color (255, 255, 255), //0 - White

matrix.Color (255, 0, 0), //1 - Red

matrix.Color (0,255,0), //2 - Green

matrix.Color (0,0,255),//3 - Blue

matrix.Color (0,0,0), //4 - Custom

matrix.Color(127,255,210) //5 - Moonlight

}i
//A1ll arduino code consists of a setup and a loop, the setup is used to
set some parameters, in this case to start the LED array and to
//set the brightness
void setup() {

matrix.begin(); //initialise the LED board
matrix.setBrightness(l); // bruk bare denne ved konstant lys. for
pulsering, deaktiver denne med "//" og bruk for-loopen nedenfor.

// NB: Deaktiver linje 42-46 og linje 51-59 ndr du bare skal ha
konstant 1lys
}
void loop () |

matrix.fillRect (0,6,7,2,colors[3]); //define top left point x,y
coordinates, rectangle width, and rectangle height

matrix.setBrightness (10);

matrix.show () ; //Displays the preceding
commands, can be used more than once in a loop to cycle through a number
of commands

delay(x); // light on for x milliseconds

//Reset brightness to minimum

matrix.setBrightness (10);

matrix.show () ;

delay(x); // light off for x milliseconds
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Vedlegg B: Statistisk analyse
Bioassay med copepoditter

Tabell B1: One way ANOVA resultat fra bioassay med copepoditter. Effekten av salinitet
pa andelen mobile copepoditter var signifikant (p<0.05).

Variabel df Sum Sq Mean Sq F-verdi p-verdi

Salinitet 1 3162 3162 137.7 <0.001

Tabell B2: Post hoc sammenligning med Tukey HSD test indikerte at prosent mobile
copepoditter for salinitet 14-2 ppt (M = 85-0, SD = 16-0) var signifikant forskjellig fra
kontrollgruppen (32 ppt). For salinitet 27-17 ppt (M = 100-98, SD = 0-4) var det ingen
signifikant effekt av salinitet pd prosentandel mobile copepoditter sammenlignet med
kontrollgruppen (32 ppt).

Salinitet | Gj.snitt SD Forskjell 95% KI 95% KI p-verdi
(ppt) (%) (diff.) Nedre @vre (upr) (padj)
(Iwr)
27 100 0 -1.421085e-14 -36.29 36.29 1.00
23 100 0 -4.440000e+00 -40.73 31.85 0.999
20 96 10 -2.000000e+00 -38.29 34.29 1.00
17 98 4 -1.505400e+01 -51.35 21.24 0.921
14 85 16 -5.400000e+01 -90.29 -17.70 <0.001
11 46 51 | -1.000000e+02 -136.29 -63.70 0
8 0 0 -1.000000e+02 -136.29 -63.70 0
5 0 0 -1.000000e+02 -136.29 -63.70 0
2 0 0 -1.000000e+02 -136.29 -63.70 0

Copepoditters gjennomsnittlige posisjon i vertikalretning

Tabell B3: Effekten av salinitet pa copepodittenes gjennomsnittlige vertikalposisjon var
statistisk signifikant for bade mgrkeperioden og lysperioden (p<0.05, one way ANOVA).

Variabel Df Sum Sq Mean F-verdi p-verdi
Sq
Mgrkeperioden Salinitet 1 7538751 7538751 38.76 <0.001

Lysperioden Salinitet 1 9764389 9764389 55.61 <0.001




Tabell B4: Post hoc sammenligning med Tukey HSD test indikerte at alle salinitetene
(30-16 ppt) utenom 28 ppt hadde en signifikant effekt pa copepodittenes
gjennomsnittlige vertikalposisjon gjennom den totale lysperioden (p<0.05).

Salinitet | Gj.snitt SD Forskjell 95% KI 95% KI prverd

(ppt) (diff.) Nedre @vre (upr) (padj)
(Iwr)

30 849,4 600,68 618.17 214.606 1021.73 <0.001
5 11057 | 610,71 | o3¢ -113.03 759.54 0.332
e 757,3 553,51 | 4 5o 254.077 1089.39 | <0.001
54 775,1 516,68 653.85 254.25 1053.45 <0.001
s 734,9 463,46 | 752,78 360.26 1145.302 | <0.001
o 670,3 | 445,25 | 55 53 394.51 1156.54 0
'8 661,5 401,77 gs0.16 476.048 1224.27 0
" 466,6 333,03 | o, 59 549.84 1374.93 | <0.001

Tabell B5: Post hoc sammenligning med Tukey HSD test indikerte at alle salinitetene
(30-16 ppt) hadde en signifikant effekt pa copepodittenes gjennomsnittlige
vertikalposisjon gjennom mgrkeperioden (p<0.05). Gjennomsnitt og standardavvik vist
for alle individer.

Salinitet Gj.snitt SD Forskjell 959% KI 959% KI p-verdi
(ppt) (diff.) Nedre (lwr) @vre (upr) (padj)
30 607,9 532,23 732.34 314.33 1150.35 <0.001
28 812,6 205,88 527.82 75.92 979.73 <0.001
26 59,4 428,97 780.86 348.25 1213.46 <0.001
24 683,3 523,27 686.73 272.83 1100.63 <0.001

22 >77.3 413,89 785.58 379.02 1192.15 0

20 >17,3 388,38 834.94 440.28 1229.59 0

18 4971 318,45 843.23 455.72 1230.73 0

16 3414 313,18 998.88 571.57 1426.19 0




Gjennomsnittshastighet til copepoditter

Tabell B6: One way ANOVA viste at salinitet hadde en signifikant effekt pd
copepodittenes gjennomsnittshastighet, bade for mgrkeperioden og lysperioden
(p<0.05).

Variabel Df Sum Sq Mean F-verdi p-verdi

Sq
Lysperioden Salinitet 8 2037 254.61 4.888 <0.001
Mgrkeperioden Salinitet 8 2945 368.1 6.042 <0.001

Tabell B7: Tukeys test viste at effekten av salinitet p& gjennomsnittshastigheten til
copepoditter i mgrkeperioden (M) var signifikant (p<0.05) for saliniteter 20-16 ppt, men
ikke for salinitet 30-22 ppt, sammenlignet med kontrollen (32 ppt). For lysperioden (L)
var effekten av salinitet siginifikant for salinitet 26-16 (p<0.05), men ikke for salinitet 30
og 28 ppt (p>0.05), sammenlignet med kontrollen. Gjennomsnitt og standardavvik (SD)
ble beregnet for alle individer (Tabell 5).

Forskjell 95% KI Nedre 959% KI @vre p-verdi (padj)
Salinitet | (diff.) (Iwr) (upr)

(ppt) L M L M L M L M
30 4.66 4.59 -2.53 -3.18 11.85 | 12.37 | 0.522 | 0.647
28 2.42 -2.27 -5.35 -10.68 | 10.203 | 6.14 0.987 | 0.995
26 7.99 7.85 0.54 -0.19 15.43 | 15.908 | 0.0251 | 0.062
24 8.047 7.24 0.92 -0.46 15.17 | 14.94 | 0.0142 | 0.083
22 7.035 7.1001 -0.023 -0.53 | 14.095 | 14.73 | 0.0515 | 0.090
20 9.0606 8.99 2.31 1.69 15.81 | 16.29 | 0.00126 | 0.004
18 9.485 10.36 3.81 3.14 17.15 | 17.57 | <0.001 | <0.001
16 9.65 9.27 2.304 1.316 | 17.015 | 17.22 | <0.001 | 0.009

Tabell B8: Det var ingen signifikant forskjell p@ gjennomsnittshastigheten til
copepodittene i mgrkeperioden og den totale lysperioden (paired t-test, p> 0,05). I
meorkeperioden (20,8 sek.) og hele lysperioden (81,6 sek.) var altsd hastigheten tilnaermet lik
for individene i alle saliniteter.

T-verdi p-verdi

1.28737 0.233




Naupliers gjennomsnittlige posisjon i vertikalretning

Tabell B9: Effekten av salinitet pd nauplienes gjennomsnittlige vertikalposisjon var
statistisk signifikant for bade lysperioden og mgrkeperioden (one way ANOVA, p<0.05).

Variabel Df Sum Sq Mean F-verdi p-verdi
Sq
Mgrkeperioden Salinitet 1 135957 135957 0.849 <0.001
Lysperioden Salinitet 1 558171 558171 5.069 0.0252

Tabell B10: Post hoc sammenligning med Tukey HSD test indikerte at salinitetene 30-24
og 18-16 ppt hadde en signifikant effekt pa nauplienes gjennomsnittlige vertikalposisjon

gjennom mgrkeperioden (p<0.05).
Salinitet Gj.snitt SD Forskjell 959% KI 959% KI p-verdi
(ppt) (diff.) Nedre gvre (padj)
(Iwr) (upr)
30 495 354.22 626.99 260.10 993.88 <0.001
28 808.6 321.45 470.68 68.25 873.11 0.00921
26 790 381.14 438.57 68.01 809.14 0.00791
24 619.1 351.59 535.96 172.36 899.55 <0.001
22 711.8 325.75 344.30 35.108 723.71 0.109
20 810.4 368.67 336.43 -32.24 705.107 0.104
18 333.1 406.87 607.27 238.603 975.95 <0.001
16 650.2 310.79 457.93 91.046 824.82 0.003803




Tabell B11: Post hoc sammenligning med Tukey HSD test indikerte at alle salinitetene
(30-16 ppt) hadde en signifikant effekt pa nauplienes gjennomsnittlige vertikalposisjon
gjennom lysperioden (p<0.05).

Salinitet Gj.snitt SD Forskjell 959% KI 959% KI p-verdi
(ppt) (diff.) Nedre gvre (padj)
(Iwr) (upr)

30 413.6 338.95 573.27 270.05 876.4 <0.001
28 707.9 388.65 413.46 80.88 746.05 0.004029
26 608.1 345.72 497.89 191.63 804.14 <0.001
24 552.4 308.8 514.03 213.54 814.53 <0.001
22 586.2 322.77 370.70 57.13 684.26 0.008029
20 652.4 372.39 408.01 103.31 712.70 0.00126
18 338 353.76 578.51 273.81 883.20 <0.001
16 484.2 298.43 514.81 211.60 818.03 <0.001

Gjennomsnittshastighet til nauplier

Tabell B12: Det var en signifikant forskjell p& gjennomsnittshastigheten til naupliene i
mgrkeperioden og den totale lysperioden (paired t-test, p> 0,05). I mgrkeperioden (20,8
sek.) og hele lysperioden (81,6 sek.) var altsa hastigheten tilnazermet lik for individene i alle
saliniteter.

T-verdi p-verdi

5.64019 0.00048

Tabell B13: One way ANOVA viste at salinitet hadde en signifikant effekt pa nauplienes
gjennomsnittshastighet, bade for mgrkeperioden og lysperioden (p<0.05).

Variabel Df Sum Sq Mean F-verdi p-verdi
Sq
Lysperioden Salinitet 8 550.3 68.79 6.82 <0.001

Mgrkeperioden Salinitet 8 563.4 70.42 6.498 <0.001




Tabell B14: Tukeys test viste at effekten av salinitet pa gjennomsnittshastigheten til

nauplier i mgrkeperioden (M) og lysperioden (L) var signifikant (p<0.05) for alle

saliniteter (30-16) sammenlignet med kontrollen. Gjennomsnitt og standardavvik ble
beregnet for alle individer (Tabell 6).

Salinitet Forskjell (diff.) 95% KI Nedre 959% KI @vre p-verdi (padj)

(ppt) (lwr) (upr)

Periode L M L M L M L M
30 5.46 5.45 2.37 2.24 8.56 8.66 <0.001 | <0.001
28 5.43 5.35 2.034 1.83 8.82 8.87 <0.001 | <0.001
26 6.96 6.99 3.82 3.75 10.11 10.23 <0.001 | <0.001
24 4.91 4.89 1.82 1.68 8.014 8.106 <0.001 | <0.001
22 5.97 5.69 2.73 2.35 9.22 9.033 <0.001 | <0.001
20 5.305 | 5.41 2.17 2.17 8.43 8.65 <0.001 <0.001
18 4.89 4.92 1.74 1.66 8.034 8.18 <0.001 | <0.001
16 6.13 6.37 3.039 3.16 9.23 9.58 <0.001 | <0.001




Vedlegg C: Hastighet, copepoditt

Tabell C1: Gjennomsnittlig hastighet for copepodittene i vertikale salinitetsgradienter. Salinitet viser til saliniteten i brakkvannslaget pa
salinitetsgradienten. Periode (1-3) er de ulike lyseksponeringene, der periode 1 tilsvarer mgrkeperioden, periode 3 tilsvarer hele den
totale lysperioden, og periode 2 tilsvarer den fgrste delen av lysperioden for alle saliniteter. ID er objekt-ID til alle sporede copepoditter.

Hastighet (mm/sek)

32 ppt 30 ppt 28 ppt 26 ppt 24 ppt 22 ppt 20 ppt 18 ppt 16 ppt
D | Periode I Periode D | Periode ) Periode D I Periode D | Periode D | Periode D I Periode D | Periode
1] 3] 2 1] 3] 2 [ 1 [ 3] 2 [ 1] 3] 2 |1 [ 3] 2 | 1] 3] 2 | 1] 3] 2 |1 [ 3] 2 [ 113 2
Rep 1 D24 14,3 14,4 7,28 | ID17 13 12,1 5,09 | ID26 47,3 30,4 9,05 | ID7? 13,6 13,7 32,2 | IDI6 5,93 595 8,06 | D18 13 13 2529 | IDI 16 16,1 40,31 | ID30 9,56 9,56 4,12 | ID17 13,3 13,3 5,65
ID86 14,5 14,6 9,05 | IDI8 27 26,9 26,24 | ID12 49,7 33,8 22,84 | ID30 11,8 11,5 10 | ID31 11,4 11,5 3041 | ID4 14 13 538 | D22 13,8 13,9 21,84 | D30 129 12,8 7,28 | ID16 19,1 19,2 3
ID5 23,1 23,3 57,87 [1D396 21,4 21,6 D24 42,3 26,3 27,73 | D3 12,8 12,8 11,4 | D90 26,1 19,1 15 | ID18 156 14 53,16 | ID14 28,1 28,3 33,24 | ID14 199 20 40,36 [ ID2 17,3 17,3 10
ID87 28,8 28,9 12,52 | ID40 8,74 8,75 6,08 |ID120 23,1 23,3 D22 32,1 32,3 14,03 | ID1I 21,4 21,3 15,29 | ID29 8,43 157 5 1028 10,5 10,4 1581 | ID29 13 13,1 4,47 | ID14 16 159 66
D425 36,1 36,4 IDS0 6,39 641 3,6 | ID5 11,3 59 4,47 | D12 10,9 10,7 41,03 |ID183 14,6 14,7 D56 10,6 8,48 5 ID19 16,8 16,4 5 ID76 12,6 12,5 28,31
ID35 21 21,1 4,123 |ID199 8,54 8,56 6,08 |ID214 39,4 39,9 D42 12,7 11,2 89,2 | ID5 12,2 11,6 12,16 | IDB4 20,9 10,6 6,7 D0 21,2 21,4 6 ID23 19,9 19,5 4,47
ID89 22,9 226 7 D134 14,5 14,7 ID7 14,3 20,9 79,47 | D17 196 19,7 10 | ID27 7,18 7,22 14
ID13 29,6 29,8 2 |ID104 11,9 14,1 5 ID19 13,3 13,4 54,56
ID19 24,4 24,2 16,27 | ID243 9,86 11,6 13,45 ID33 14,7 148 4
ID14 13,6 13,6 9,05 | ID33 9,06 9,92 ID40 16,7 158 5
ID25 10,7 10,6 8,54 ID75 10,3 9,95 6,08
D501 17,4 17,6 D242 7,2 7,24 3,6
Rep 2 ID87 35 34,9 10 |ID127 14,8 14,7 5 |ID100 17,2 17,2 33,3 | ID35 17,6 17,6 & D32 11,7 11,7 10,04 | ID1I0 157 151 3832 | ID46 11,3 11,2 6,4 | ID25 269 27 49,65 | ID38 7,09 7,05 9,21
ID105 27,8 28 6,08 | ID49 21,4 21,5 509 | IDO 11,4 11,4 6 D49 18,9 18,9 15,52 | ID35 12,6 12,6 9 D10 24,4 24,4 19,41 | ID83 14,1 14 2545 | D23 25,5 255 31,78 | ID20 17,8 17,9 18,24
ID40 36,6 36,8 23,7 |ID133 34,5 34,7 6,32 | ID28 19,4 19 9 D89 13,1 13,1 14 | ID84 8,49 852 5 |ID125 13,3 13 509 | ID8O 6,22 6,18 6 |ID115 3,16 3,14 8,06 |ID110 7,79 7,78 8,06
ID39 24,3 24,4 12,52 |ID135 33 33,2 4,12 | ID19 19,7 19,5 26,47 | ID1I0 22,2 22,3 7,07 | IDO 31,1 20,8 53,31 | ID71 40,1 40,4 17,02 | ID3 21,2 21,4 19,79 [ ID3 19,5 19,6 12,08 |ID110 20,2 20,4 13,89
ID112 28,9 29,1 7,07 | ID13 41,1 41,4 3584 |ID226 32,3 21,1 7,28 | ID2 3,43 3,43 4 ID10 17,3 17,4 565 | ID3 36,2 364 14,03 | ID46 20,6 20,7 28,07 | ID32 14,7 14,4 67,47 | ID33 12,1 12,1 49,25
D102 22,4 22 33,24 | ID7 18,2 183 9 ID69 10,2 21 9,05 |ID294 159 16 8 ID40 9,69 9,68 5,09 | ID44 23,4 23,6 4,47 | ID68 4,22 4,14 509 | D17 24,3 24 40,31 | ID43 10,6 10,6 4
ID108 21,1 20,6 7,07 |ID268 21,2 21,3 7,28 | ID47 18,7 18,9 6,32 | ID59 155 156 30,8 | ID70 34,3 34,4 59,21 |ID133 26,9 27 29,83 | ID65 14,2 14,2 9,43 | ID5 6,35 6,03 38,07 | IDI9 14,7 14,6 1
ID111 251 25,3 4,47 | ID33 19,9 19,8 23,19 D0 17 17,1 8,24 | ID89 8,77 88 4,12 | ID30 13,2 13,4 228 | ID44 29,9 29,6 36,76 | D112 13 13,1 9,84 |ID335 20,8 14,4 11
ID41 21,8 21,9 34,23 IDS8 28,4 28 40 |ID104 22,4 22,4 41,78 | ID95 155 151 22,8 | ID37 20,1 20,2 31 |ID105 12,4 125 3,16 | ID3 28,1 284 18,02
ID101 159 16 5,09 ID134 13,4 13,3 8,06 | IDO 13,4 13,2 3,6 | IDI0 2,96 2,94 11,16
D105 16 16 4,12 | D279 27,1 27,3 9,21
D209 15,5 154 10 | ID36 10,9 11 5,56
D62 21,1 21,2 14,21
D43 14,8 14,8
Rep 3 ID103 13,7 13,7 6,7 | ID30 17,7 17,7 9,48 | ID2 353 352 39 ID3 17,7 17,8 21,09 | ID29 13,1 13,2 4,47 | ID26 14,5 146 8 D1 89 9 11,4 | ID36 13,5 13,5 5 [ID116 11,8 11,9 5,09
D11 18,5 187 5 D6 35,1 154 6,32 | ID11 23,1 23,3 69,64 | IDI1 155 156 13,89 | ID72 11,2 11,2 9,05 | D32 12 11,8 8,94 | ID37 15 15 538 | ID17 12,2 12,3 33,83
D83 26,3 26,5 10,19 | ID14 8,81 8,85 3546 | ID4 14,8 149 3 D28 13 13,1 8,06 |ID127 13 13,1 4,12 |ID116 14,3 13,8 48,25
IDB6 18,6 18,8 2,23 D35 62 62 6 D26 19,9 20 1,41 | ID9 13,6 13,7 5 ID7 12,2 12,1 5,38
D105 18 18 3 D99 3,3 3,39 2 D49 8,1 8,17 5 D6 11,3 11,3 7,07
ID9 11,6 10,4 59,09 D212 9,16 9,19 6 ID25 16,6 16,8 2 D30 20,3 20,5 12,2
IDS2 12,3 12,4 4,12 ID191 7,69 7,65 5 ID24 12,9 12,8 12,2 | ID2 8,48 8,37 26,4
D91 16 16,2 4,47 D12 6,69 6,19 4 ID35 14,2 14 9,84
b2 159 16 10 |ID105 13,7 13,8 5
ID38 11,7 11,5 3,6
Gjennomsnitt T24,1 724,17 14,6 T19,579,47 11,5 726,3721,77 17,3 T16,27T16,1 7 22,6 76,8 716,17 16,4 T7,07M1717 17,9 F15,1 715,17 13,4 713,7713,6 7 15,8 714871457 17,8
SD 70 77,0 ¥ 14,2 "85 "8,7 " 136 M13,4%92 " 123 "6,7 "e,7 ¥ 22,8 76 "68 " 16,2 797787179 6,7 "8 110 56 756 " 175 "s1 750 "17,6




Vedlegg D: Hastighet, nauplii

Tabell D1: Gjennomsnittlig hastighet for naupliuslarvene i vertikale salinitetsgradienter. Salinitet viser til saliniteten i brakkvannslaget
pa salinitetsgradienten. Periode (1-3) er de ulike lyseksponeringene, der periode 1 tilsvarer mgrkeperioden, periode 3 tilsvarer hele den
totale lysperioden, og periode 2 tilsvarer den fgrste delen av lysperioden for alle saliniteter. ID er objekt-ID til alle sporede nauplii.

Hastighet (mm/sek)
32 ppt 30 ppt 28 ppt 26 ppt 24 ppt 22 ppt 20 ppt 18 ppt 16 ppt
o | Periode ID I Periode D I Periode D I Periode D Periode D Periode D Periode D | Periode D | Periode
1 [ 3] 2 [ 1 ]3] 2 IENERF [ 1 [ 3] 2 IFNER R BN ERF [ 1 ]3] 2 1 [ 3] 2 1 [ 3] 2
Repl ID1 6,84 6,52 4 ID1 7,81 7,07 1204| IDS 7,28 689 11,66| ID4 666 631 3,16 |ID12 711 679 7,07 | ID1 6,8 6,52 B,54|1D6 889 849 728 |ID3 1044 9,96 11,04| ID60 702 6,89 8,06
ID15 19,47 18,67 7,28 |ID10 6,14 582 7,07 ID6 10,25 9,5 8,24 | ID4 8§73 832 509 ID6 6,06 573 9 1D6 6,46 6,14 509 |ID21 6,24 588 4,12 |ID1 7,56 7,23 14,86 ID24 6,79 678 3,16
Do 8,79 836 13,34| ID5 579 548 9 D1 10,47 9,5 58 |1Dz2 83 751 7,81 | ID2 8,44 8,05 4 104 848 8,08 565 |ID21 806 76 17,72|ID0 6,76 6,26 538 | ID65 548 544 6

ID14 586 557 17,26| ID2 6,71 635 509 | ID3 11,46 10,86 806 | ID3 8§88 848 9,21 | IDS 58 563 8§9% | ID0O 892 844 11,31|ID7 6,38 594 11,4 |ID6 11,9 11,4 11,4 | ID12 7,1 7,12 223
I8 9,16 873 223| IDB 675 634 128 |1D0 644 6,11 1044| ID4 61 578 921| ID7 11,04 10,5 707 |ID1 10,71 10,23 583 | IDS 10,8 10,39 8,06 | ID64 587 587 854

ID4 10,8 10,31 7,28 | ID2 13,62 12,97 7,07 [ IDs 9,95 7 |mi2 10 95 1044|IDI6 817 7,72 13,03[(ID12 75 7,04 14 [IDI0 677 6,41 8,24 |IDS6 8,25 7,53 38,91
D36 4,63 4,1 9,05|1D24 12 11,32 14,14| D5 74 7 1802|ID11 729 693 86 | ID2 78 7,53 1843|108 753 7,11 4,24 |IDI1 13,43 12,55 41 |ID154 561 558 5
027 68 65 5 |ID172 14,15 13,58 IDSO 9,39 895 8,06|IDI0 715 68 3 | ID3 746 732 1 |ID9 1582 1509 6,4 |ID4 7,73 7,35 16,12 D47 9,34 9,38 4,12
ID7 509 48 5 |ID51 427 4 5 |19 11,13 10,62 9,48 | ID7 14,59 13,9 86 | IDIS 8,18 7,72 14,86[ID16 13,41 12,8 39,59| D7 16,71 1567 3,6 | ID2 807 808 1
D29 2,09 271 5091013 11,82 11,3 721 |ID8 14,16 13,55 3,6 | ID20 11,73 11,22 509 | IDI8 1564 14,93 509 [ID20 14,71 13,94 9 |ID2 11,73 11,24 11,04

ID39 6,98 662 6,08 ID9 12,26 11,66 3,16 [ID13 12,78 13,09 2,82 [ID15 12,45 11,9 6,32

IDI0 7,5 7,16 8,06 D32 63 601 5 |ID3 9,72 9,29 1,41 |ID8 13,6 12,93 10,29

D10 9,13 8,67 9,21 (ID12 9,03 86 11,04
1D9 6,4 577 8,54

Rep 2 ID8Y 10,75 10,15 9,48 [ ID2 9,74 9,28 89 | ID3 885 836 9,21 |IDI3 75 761 7,07 |ID73 18,54 17,78 D10 681 679 10,19|IDI8 673 672 6 |IDI2 544 548 1503| IDE 69 685 8,6
IDI4 12,3 11,75 1649(ID21 10 942 19,1 [ID21 10,8 10,31 8,06 |IDI3 6,18 6,18 7,21 [ID617 11,84 11,36 D102 17,75 IDIS 5,17 516 6 |ID47 7,46 7,41 12,72| ID1I2 9,09 9,07 64
D9 13,14 12,44 8 |IDS 7,85 7,33 1526 Ip4 592 567 10 |ID12 84 84 538 1D3 841 802 707| ID8 931 935 509 |14 68 68 7 [ID25 10,03 10,05 1581| IDIO 7,85 7,87 8,6
IDI178 9,59 9,07 13 |IDIL 10,43 9,77 11,18 DS 638 64 1,41 ID9 567 536 67 D6 11,6 11,61 781 |ID8 10,85 10,88 5 | ID3 12,02 12,06 12,52
IDB1 13,67 13,03 10,19 ID3 11,31 10,79 2 DB 885 883 4 |IDI6 7,59 7,27 18,43 D3 10,38 10,39 7,28 |ID6 7,6 7,19 5 |ID14 11,29 11,27 15
D28 9,44 9,94 10 D2 10,3 10,28 538 | IDIS 9,79 9,38 8§06 IDI0 7,97 7,99 6,08 |ID5 14,63 1464 9 | ID5 12,39 12,43 11,4
ID4 9,85 929 64 ID10 6,31 6,23 6 D1 12,22 11,65 2,23 00 10,07 10,09 7,07 D22 9,08 9 9,21
D17 13,32 12,67 7,07 ID44 10,54 10,6 4,12 | ID11 12,37 11,83 2,82 D2 929 934 5 D54 10,38 10,29 32,06
ID6 10,09 9,51 1513 D6 4,39 4,37 67 | IDZ 993 944 8§94 D11 11,58 11,62 6,32 ID17 825 816 10,04
ID1 17,29 16,55 12,52 D10 12,15 11,62 6,08 D20 8,89 889 7,07 IDI5 10,09 10,11 7,61
D9 22,49 21,51 5 D14 12,6 12,02 7,07
D12 13,77 13,12 18,43 DS 10,22 87 7
ID0D_ 15,92 1522 4,47 ID6 6,49 6,15 28,79
Rep 3 ID79 9,94 10,02 7,07 [ID24 575 578 7,07 |IDS0 636 631 11,66|id34 527 528 894 |ID35 851 848 223 |ID123 511 507 9,43 |ID6 646 6,45 4,12 [1S28 14,88 14,95 14,86| ID34 6,56 654 3,6

IDB0 22,08 22,24 2549|ID19 7,32 7,31 10,04| ID47 6,35 6,35 3,16 |ID38 6,25 6,29 5 ID42 593 58 632|ID38 695 684 1208|107 66 663 632|ID31 614 6,18 2,23|IDI1 641 642 9,43
ID21 20,57 20,68 10 |ID18 7,56 7,6 509 |ID42 9,84 9,77 10,29|ID58 7,47 7,38 18,11|ID110 6,63 6,56 13,45|ID258 504 4,98 10,77|ID0 6,29 6,31 7,81 |ID5 11,78 11,79 10,44| ID36 6,19 6,09 14
ID20 20,86 21,01 2 |ID20 6,14 6,16 2 D43 9,25 9,24 5 D0 634 6,29 3 D129 8,6 84 11,66| ID42 6,27 6,3 5 09 7,67 7,68 8,54 |1D25 11,54 11,61 5 ID13 6,51 6,37 19
ID10 21,13 21,18 14,86| IDD 10,19 10,25 6,08 |ID147 6,53 6,55 509 [ID57 6,22 6,24 2,82 |ID62 634 637 7,61 |ID35 897 8§94 5 D17 11,76 11,78 9,05 [ID39 10,43 1049 4 D12 68 676 2501

D23 22,45 22,4 24,35|ID71 12,12 12,23 ID118 6,53 6,52 14,56|ID36 6,88 6,79 1442| ID0O 819 823 4,12 ID0O 708 702 2662|ID11 566 567 608 |IDS 10,81 10,86 5 D7 7,19 7,19 10,19
ID68 9,48 9,53 4,12 | ID45 10,3 10,18 8,54 |ID56 3,89 38 11,04| ID6 13,5 1358 3,16 |ID212 539 532 223 |IDI5 995 9,91 23 |[ID19 576 554 20,24| ID8 871 874 7
D66 3,9 3,88 6 ID30 4,12 4,11 6,4 | ID85 9,81 9,82 447 |IDI76 7,32 7,35 11,04| ID3 7,68 7,69 6 |ID23 59 584 31,95| IDI0 8,22 825 4
ID67 5,84 5,84 5 ID51 3,38 3,3 2,23 |1D263 12,28 12,34 8,06 |ID121 11,62 11,72 4,12 ID2 661 6,63 555|ID40 8,59 857
ID1 3,48 345 5 D2 815 814 11,04| ID7 14,79 14,88 6,32 | ID1 11,41 11,37 6,32 D29 2,28 2,25 5 IDS 513 492 312
ID39 12,28 12,08 20,51 ID38 512 5,13 3

D51 12,61 12,61 15,52
D2 829 834 11,66
1D9 10,81 10,63 16,27
Gj Fias T 142 | 12,2 o0 T87 " 79 To1 " 88 "11,5 F75 722" 73 To6 " 93" 79 o8 "2 91 o1 Tgo " g7 Y96 93 128 Ts1 81 106

SD r5,a '5,9 '6,5 r4,2 '3,5 '4,4 '2,7 '2,5 711,4 '2,3 '2,2 '4,0 r3,1 '3,0 '5,]. '3,1 r2,5 rﬁ,ﬂ '2,7 rz,ﬁ '7,0 '3,3 '3,2 '11,3 r2,]. '2,1 '3,3
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