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1 Forord

Dette er sluttrapport for projsektet “Oppdrett av marine larver” som er et samarbeidsprosjekt
mellom Icelandic fisheries laboratories/University of Akureyri, Fiskey Ltd. og Holar
Agricultural University i1 Island, Bodg Regional University i Norge og Fiskaaling P/f i
Feerayene.

Prosjektet startet i januar 2004 og avsluttes med denne rapporten i mars 2006. Prosjektet
hadde en gkonomisk ramme pa tilsammens 789.646 NOK og ble tildelt NOK 300.000 av
Nora.

Prosjektet ble gjennomfart parallelt med et stgrre nasjonal prosjekt pa Island (Preventive
measures in marine aquaculture, 2004-2006). Prosjektet har igjennom prosjekttiden veert
presentert pa deletagernes hjemmesider og resultater fra begge prosjektene har veert presentert
pa mater, seminarer og workshops i Island.

Vi vil takke Nora for den gkonomiske stgtten, som har fart til et produktivt samarbeide
mellom partnere. Dette samarbeidet vil fortsettere videre i nye prosjekt innenfor samme og
nye forskningsomrader.

13. mars 2006

Pa vegne av prosjektdeltakerne,

Rannveig Bjornsdéttir, prosjektleder
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2 Prosjekt deltagere

Rannsoknastofnun fiskidnadarins (Icelandic fisheries laboratories) / Universitetet i Akureyri
Kontaktperson: Rannveig Bjornsdottir, leder Avdeling for akvakultur

Glerargata 36, 1S-600 Akureyri, ISLAND

e-mail: rannveig@rf.is (rannveig@unak.is)

Tel: +354 895 2176 (+354 463 0900)

Fax: +354 462 5216

Hjemmside: http://www.rf.is Rannséknastofnun

Fiskitinadarins HAKE?;E'¥£:

Fiskey Ltd.

Kontaktperson: Heiddis Smaradottir, forskningssjef
e-mail:heiddis@fiskey.is

Glerargata 34, IS-600 Akureyri, ISLAND

Tel: +354 462 7489

Fax: +354 462 7171

Hjemmside: http://www fiskey.is

Bodg Regional Universitet
Kontaktperson: Prof. Christel Solberg
e-mail:christel.solberg@hibo.no
N-8049 Boda, NORGE

Tel: +47 75 51 73 52

Fax: +47 7551 73 49

Hjemmside: http://www.bodo.no

Fiskaaling A/S - Aquaculture Research Station of the Faroe Islands.
Kontaktperson: Ingolf Johansen, direktgr
e-mail:ingolf@fiskaaling.fo

Vid Air, FO-430 Hvalvik, FAEROYENE
Tel: +298 47 47 47

Fax: +298 47 47 48

Hjemmside: http://fiskaaling.fo

FISKAALING P/F

Aquaculture Research Station of the Faroes

Holar Agricultural College (HAC)
Kontaktperson: Helgi Thorarensen, leder avdeling for akvakultur
e-mail:helgi@holar.is

Holar i Hjaltadal, 1S-551 Saudarkrokur, ISLAND
Tel: +354 455 6300

Fax: +354 455 6301

Hjemmside: http://www.holar.is
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3 Bakgrunn.

Voksende interesse for oppdrett av torsk skyldes blandt annet redusert fangst av vill torsk
samtidig som ettersparsel gker (gkt human konsum) (FAO 2004). De siste 30 arene har fangst
av vill torsk blitt redusert fra rundt fire million tonn til under en million tonn og gkning i
fangst av vill torsk er ikke foresett (FAO 2006). @kt ettersparsel (konsum) vil derfor kun bli
mett med gkning i oppdrett og torskeoppdrett anses som et viktig satsingsomrade i bl.a. de
Nordiske land. Pa konferansen "Sats pa torsk" som holdes i Norge hvert ar, blir det klart
framstilt hvor viktig torskeoppdrett er for de Nordiske landene. Torskeoppdrett vurderes ikke
som lgnnsom pr. i dag og en del av arsaken til dette er stor dedelighet i de forste stadiene av
produksjonen (egg — yngel).

Kveite er den starste av flatfiskartene og er et verdifullt produkt i akvakultur. Akvakultur av
kveite er praktisert i en rekke land, bl.a. Island, Norge, UK og Canada. Til sammen produserte
disse landene rundt 1,000 tonn av kveite i 2002 (www.growfish.com.au). Yngeldgdelighet er
et omfattende problem i oppdrett av kveite og andre marine larver, og kun en liten prosentdel
rekker a bli fullstendig utviklet (www.growfish.com.au).

Resultater fra forrige forsgk pa kveite gir en indikasjon pa at denne dedeligheten i stor grad
skyldes bakterievekst, bade stor tetthet bakterier og "feil" samensetning av bakterieflora pa
egg, yngel og i oppdrettsmiljget (Verner-Jeffreys et al. 2003, Bjornsdottir & Smaradottir
2003, Lauzon & Bjornsddttir 2006). Resultater fra disse og andre forsgk viser videre at bade
antall og sammensetning av bakteriearter bestemmes til en stor grad av miljgforhold og
forkvalitet (levende dyreplankton, Artemia) (Olafsen 2001). Kvalitet av egg og
plommesekkyngel vil igjen pavirke kvalitet, og overlevelse av larver etter at farste foring
starter.

Torskeyngel ma ogsa ha levende for i startforingsfasen (Rotifers, Artemia), og de samme
problemmene har vist seg at oppsa her. Vekst af opportunistiske og patogeniske
mikroorganismer i intensiv oppdrett af marine larver er generelt sett et stort problem som
farer til darlig vekst og stor dedelighet. Det er derfor vigtig at fokusere pa denne perioden i
oppdrett av marine yngel.

Tarmflora etablers kort tid etter klekking av marine larver, blandt annet pa grunn av larvenes
trang til & "drikke" for & kunne osmoregulere (Olafsen 2001, Lillehaug et al. 2003). Det
kunne derfor veere negdvendig med probiotisk eller mikrobiologisk modning av miljget
(sjgvannet) ved hjelp av non-opportunistiske bakterier i denne kritiske fasen (Makridis et al.
2000a, Gatesoupe 1999, Skjermo & Vadstein 1999). Bruk av mikrobiologisk modent vann
ved startforing av marine larver har vist seg at pavirke tettheten av tarmsystemets mikroflora,
som igjen kan fare til gkt forinntak og vekst (Paniagua et al. 2001). Introdusering av
probiotiske bakterier gjennom levende for i startforingsfasen er ogsa interessant og har vist
seg at fare til gkt overlevelse av larver samt gkt resistens mot sykdom (Macey & Coyne 2005,
Makridis et al. 2000b).

Behandling med positive bakterier (probiotika) og immunstimulanter burde derfor undersgkes
nermere i forsgk ved at forbedre helse og kvalitet av marine larver i oppdrett (Macey &
Coyne 2005).
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Fiskey Ltd. har mange ars erfaring av produksjon av kveitelarver, med over halvparten av
verdensproduksjonen de siste arene. Intensiv oppdrett av torsk er derimot en relativt ung
industry i begge ansgkningslandene. Torsken har lenge veert den mest verdifulle fiskearten i
de Nordiske land som har lang erfaring i salg av torsk og produkter laget av torsk. I 005 ble r
Rundt 200 tusen torskelarver produsert i Island og hele 9 miljoner i Norge. Stor dgdelighet
under de farste utviklingsstadiene har hittil veer mgtt med gkt produksjonsmengde, noe som
ikke er en akseptabel lgsning for fremtiden.

Det er derfor serdeles viktig at forbedre metoder ved intensive produksjon av larver, og
utvikle metoder for at kontrollere bakterievekst i de forste stadiene av produksjonen. Dette har
hittil veert gjort igjennom behandling med forskjellige kjemikalier i diverse stadier av
produksjonen. Behandling med kjemikalier er ikke gnskelig, spesielt mht. utvikling av
immunitet blant dominerende bakterieflora (Olafsen 2001, Keller & Zengler 2004, Bergh &
Evensen 2002). Bruk av “positiv” bakterieflora (probiotik bakterier) for at gke vekst og
forbedre immunitet overfor sykdomsfremkallende og mindre gnskelige bakterie arter er derfor
gnskelig (Olafsen 2001, Gatesoupe 1999).

Probiotik bakterier har veert definert som levende bakterier som utgver positive effect ved at
gke mikrobiologisk likevekt i individets fordgyelseskanal” (Skjermo & Vadstein 1999,
Halami et al. 1999, Olafsen 2001). Ved fremstilling av probiotiske bakterier for fisk har en
relatert til forskning pa probiotiske bakterier for mennesker og andre dyr. De farste probiotik
lgsningene for fisk pd markedet bestod i hovedsak av melkesyrebakterier men i naste omgang
ogsa av arter som viste seg at ha f.eks hamlende effekt pa vekst av ugnskelige bakterier in
vitro i tillegg til arter som er naturlig forekommende i havets miljg (Vibrio spp, Bacillus,
Pseudomonas ofl.) (Makridis et al. 2000a, Paniagua et al. 2001, Wong et al. 2004, Halami et
al. 1999). Probiotik bakterier har i mange tilfeller vist seg & ha positiv effekt pa vekst og
kvalitet av marine larve ved at hindre at sykdomsfremkallende bakterier far overtaket eller
ved at stimulere larvenes immunforsvar (Macey & Coyne 2005, Gullian et al. 2004).
Probiotik bakterier har fgrst og fremst veert utviklet for bruk i oppdrett av varmtvannsarter. En
rekke av de produktene som kan fas kjept pad markedet, har veert testet hos Fiskey Ltd. Disse
forsgkene viser bl.a. at bakterier i produktene ikke kunne pavises i larvenes fordgyelseskanal
eller oppdrettsmiljg ved dyrkning i laboratoriet. Dette er sannsynligvis en indikasjon pa at
disse artene ikke overlever eller er i stand til at etablere seg og vokse ved f.eks de
temperaturforhold som brukes (4-11°C) (Lillehaug et al. 2003, Bernard et al. 2000). Dessuten
papekes at mange bakteriearter i kalde og naringsfattige miljg vokser som regel darlig i
neringmedia i laboratoriet (“viable but non-culturable”) (Giuliano et al. 1999, Bergh &
Evensen 2002, Bjornsdottir & Smaradattir 2003).

Erfaringer fra oppdrett av kveite i Island gir en indikasjon pa at dgdeligheten i de farste
stadiene av produksjonen til en stor grad skyldes bakterievekst, dvs. bade antall og
oppblomstring av arter som pavirker vekst og utvikling av yngel pa en negativ mate uten at
veere sykdomsfremkallende.

Prosjektets malsetning var & undersgke om behandling med en blanding av probiotik bakterier
kunne brukes for & pavirke og styre sammensetning av bakterieflora i larvenes oppdrettsmiljg
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eller fordayelseskanal (kveite, torsk). Resultater fra et pre-forsgk i kveiteanlegg pa Island,
viste at vekst og overlevelse av larver ble tydelig forbedret ved behandling av larver med
denne blandingen i plommesekkstadiet. Effekt av behandling med denne blandingen ble ogsa
undersgkt i andre utviklingsstadier i perioden fra klekking av rogn til slutt av startforing, dvs.
i forskijellige tidspunkt av en ca. 100 dagers periode. Videre var det interesse for & undersgke
om behandling med denne probiotik-blandingen gav lignende resultat i oppdrett av samme art
i et annet land (produksjon av kveiteyngel i Norge) samt i oppdrett av en annen marin art
(produksjon av torskeyngel i Island).

4 Malsetning.

Prosjektets hoved malsetning var at bidra til gkt stabilitet og overlevelse ved produksjon av
marine larver, noe som i tillegg danner grunnlag for redusert bruk av kjemikalier. Dette ville
fare til en gkt konkurransedyktighet og mulighet for produksjon av marine larver i oppdrett, i
samarbeide mellom Island, Faergyene og Norge.

Forsgk ble gjennomfaert hvor sammensetning av bakterieflora i de farste utviklingsstadiene av
kveite og torsk ble forandret ved behandling med probiotik bakterier. Bakteriene ble tilsatt
larvenes oppdrettsmilje i de farste stadiene av utviklingen. Effekt av behandling ble evaluert
mhp. vekst og overlevelse av larver. Bakterieflora ble ogsa undersgkt og antall bakterier samt
sammensetning av bakterieflora relatert til vekst og overlevelse av larver.

Hoved malsetningen var at gke stabilitet i produksjonen. Forrige undersgkelser gav en
indikasjon pa at gkt stabilitet vil gi gkt overlevelse av larver i dette sensitive stadiet av
produksjonen, noe som bidrar til gkt effektivitet ved produksjon av kveitelarver. Det var ogsa
av interesse at undersgke om dette gjelder ogsa ved oppdrett av andre marine arter ss. torsk,
noe som kan bidra til gkt effektivitet i oppdrett av marine larver i ansgkningslandene
generelt.

Prosjektet har pa den maten bidratt til gkt effektivitet i oppdrett av marine arter i
ansgkningslandene, hvor stor dedelighet oppstar generelt i de ferste stadiene.

Igjennom prosjektet er det etablert kontakt, samarbeid og utveksling av erfaring og lgsning av
oppgaver i fellesskap, mellom deltagerlandene. Resultater fra forsgkene viser at behandling
med probiotik bakterier i de farste stadiene av produksjonen, kan pavirke vekst og utvikling
av marine larver i oppdrett (kveite, torsk). Prosjektet har derfor fart til innovasjon som bidrar
til at torskeoppdrett kan bli en gkonomisk attraktiv industri i disse to landene hvor bebyggelse
er til en stor grad avhengig av torsk. Prosjektet har videre fungert som inspirasjon til
ytterligere samarbeid innenfor oppdrett av marine larver og innenfor nye forskningsomrader i
et stgrre nettverk og samarbeide mellom de Nordiske land. Samarbeid mellom de Nordiske
land er av meget viktig, ikke minst for a tjene pa hverandres mangearige erfaring innenfor
oppdrett av laks og andre fiskearter.
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5 Metoder.

5.1 Behandling med probiotiske bakterier

Effekt av behandling med selekterte probiotiske bakterier (PRO) ble undersgkt i en rekke
atskilte forsgk i perioden febr 2004 til des 2005. Bakteriene ble introdusert via
eggenes/larvenes miljg i tillegg til behandling i gjennom foret (Artemia, Rotifes) og effekt pa
vekst og overlevelse av egg og larver ble undersgkt. Effekt av behandling ble ogsa evaluert
mht. bakterieflora og forandringer i antall og sammensetning av bakterier i larvenes
oppdrettsmiljg, fordgyelseskanal og for. | tillegg ble det undersgkt om tradisjonell behandling
med kjemikalier kan bli redusert ved behandling med PRO i diverse stadier av produksjonen.
Resultater fra forrige forsk viser at redusert behandling med kjemikalier vil fere til stor
gkning i antall bakterier samt gkt dgdelighet og darlig vekst av larver. | prosjektet ble hoved
vekt lagt pa utvikling av praktiske metoder og teknikker som kan anvendes for at gke
produktivitet innenfor marin akvakultur. Forsgkene ble planlagt mht. resultater fra mange ars
forskningssamarbeide mellom Fiskey Ltd. og IFL/UnAk i Island, finansiert av bl.a. the
National Research Council i Island (Mikroflora og kontroll av mikroflora ved startforing av
kveitelarver).

Kveitelarver er tilgjengelige i over syv maneder av aret hvor kjgnnsmodning av foreldrefisk
er kontrollert med lysregime, men torskelarver er kun produsert en gang i aret. Produksjon av
marin yngel er en lang og sensitiv prosess. Forsgk ma derfor planlegges ngye mht. larvenes
kvalitet og suksess i produksjonen generelt.

Forsgk med mikrobiologisk modning av egg og larver ble gjennomfert i kveiteoppdrett i
Island og Norge. Egg ble behandlet direkte etter befruktning, like fer klekking og i midten av
den ca. 14 d perioden fra befruktning til klekking. Larver ble behandlet med PRO fem ganger
plommesekkstadiet (ca. 60 dager) og gjennomsnittlig fem ganger de farste 50 dagene i
startforing, dvs. igjennom den perioden av produksjonen hvor larvedad vanligvis
forekommer. Hvert forsgksoppsett bestar av 4-5 rognkar, 1 silo med plommesekkyngel og 1-3
kar med yngel i startforing (kveite). Ett ubehandlet forsgksoppsett ble kjgrt samtidig hver
gang (kontrol).

| torskeoppdrett (Island) ble det behandlet med PRO tre ganger i lgpet av rognestadiet (ca. 12
dager) og 11 ganger i lgpet av de tre forste ukene etter klekking av rogn. I tillegg ble det
gjennomfart forsek med behandling av fér hvor PRO-behandlet larver ble foret med
behandlet Artemia og Rotifers.

5.2 Karakterisering av mikroflora

Larvenes tarmflora ble karakterisert (dyrkbar flora) for & undersgke om og i hvor stor grad
introduserte bakterier fikk etablert seg i larvenes fordgyelseskanal (Makridis et al. 2000,
Cunningham 2002). Totalt 150 prever ble samlet fra behandlet (PRO) og ikke-behandlet
oppdrettsenheter (kontroll). Total antall dyrkbare bakterier (TVC) ble bestemt ved dyrkning
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pd MA (Marine Agar 2216, Difco) og antall Vibrio bakterier ved dyrkning pa TCBS agar
(Thiosulphate Citrate Bile Sucrose Agar, Difco).

Tolv isolater fra hver prgve ble videre karakterisert og gruppert til genus, familie og/eller art
mht. biokjemiske egenskaper (8-10 forskjellige test). Rundt 5 % av isolatene fra hver gruppe
ble dessuten karakterisert vha. APl 20E (Difco). De samme metodene ble brukt for
karakterisering av probiotikske bakterieisolater, for at kunne finne disse igjen og undersgke
deres evne til at overleve i larvenes oppdrettsmiljg og fordgyelseskanal.

Praver ble videre samlet for karakterisering av den totale bakterieflora vha. PCR og T-RFLP
metoden (Liu et al. 1997, Yu et al. 2005, Verner-Jeffreys et al. 2003). En rekke problem
oppstod ved finstilling og anvendelse av denne metoden til karakterisering av miljeflora
(samarbeidspartner i Island) og analyse av disse pravene ble derfor forsinket. Bearbeiding av
resultater og sammenligning av total bakterieflora og dyrkbar bakterieflora vil av den grunn
ikke bli presentert her, men vil bli presentert i sluttrapport til den islandske AVS-fondet (juni
2006) hvor stgnad fra Nora vil bli presentert.

5.3 Effekt av probiotikske bakterier pa dominerende bakterieflora
(in vitro forsgk)

Effekt av PRO pa vekst av dominerende bakterieflora isolert fra larvenes fordgyelseskanal og
oppdrettsmiljg ble undersgkt in vitro. Dominerende bakterieflora ble isolert fra
oppdrettsenheter hvor vekst og overlevelse av larver var a) bedre og b) darligere enn i
gjennomsnittet. Bakterieisolater ble dyrket pa neeringsmedier i laboratoriet og sensitivitet
overfor PRO-bakterier testet vha. agar-diffusion metoden hvor PRO-bakterier i forskjellige
fortynninger ble tilsatt brgnner i agarmediet (diameter 5 mm). Agarskalene ble dyrket ved
romtemperatur i opp til 7 dager og vekstfri sone rundt brgnnene deretter malt (mm).

6 Resultater og diskusjon

Prosjektets hoved malsetning var at undersgke effekt av behandling med probiotiske bakterier
(PRO) i de farste utviklingsstadiene ved produksjon av kveite og torsk. I forrige studier ble
det observert en positiv sammenheng mellom overlevelse av kveitelarver og antall bakterier i
larver i plommesekkstadiet. Farste forsgk med PRO-behandling gav videre en indikasjon pa
at denne probiotik blandingen muligens pavirket utvikling av larver i plommesekkstadiet. Det
var derfor av stor interesse at undersgke dette nermere, ogsa i andre stadier av utviklingen
(egg, startforing) samt i produksjon av andre marine arter (torsk).

6.1 Behandling i kveiteoppdrett

6.1.1 Behandling av larver

Tre forsgksoppsett ble gjennomfart i kveiteoppdrett i Island og ett forsgksoppsett i Norge.
Tilsammens ble det behandlet med PRO i 17 rognkar (+ 4 i Norge), 4 silo (+ 4 i Norge) med
plommesekklarver og 4 startféringskar mot minst like mange kontrol-enheter uten
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behandling. Tidligere forsgk gav en indikasjon pa en positiv sammenheng mellom TVC i
larvenes fordgyelseskanal og % gapende larver i plommesekkstadiet (Figur 1).

Plommesekkyngel
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Figur 1. Gapende larver (%) sammenlignet med TVC i larvenes fordgyelseskanal i slutten av
plommesekkstadiet (2003).

Gapende larver (gaping) er en form for misdannelse som observeres i plommesekkstadiet. Her
lases kjeven i apen stilling og yngelen kan av den grunn ikke ernzre seg og der derfor de
farste dagene i startforing. Videre er observert en positiv sammenheng mellom % gapere og
overlevelse av larver i plommesekkstadiet. Det bemerkes likevel at helt de motsatte
resultatene har ogsa veert observert, dvs. gkt overlevelse av larver i grupper med stor andel
gapere.

I en silo er det hos Fiskey Ltd. rundt 200.000 plommesekklarver og hvert prosent gapende
larver vil derfor representere et ganske stort antall larver. Det er ikke klart hvorfor denne
misdannelsen oppstar men resultater fra en rekke forsgk gir en indikasjon pa at en av arsakene
kan vere antall og sammensetning av bakterier i larvenes oppdrettsmiljg under denne
sensitive fasen av produksjonen (Figur 1). Det var derfor av stor interesse at undersgke
eventuelle effekt ved behandling med PRO i dette stadiet eller tidligere i produksjonen (rogn
og plommesekklarver).

Resultatene viste at behandling med PRO gav noenlunde lik overlevelse av rogn og
plommesekkyngel, samtydig som opptil 60 % reduksjon i antall gapende larver ble observert
(Figur 2). Det bemerkes likevel at reduksjon i antall gapende larver er mye lavere hvis en ser
pa gjennomsnittlig antall gapere i alle oppdrettsenheter i den perioden hvor forsgkene ble
gjennomfart.

Pre-forsgk med behandling med PRO i plommesekkstadiet viste at % gapende larver var
betydelig lavere sammenlignet med kontrol (rundt 15% reduksjon i antall gapere).
Bakteriologisk kvalitet og stabilitet i plommesekkstadiet er blitt betydelig forbedret hos
Fiskey de siste arene og gjennomsnittlig antall gapende larver er blitt redusert til under 20%.

Nordisk Atlantsamarbejde 10
Bryggjubakki 12 Telefon +298 35 31 10
Postbox 259 Telefax +298 3531 01

FO -110 Torshavn e-mail: nora@nora.fo



\

NORDISK ATLANTSAMARBEJDE

Det er derfor lite sannsynlig at antall gapende larver kan bli redustert til starre grad. Pa den
andre siden vil behandling med probiotiske bakterier bidra til et meir stabilt oppdrettsmiljg
som igjen vil kunne bidra til bedre vekst og overlevelse av larver i dette stadiet.
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Figur 2. Antall bakterier i larvenes fordeyelseskanal, % gapere og overlevelse fra befruktning av rogn.

Figur 2 viser resultater fra ett av de tre forsgkene som ble gjennomfart pa kveitelarver i
Island. Figuren viser gjennomsnittlig antall bakterier, bade total antall dyrkbare bakterier
(TVC) og antall Vibrio bakterier. Figurene viser videre antall og overlevelse av larver i
kontrolkar sammenlignet med oppdrettsenheter hvor det ble behandlet med PRO. Antall
bakterier (TVC) gker gradvis fra befruktning av rogn og ganske store variasjoner i antall
bakterier ble observert i plommesekkstadiet. En gradvis gkning i antall bakterier ble observert
de farste ukene i startforing. Dette gjelder bade for kontrol og oppdrettskar hvor det ble
behandlet med PRO.

Resultatene viser at behandling med PRO gav rundt 60 % reduksjon i antall gapere i dette
forsgkes. Det bemerkes imidlertid at en stor variasjon i antall gapere ble observert nar alle
kontrolkar i denne perioden ble sammenlignet.

En gkning i overlevelse av plommesekkyngel betyr gkt antall larver til startféring og en
mulighet for betydelig gkning av produksjonskapasitet i anlegget. Resultatene gir derfor en
indikasjon pa at antall og/eller sammensetning av bakterieflora pavirker larvenes vekst og
utvikling i dette stadiet av produksjonen.

Dominerende bakterieflora i egg etter befruktning ble karakterisert og gruppert til genus,
familie og/eller art mht. biokjemiske egenskaper. Resultatene viste at det ikke er store
forskjeller i sammensetning av bakteriefloran i PRO-behandlede sammenlignet med
ubehandlet egg, men Gram positive og ikke-identifiserte bakteriearter ble observert i stgrre
andel i egg som var behandlet med PRO (resultater ikke vist).

Karakterisering av dominerende bakterieflora i plommesekkyngel er vist i Figur 3.
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Figur 3. Gruppering av dominerende bakterier isolert fra larvenes fordgyelseskanal i plommesekkstadiet.

Figuren viser at noe hgyere antall bakteriearter ble observert i kontrol sammenlignet med
PRO-behandlet yngel. Overlevelse var rundt 80% i kontrol, men kun 20% i PRO-behandlet
yngel i dette forsgket (Figur 2). Antall bakterier (TVVC) gkte gradvis fra rogn ble befruktet,
gjennom plommesekkstadiet og videre i startforingsstadiet hvor larvene far levende for som
kan inneholde store mengder bakterier og stor variasjon i bakteriologisk kvalitet er blitt
observert. Det var derfor av interesse at undersgke om Artemia kunne brukes for at overfare
de probiotiske bakteriene pa en effektiv mate til larver i startforing.

6.1.2 Behandling av Artemia

Saltvannsreke (Artemia) blir brukt ved farste foring av kveitelarver. Artemia blir innkjgpt
som deyhydrerte egg hgstet i Salt Lake i USA. Eggene blir klekket og deretter dyrket i 24t
under anrikning med fettsyrer. Figur 4 viser antall dyrkbare bakterier (TVC) og Vibrio
bakterier i ukentlige prgver av Artemia hos Fiskey Ltd. over noen maneders periode hgsten
2005.
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Figur 4. Antall bakterier (TVC) og Vibrio bakterier i ukentlige prgver av Artemia (24t) hos Fiskey Ltd.

En stor variasjon i bakteriologisk kvalitet av Artemia er blitt observert, ogsa i samme “batch”
av Artemia som blir behandlet pa lik mate fra dag til dag. Erfaring og resultater fra forrige
forsgk viser at stort antall bakterier pavirker larvenes vekst og kvalitet til en stor grad. Det var
derfor av interesse at kunne pavirke antall og sammensetning av bakterier i Artemia uten ved
behandling med diverse kjemekalier.

Gjentatte forsgk ble gjennomfart med PRO-behandling av Artemia under dyrkning, samt
under bade klekking og dyrkning. Artemia (24t) ble dessuten behandlet med varierende
mengde (antall) probiotiske bakterier. Gjennomsnittlig antall bakterier fra to parallelle forsgk
hver gang, er vist i Figurer 5-8.

Behandling av Artemia (24t)
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Figur 5. Artemia (24t) behandlet med varierende mengde probiotiske bakterier (PRO).

Figuren viser at antall dyrkbare bakterier (T\VVC) er noe lavere i kontrol, men antall Vibrio
bakterier noe hgyere i PRO-behandlet Artemia. Behandling med 8g/25 L PRO ser ikke ut til &
gi forsterket effekt sammenlignet med behandling med 4g/L.
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Figur 6. Artemia (24 t) behandlet med PRO (4g/L) sammenlignet med kontrol

Figuren viser at behandling med PRO gir samme resultat som tradisjonell behandling av
Artemia (kontrol med kjemekalier). Starst antall bakterier og Vibrio bakterier ble isolert fra
ubehandlet Artemia (kontrol uten kjemikalier).

Artemia ble ogsa behandlet under klekking og antall bakterier deretter bestemt etter 24 timers
dyrkning (Figur 7).
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Figur 7. PRO-behandling av Artemia under klekking og bestemmelse av antall bakterier etter 24 timers
dyrkning (24t Artemia).

Figuren viser at behandling med 0,02g/L av PRO under klekking, resulterer i like hgye TVC,
men et mye lavere antall Vibrio bakterier ssmmenlignet med ubehandlet Artemia.
Karakterisering av den dominerende bakteriefloran viser ogsa noe lavere antall
Vibrio/Aeromonas bakterier i behandlet Artemia sammenlignet med kontrol (resultater ikke
vist her).

Artemia behandlet med PRO (0,02g/L) under klekking ble ogséa behandlet med PRO under
dyrkning (24 timer) og resultatene er vist i Figur 8.

Nordisk Atlantsamarbejde 14
Bryggjubakki 12 Telefon +298 35 31 10
Postbox 259 Telefax +298 3531 01

FO -110 Torshavn e-mail: nora@nora.fo



\

NORDISK ATLANTSAMARBEJDE

Artemia (24t)
1.000.000.000
o 100.000.000 +—
S 10.000.000 A
% 1.000.000 +—
2 100.000 -| @TVC
= 10.000 1 ® Vibrio
< 1.000 -+
3 100
j=2}
2 10
1
PRO 0,02g/L (+ Beh.med HC Kontrol uten Kontrél med
PRO under (+PRO under kjemikalier (+ kiemikalier
klekking) klekking) PRO under
klekking)

Figur 8. PRO-behandling av Artemia under bade klekking og dyrkning. Antall bakterier ble bestemt
etter 24 timers dyrkning (24 t Artemia).

Figuren viser at behandling med PRO under bade klekking og dyrkning av Artemia gir like
hgye TVC og i ubehandlet Artemia, men PRO-behandling under klekking og behandling med
“Hatch controller” (HC, Inve Belgium) under dyrkning gir like gode resultat som tradisjonell
behandlig av Artemia (kontrol med kjemikalier).

Karakterisering av den dominerende bakteriefloran viser at behandling med PRO under bade
klekking og dyrkning av Artemia ser ikke ut til at pavirke sammensetning av bakteriefloran i
noen serlig grad, dvs. 90-100% av den dominerende floran er Vibrio og naert beslektede arter
(Aeromonas). Et noe lavere antall Vibrio og beslektede bakterier ble observert i Artemia
behandlet med PRO under klekking og HC under dyrkning, sammenlignet med kontrol
(kontrol med kjemikalier).

Behandling med PRO ser derfor ut til at gi Artemia av lik kvalitet og Artemia behandlet pa
tradisjonell mate hos Fiskey Ltd. (behandling med kjemikalier under bade klekking og
dyrkning). Dette vil bli undersgkt neermere i et nytt prosjekt (sgknad sendt til National
Research Council i Island i februar 2006).

Til slutt er aktuelt at nevne at bade Artemia og marine fiskelarver er levende organismer som
varierer av opplegg og kvalitet. Presisjon og mange gjentagelser av forsgk under standard
omgivelser er derfor ngdvendig for at fa representative resultat.

Resultater fra behandling i kveiteoppdrett gir en indikasjon pa at behandling med PRO
muligens pavirker larvenes utvikling. Gjennomsnittlig andel gapende plommesekkyngel viste
seg at veere lavere i oppdrettsenheter hvor det ble behandlet med PRO (9,7%) sammenlignet
med kontrol (33,3%) i disse forsgkene (fire adskilte forsgk), men kun hvis en ser pa
kontrolkar i selve forsgkene. Det samme er ikke tilfellet hvis en ser pa gjennomsnittlige
resultat fra alle kontroller i denne perioden. Hver enkel oppdrettsenhet inneholder rundt 200
tusend plommesekkyngel og derfor klart at en liten gkning i overlevelse i dette stadiet av
produksjonen, representerer et stort antall larver som derfor har stgrre mulighet for at
overleve.
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Behandling av larver i startféring gav pa den andre siden noe darligere overlevelse av larver
sammenlignet med kontrol, noe som muligens kan skyldes for stor belastning med bakterier
generelt. Resultater viste videre at normal utvikling av larver (metamorfose) var merkbart
darligere i PRO-behandlet oppdrettskar sammenlignet med kontrol. Feil plassering av gyne
var i denne sammenhengen meir synlig i PRO-behandlet yngel (23,7%) sammenlignet med
kontrol (6,3%). Behandling med denne probiotik blandingen ser derfor ut til at gi positiv
effekt i egg og plommesekkstadiet, men ikke ved startféring av kveitelarver.

| forsgk gjennomfart pa kveitelarver i Norge ble det undersgkt om behandling med PRO i
eggstadiet pavirket %-befruktning av egg, noe som har vist set at veere noe darligere nar
frossen sperm ble brukt (rundt 65%) sammenlignet med bruk av fersk sperm ved befruktning
(rundt 92%). Resultatene viste at behandling med PRO ikke pavirket % befruktning.
Behandling med PRO sa heller ikke ut til at pavirke %-andel gapende larver i
plommesekkstadiet, men en stor andel gapere ble observert i denne perioden, uavhengig av
behandling med PRO. Dette er antall at skyldes ugunstig temperatur i egg og larvefase (hgy
miljgtemperature i 2005).

In vitro undersgkelser av effekt av PRO pa vekst av dominerende bakteriaflora isolert i
kveiteoppdrett i Island viste at de probiotiske bakteriene hemmet vekst av en del av de
bakteriene som ble isolert fra bade plommesekkyngel og larver i startforing. Resultatene viste
videre at de probiotiske bakteriene pavirket vekst av dominerende bakterieflora isolert fra
enkelte oppdrettskar hvor overlevelse av larver var darlig, men i ingen av tilfellene pavirket
disse bakteriene vekst av bakterier isolert fra oppdrettsenheter med hgy overlevelse av larver
(overlevelse hgyere enn i gjennomsnittet).

6.2 Behandling i torskeoppdrett

Torskerogn ble samlet ved stryking av vill torsk ved Islandskysten. Rognene ble befruktet in
situ og deretter transportert til Havforskningsinstituttet sin forskningsstasjon i Grindavik i ser
Island. Rognene ble delt i sex oppdrettsenheter (silo) og selekterte probiotiske bakterier
(PRO) ble tilsatt sjgvannet pa a) dag 0, 7 og 11 etter befruktning av egg (B1) og b) eller hver
annen dag fra dag 2 til dag 22 etter klekking av rogn (B2 og B3). PRO-behandlet torskelarver
ble dessuten foret med PRO-behandlede Rotifers fra dag 5 til dag 23 etter klekking (B3).

Hver enkel behandling bestod av to oppdrettsenheter (silo) og resultater er vist i Figur 9.
Antall dyrkbare bakterier (TVC) var ganske stort sammenlignet med TVC i de ferste stadiene
ved oppdrett av kveite, dvs, rundt 10’bakterier/g vatvekt yngel allerede de farste dagene etter
befruktning (resultater ikke vist). Det samme gjelder antall Vibrio bakterier som var i
gjennomsnittet 10*/g larver, men kunne bli helt opp til 10%/g. En stor variasjon i antall
bakterier ble dessuten observert de farste dagene nar forskjellige oppdrettsenheter ble
sammenlignet. Behandling med probiotiske bakterier (PRO) viste seg at gi noe likt antall
bakterier i larvenes fordgylseskanal (TVC/g larver), men noe hgyere antall Vibrio bakterier.
Stort antall melkesyrebakterier ble isolert fra ubehandlede larver sasmmenlignet med larver
behandlet med PRO. Stor variasjon i overlevelse av larver ble dessuten observert (Figur 9).
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Figur 9. Overlevelse av torskelarver i slutten av forsgket ( 24 dager etter kiekking av rogn). B1 =
behandling av torskeegg, B2= behandling av plommesekkyngel, B3= behandling av bade egg og

plommesekkyngel, K= kontrol.

Larver behandlet med PRO (B2 og B3) hadde en tydelig bedre overlevelse sammenlignet med
kontroll (K) og larver som kun ble behandling pa eggstadiet (B1). Foring av yngel med PRO-
behandlet rotifers (B3) viste seg dessuten at gi en noe bedre overlevelse sammenlignet med
behandling av yngel alene (B2). Sterst antall bakterier (TVVC) ble observert i larver behandlet
med PRO og foret med PRO-behandlet Rotifers eller Artemia.

Behandling av plommesekkyngel ser derfor ut til at fare til gkt overlevelse av yngel i denne
perioden av produksjonen hvor stor dedelig oppstar som regel, dvs. de farste dagene etter
klekking. Disse resultatene gir derfor en indikasjon pa at det er mulig at pavirke overlevelse
av torskelarver ved anrikning med positiv bakterieflora, pa samme mate som ved produksjon
av kveitelarver.

7 Kort sammenfatning.

Oppdrett av marine fiskearter anses som et viktig satsingsomrade innenfor de nordiske land,
ikke minst torsken som er et sveert viktig eksportprodukt i disse land. Fangst av fill torsk er
blitt dramatiskt redusert i de siste tidrene, men ettersparsel gker stadig og vil kun bli mgtt med
oppdrett av torsk og andre marie arter. Torskeoppdrett vurderes ikke som Ignnsom pr. i dag
og en del av arsaken til dette er stor dgdelighet i de ferste stadiene av produksjonen. Dette
prosjektet har bidratt til etablering av metoder for behandling av yngel for at kontrollere
bakterievekst ved produkstjon av marine larver. Resultatene gir videre en indikasjon pa at
vekst av gnskelig/positiv bakterieflora muligens kan bli etablert pa bekostnad av ugnskelig
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flora. Dette kan betyde et viktigt skritt i den retning at kunne kontrollere antall og
sammensetning av bakteriflora og gke suksess ved produksjon av marine larver generelt.

Prosjektet anses som en viktig start pa et videre samarbeid innenfor dette feltet i de Nordiske
land. | prosjektet er ett lite nettverk blitt dannet hvor samarbeidspartnere har utnyttet
hverandres styrke og erfaring i forsgk pa a lgse i fellesskap et stort problem innenfor marin
akvakultur. Dette prosjektet vurderes som ett pre-prosjekt og viktig grunnlag for etablering av
et utvidet nettverk og flere samarbeidspartnere innenfor de Nordiske land hvor oppdrett av
marine arter, spesielt torsken, anses som et svart vigtig satsingsomrade. Prosjektet gir
dessuten en indikasjon pa at resultater og erfaring fra forsgk pa en marin art (kveite), kan i
starre eller mindre grad overfares til oppdrett av en annen art (torsk) innenfor et lignende
omrade (bl.a. temperaturforhold).

Prosjektet har ogsa veert et viktigt tillegg til nasjonal finansiering av forskningsprosjekt
innenfor dette feltet i Island (Preventive measures in marine aquaculture: 2004-2007). Statte
fra Nora gir dessuten mulighet for dannelse av et starre nettverk og samarbeidsprosjekt
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