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Introduktion

Triploidisering innebar att antalet kromosomuppséattningar andras fran normala tva till tre.
Individer med tre kromosomuppsattningar ar som regel sterila da kromosomdelning vid meios
(ndr konsceller bildas) ar obalanserad och stérd. Anledningen till att man ibland vill anvénda
triploid fisk 1 odling hanger samman med den framkallade steriliteten. Rymningar &r ett
problem inom vissa delar av vattenbruket framforallt ndr man odlar arter som kan foroka sig i
den omgivande naturliga miljon och/eller kan korsa sig med befintliga vilda bestand. Exempel
pa detta ar amerikansk backroding som bildat bestand i Sverige och odlad lax som infiltrerat
vilda bestand av lax i Norge. Anvandning av steril fisk i odling &r ett sétt att undvika sadana
problem. I Sverige finns inget akut problem av detta slag men 6kad odling av réding kan
komma att ge upphov till situationer déar anvéndning av steril fisk bor Overvégas.
Triploidisering &r da en metod som bor dvervagas for att framstélla steril odlingsfisk.
Triploidisering har ibland framstallts som ett satt att 6ka tillvaxten hos fisk da ingen eller litet
energi laggs pa konsmognad. | praktiken visar det sig emellertid att triploid fisk inte véxer
snabbare, snarare ar tillvaxten samre. Ett ytterligare skél till att triploidisera fisk och dra
fordel av att fisken blir steril ar att avkommor som séljs av klackerier da inte kan anvandas for
att skapa nya avelsbesattningar. Pa sa satt kan avelsforetag och avelsprogram skydda sina
produkter, d.v.s. avelsstammar, och behalla kontroll Gver dessa. Fér en vetenskaplig
genomlysning av triploidisering i vattenbruk se Benfey (2001). For VBCN i Kalarne skulle
anvandning av triploider exempelvis kunna dka mojligheterna att sélja till kunder utomlands.
Denna undersokning avsag att ge erfarenheter av triploidisering av réding i VBCN med

avseende pa metoder, 6verlevnad, tillvaxt och missbildningar.

Material och metoder

Tryckbehandling

Denna metod valdes efter genomgang av litteraturen pa omradet, da den enhélligt beskrivs
som den effektivaste metoden att skapa triploida besattningar.

Befruktning och tryckbehandling utférdes i Kélarne i oktober 2011 med 11 familjegrupper.

Foraldrar till familjegrupperna utgjordes av Arctic superior. Varje honas befruktade &gg



delades i tva lika delar (ca 1 dl rom per del) varav en del utsattes for tryckbehandling i syfte
att triploidisera dessa och den andra halften hanterades som normalt och fick utgora kontroll.
Fran 11 rodinghonor togs 1 dl osvalld rom till vardera tryckning och kontroll.
Sen fick det sta 210 minutgrader befruktad men utan vatten (med 4,5 grader blev det 46,6
min) innan tryckningen da vatten tillférdes. Rommen som skulle triploidiseras placerades i
tryckkammaren under 5 minuter under 65.5 x 10° kPa med bérjan 210 minutgrader efter
befruktningen.
Efter klackning placerades rodingarna i x-trdg dar de gick over forsta sommaren. Déarefter

placerades de i tva stycken P-trag i avelshallen.

Kontroll av kromosomtal

| samband med métningar av triploidiserad roding i oktober 2013 togs fran 12 individer
blodprov for att testa om triplodiseringen varit effektiv. Denna metod gar ut pa att mata
storleken pa de roda blodkropparna, som forvantas vara stérre hos triploider jamfort med
normala diploida individer.

Fran varje fisk togs en liten mangd blod (en droppe) som placerades pa ett objektsglas och
stroks ut tunt med ett tackglas. P4 samma sétt togs blodprov fran tva normala rodingar som
kontroll. Blodutstryken lamnades att lufttorka pa laboratoriebank.

Fixering i 95% alkohol gjordes vid SLU i Umea en vecka efter provtagning.

De fixerade utstryken fargades i 10 ml Giemsa + 190 ml fosfatbuffer (ph 6.8) enligt
tillverkarens rekommendation 1 20 min. Den anvinda firgen var Giemsa’s Azure Eosin
Methylene Blue (Merck). Efter torkning och efter att ha blivit férsedda med tackglas mattes
erytrocyternas storlek i ett mikroskop forsett med matokular. Méatningar av storsta diameter
och den vinkelrata diametern gjordes pa 10 blodkroppar fran var och en av de fjorton fiskarna.
Blodkropparnas volym berdknades enl: V =4 /3 xII x (A/2) x (B / 2) dar A &r storsta

diameter och B den vinkelrata diameter.

Resultat

Overlevnad



Overlevnad till klackning var for kontrollgrupperna i genomsnitt 38.49 % med variation
mellan 0,72 till 70,41 % for enskilda familjegrupper. Detta var en normal niva pa éverlevnad i
Kélarne for roding. For de tryckbehandlade var den genomsnittliga 6verlevnaden sa lag som
2,75 % (0,00 till 11,20 for enskilda grupper). Avkomman fran tva honor skiljer ut sig fran de
ovriga genom att ha forhallandevis hog overlevnad for de tryckbehandlade. Den basta
gruppen visade en relativ éverlevnad (tryckbehandlade/kontroll) for tryckbehandlade pa 16%.
Samma honors kontrollgrupper var de som hade den hogsta 6verlevnaden bland kontrollerna.
Fran Fig 1 framgar att nar oOverlevnaden for kontrollen Oversteg 60% Okade de

tryckbehandlades dverlevnad markant.
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Figur 1. Overlevnad for tryckbehandlade och normala rédingagg.

Detta forsok visar att for att fa god overlevnad for tryckbehandlade fiskar ar en forutsattning
att den normala Overlevnaden ar god. | detta fall tycks en gréns finnas vid ca 60 % 6verlevnad
som maste uppnas for att man ska erhalla iallafall mer & marginell 6verlevnad av de
tryckbehandlade. Sannolikt innebar behandlingen med tryck en pafrestning pa aggen som gor

att 4gg som inte ar av god kvalitet inte klarar sig.



Publicerade studier av triploidisering av réding med tryck, samma metod som tillampats har,
visade att behandlingen inte medfort nagon avsevart okad dodlighet i forhallande till
kontrollgrupper. Den uppnadda relativa éverlevnaden till 6gonpunktstadiet uppgick till > 85
% i de flesta fall. Overlevnaden for kontrollfisk 1ag i intervallet 40-80 %, vilket inte ar s&
mycket mer an i Kalarne. Trots att 6verlevnaden for kontrollfisk inte skiljer sa mycket mellan
Kélarne och uppgifter fran litteraturen sa var den relativa 6verlevnaden for tryckbehandlad
fisk 1 Kalarne avsevart mycket lagre (max 16 % till klackning).

Tabell 1. Jamforelse av 6verlevnad efter tryckbehandling av befruktade &gg

kalla appl. tryck x tid Tid(post C° % overlevnad relativ 6verlevnad
fert) till 6p kontroll  tryckbehandlade

Gilletetal 2001 65 MPa x 5min 30-40-50 8  40-80 58-100

Loopstra& 65,5 MPa xbmin  40-50-60- 5  66-69 85-98

Hansen 2006 70

Kélarne 65 MPa x 5min 46,6 45 0-70 0-16

Storleksmatningar

Vagning och langdmatning genofordes vid ca 2 (februari 2013) och 2.5 ars alder (oktober
2013). Vid dessa tillfallen noterades dven missbildningar och tecken pa kdnsmognad. Test av

kromosomtal genomférdes i samband med oktobermatningen.

februari 2013

| februari 2013 mattes 212 rodingar fran den tryckbehandlade besattningen. Besattningen var
fordelad pa tva trag och ca 100 fiskar ur varje trag mattes. | Tabell a och b redovisas

resultaten. Skillnaden i medelvérde mellan tragen var obetydlig, ca 3 g eller 6 mm.



Medelvikten var lagre &n forvantat hos en normal diploid beséttning. Exempelvis var
medevikten i februari 714g for normal Kélarneodlad diploid réding av samma alder ur
avelsprogrammets senaste generation. Konditionsfaktorn var lagre hos den triploidiserade
fisken jamfort med avelsprogrammets roding, 1.40 respektive 1.64. Detta antyder att
viktskillnaden kan delvis vara en utfodringseffekt. Emellertid var langdskillnaden 46mm

vilket ar en tydlig indikation pa att de triploida véxer langsammare.

Tabell 2. Resultat fran langd och viktmatningar februari
2013 for triploidiserade rodingar i Kalarne fran tva trag.

CF = Fultons konditionsindex.

Trag P31

Langd (mm) Vikt (9) CF
N 103 103 103
Minimum 190,0 85,0 1,04
Maximum 380,0 806,0 191
Medelvarde 304,9 411,9 1,40
Standard Deviation 33,42 129,9 0,147
Coefficient of Variation 0,109 0,315 0,104
Trag P36

Langd (mm) Vikt (9) CF
N 109 109 109
Minimum 140,0 39,0 0,97
Maximum 375,0 815,0 2,39
Medelvéarde 299,8 409,3 1,44
Standard Deviation 41,8 151,0 0,215
Coefficient of Variation 0,139 0,369 0,149

Missbildningar var forhallandevis vanligt forekommande, av 212 granskade triploida fiskar
noterades 35 (16,5%) for misshildningar (6gonfel och sma fel som overbett ej medraknade).
For avelsfiskar i samma storleksklass noterades 16 av 592 (2,7 %) som misshildade. For den
triploida fisken dominerade misshildade fenor, ké&kfel, kort géllock och defekt kroppsform.



oktober 2013

Vid oktobermatningarna 2013 var fisken 32 manader. Vid denna tidpunkt och alder forvéntas
en andel av normala rédingar vara kbnsmogna och i lek.

Medelvikten var 1149g, vilket &r lagre &n forvéantat for en normal rodingbeséattning. Denna
vikt motsvarar vad som uppnas redan 5 manader tidigare (i juni) av obehandlad roding.
Konditionsfaktorn var normal (1.64) vilket ger vid handen att det inte foreligger nagon
underutfodring. Daremot visar variationskoefficienten for vikt ett mycket hogt varde som inte
har nagon motsvarighet fran manga ars matningar av normal réding i Kélarne. Vardet pa 0.47
ska jamforas med ett erfarenhetsbaserat forvantat varde pa 0.25-0.30. Ett hogt varde pa
variationskoefficienten anger att det finns en stor spridning, i detta fall for vikt, mellan
individerna. Variationskoefficienten for ldangd var emellertid normal vilket antyder att
viktspridningen har uppstatt sent, troligen under hosten. En mojlig forklaring kan da vara att
det ar en effekt av att en del fiskar kbnsmognat och i samband med det slutat &ta.

Tabell 3. Resultat fran langd och viktméatningar i oktober
2013 for triploidiserade rodingar i Kalarne. CF = Fultons
konditionsindex.

Langd (mm)  Vikt (g) CF
N 45 45 45
Minimum 245,0 191,0 0,97
Maximum 480,0 2362,0 2,44
Medelvéarde 399,7 1149,5 1,64
Standard Deviation 51,9 545,9 0,342
Coefficient of Variation 0,130 0,475 0,208

Av de 45 granskade fiskarna var 7 st utfargade hanar, dvs exteriort sag de ut att vara i lek men
nar de inre organen granskades visade det sig att hanarna inte hade nagon mjolke och att
konsorganen var outvecklade. Deras medelvikt uppgick till 879g men nér de uteslots ur
materialet kvarstod den hoga variationskoefficienten. En narmare titt pa matresultaten visar
ocksa att manga av de riktigt sma var fiskar som karakteriserats som blanka och magra, dvs

som inte visade nagra tecken pa konsmognad. Det kan inte uteslutas att de blanka och magra
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fiskarna var sadana som pabdrjat en konsmognadsprocess men dar triploidiseringen medfort

att denna process avstannat och den enda patagliga effekten ar minskad aptit.

Analys av blodutstryk for bestdamning av kromosomtal

Genomgaende var den storre diametern langre hos de behandlade fiskarna &n for kontrollerna
(se Tabell 4). For den mindre diametern var skillnaden inte sa tydlig. Skillnaden i volym &r
darigenom i huvudsak fororsakad av den stérre diametern. Fisk nr 1 var en kénsmogen hona
med rom. Denna fisk avvek i erytrocytstorlek mot 6vriga behandlade fiskar genom att ha
diametrar som liknar kontrollfiskarna. Detta (kbnsmognad och normalstor erytrocytstorlek) ar
ett vantat utfall for en fisk som inte blivit triploidiserad.

Tabell 4. Erytrocytmedelvarden (n=10) for storsta diameter (major axis) L,
vinkelrét diameter (minor axis) H och volym (vol) for 10 tryckbehandlade

rodingar och tva kontroller. nm = nanometer.

Fisknr L (nm) H(nm) vol Kommentar

1 16.1 9.6 777 Kodnsm hona med agg
2 20.7 10.3 1150 hane, outvecklade organ
3 21.2 11.6 1494  ej kdnsm hane

4 21.3 115 1475 ej kdnsm hane

5 22.5 11.4 1531 ej k6nsmogen hane

6 21.3 10.8 1301 hona, ej kénsmogen
7 21.2 111 1367 ej kdbnsmogen hane

8 22.8 111 1471 ej kdnsmogen hane

9 22.2 11.6 1564 ej konsmogen

10 21.3 12.7 1799 ej kdnsmogen

11 23.5 11.8 1713 hona ej kdnsmogen
12 22.0 12.0 1659 ej kdnsmogen hane
K1 17.6 10.2 959 omogen avelsfisk

K2 16.5 105 952 omogen avelsfisk




Resultatet visar att dven hos roding & maétning av storleken hos rdéda blodkroppar en
anvandbar metod for att pavisa triploidi. For att klassificera rodingar som triploida eller
diploida &r det tillrackligt att méata den storsta diametern, i likhet med med vad som pavisats
hos Sea bass (Felip et al 2009). Den avvikande fisken (nrl) som bar rom visar att
triploidiseringsmetoden inte &r 100%-ig, vilket ar ett kdnt och véntat resultat. Bland de
triploida fiskarna fanns daven en som kategoriserades som hane i lekdrakt (fisk nr2) men som
inte hade nagon mjdlke eller 6verhuvudtaget inte hade nagra utvecklade kénsorgan. Detta
visar att triploida hanar kan inleda och delvis paverkas av kénsmognadsprocessen men att de

anda inte producerar ndgon mjolke.

Slutsatser och rekommendationer

Detta forsok visar att den tryckbehandling som applicerades producerade triploida rédingar.
Den mest uppenbara svarigheten som pavisades ar den ldga overlevnaden hos den
tryckbehandlade rommen. Det kan delvis vara ett resultat av dalig romkvalitet, dverlevnaden
for obehandlad kontroll var knappt 40% vilket ar normalt i Kélarne men som ar langt fran
onskat och forvantat (ca 90%). Aven hos lax har ibland mycket 1ag éverlevnad hos triploider
rapporterats (se t.ex. OFlynn et al. 1997). Om den laga Overlevnaden beror pa dalig
aggkvalitet kan man ténka sig att tryckbehandlingen fororsakar en ytterligare belastning som
medfor att Gverlevnaden sjunker ytterligare. En generell hjning av 6verlevnaden skulle i s&
fall ge betydligt battre resultat efter tryckbehandling. Forslagsvis bor man i fortsatt
utvecklingsarbete anvanda sig av aldre honor som visat sig ge klart hdgre 6verlevnad for
normal diploid rom. Man kan &ven gora forsok med behandlingsproceduren genom att
anvanda lagre tryck och variera tiden for behandlingen. Tryck respektive tid som anvants i
detta forsok ar visserligen hamtade fran litteraturen (Gillet et al, 2001) och bor vara vl
utprovade men det kan vara vart att testa &ven denna aspek.

Att tryckbehandling resulterade i triploidisering kunde verifieras med matningar av storlek pa
roda blodkroppar. Denna metod &r enkel att utfora, billig och snabb och bor inférlivas bland
metodarsenalen i VBCN. Av den testade fisken var det en som hade normal blodkroppsstorlek
och denna fisk var en hona med dgg. For denna fiskindivid hade behandlingen uppenbarligen
inte fungerat. Detta utfall, med nagra procent diploida fiskar, ar att betrakta som férvantat och

normalt.
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Andelen missbildade var hogre &n normalt (16,5% mot 2,7%) vilket &r forvéantat enligt
litteraturen. O’Flynn et al (1997) rapporterade frekvenser av missbildad triploid lax mellan
9,1% och 28% beroende pa arsklass och klackeri.

Den mycket ojamna tillvéaxten vid sista mattillfallet da fisken var 32 manader indikerar att
triploidisering inte dr en bra metod att ta fram storvuxen (flera kilo) réding. Trots
triploidisering var intrycket att vissa fiskar var paverkade av kdnsmognad. Lekfargade hanar
forekom och det fanns en del fiskar som var mycket magra trots att de inte visade yttre tecken
pa konsmognad. Den mycket stora spridningen i storlek mellan individer skulle gora
produktion av stor roding svarhanterlig. Mojligtvis kan triploidisering i kombination med
ljusstyrning som forhindrar kénsmognad vara en mojlighet.

Vid tidigare mattillfalle som lag narmare normal slakt i storlek och alder (24 manader) var
storleksférdelningen ndra normal. Emellertid var tillvéxten lagre &n vad man kan forvéanta av

normal diploid réding.
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