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Sammendrag

I den senere tiden har gruppemerking av fisk pd rognstadiet for styrking og reetablering av lokale
laksebestander blitt mer vanlig. Flere har vist at gruppemerking av fisk pa rogn og larvestadiet med bruk
av Alizarin-preparater (Alizarin Complexone eller Alizarin red S) som aktivt merkestoff gir god merking pa
en enkel, rask og sikker mate. | denne rapporten gnsker vi @ dokumenterer Veterineerinstituttets praksis,
rutiner og erfaringer ved gruppemerking av laksefisk pa rognstadiet, og senere identifikasjon av merke i
grestein (otolitt) hos ung- og voksen fisk.

Abstract

Resently group-marking of fish at the egg stage for re-stocking and restoration of local populations of
salmonids, has become more common. Several studies have shown that the labeling of fish eggs and larval
stages with the use of Alizarin preparations (Alizarin complexone or Alizarin red S) as the active material
provides a good, simple, fast and secure way of group marking. In this report we document the National
Veterinary Institute's practices, procedures and experiences in group-marking of salmon at the egg stage,
and later identification of marks in the otoliths of young and adult fish.
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1. Innledning

Direktoratet for naturforvaltning startet i 1986 arbeidet med etablering av en nasjonal genbank for vill
laks bestédende av saedbank og levende genbank. Bakgrunnen var trusler mot ville bestandene i form av sur
nedbgr, spredning av parasitten Gyrodactylus salaris, vassdragsregulering og remt oppdrettslaks. Levende
genbankstasjoner skulle etableres i regioner med truede laksestammer. Den fgrste ble etablert i 1989.
Deres oppgaver var ved siden av sykdomskontroll, & sikre aggregering av genetisk variasjon og produksjon
av gyerogn for tilbakefering og gjenoppbygging, styrking og reetablering av truede og sarbare lokale
laksestammer.

Et nasjonalt kultiveringsutvalg har gitt anbefalinger om bruk av yngel fremfor smolt, og rogn fremfor yngel
ved kultivering. Utsett av gyerogn av stedegen stamme sikrer god lokal tilpasning ved naturlig seleksjon i
lokalt vassdrag allerede fra rognstadiet. Bruk av rogn fremfor eldre stadier gir ogsd god utnyttelse av
genbankens potensiale til produksjon av et hgyt antall gyerogn for tilbakefgring til lokalt vassdrag (Moen
et al., 2007, 2008, 2009, 2010). Behov for evaluering og dokumentasjon av denne type tiltak var
bakgrunnen for etablering av metodikk for gruppemerking av fisk pa rognstadiet (Moen, 2004, 2005).

Merking av fisk pa rognstadiet har vist seg & veere en kostnadseffektiv, rask og enkel metode for
gruppemerking av store mengder rogn. Temperaturmerking og merking med bruk av fluoriserende
merkestoff har vist seg egnet ved at merke inkorporeres i kalsiumrike strukturer, og da spesielt i otolitter.
Otolitter bestar av aragonitt og kalsitt samt proteiner. Disse danner stabile strukturer som dannes tidlig
pa gyerognstadiet. Otolittene vokser gjennom hele fiskens liv. Denne egenskapen gjgr dem spesielt egnet
som malorgan ved merking pa rogn- og larvestadiet, vekststudier samt sporing ved kvantifisering av
geokjemiske sporelementer for sammenligning med forekomst i lokalt habitat (Flem et al., 2005).

Merking av rogn skjer normalt ferst etter at det har nadd gyerognstadiet. Rognkornet er da robust og taler
godt handtering. Metoden har klare fortrinn sammenlignet med andre merke- og identifikasjonsmetoder:
den er rask og kostnadseffektiv, gir jevn og varig merking, muliggjer kodemerking og kostnader ved bruk
palgper farst ved identifikasjon fremfor ved merking.

Veterinzerinstituttets praksis og erfaringer med bademerking av gyerogn og identifikasjon av merke i
otolitt er forsgkt sammenholdt med internasjonale studier av merking pa rogn-, larve- og yngelstadiet.

2. Aktuelle merkemetoder

Merking for identifikasjon av enkeltindivider og grupper av fisk nyttes for & dokumentere tilslag, estimere
bestandsstarrelse, tetthet, atferd og tilvekst. Avhengig av utsettingsstadium, behov for identifikasjon av
enkeltindivider, eller grupper av fisk, nyttes det i dag ulike metoder for merking. Ved ytre fysisk merking
for gruppemerking og individmerking nyttes gjerne Finneklipping, Carlin-merke, Floy-merke, Dart-merke,
Petersen-merke, Stream-merke og Spagetti-merke. Indre fysisk merking omfatter Snute-merke, ogsa kalt
Coded Wire-merker, VI-merker og PIT-merker. Fysisk merking (internt eller eksternt) nyttes i hovedsak
ved merking av individer stgrre enn 3-5 cm. Oversikter over ulike merkemetoder er gitt i Nielsen (1992),
Barlaup & Atland (1990), Rutherford et al., (2002.).

Ikke-fysisk intern merking baserer seg pa inkorporering av identifiserbare endringer i vekstmgnster, farge
eller kjemisk sammensetning i fiskens gresteiner (otolitter), skjell eller beinstrukturer (Muncy et al.
1990). Slik metodikk er blitt mer vanlig ved gruppemerking av rogn og larvestadier. @kt kunnskap om
effekter av slik merking, bedre analysemetoder samt gkt behov for gruppemerking av fisk pa rogn-, larve-
og yngelstadiet til kultiveringsformal er noe av arsaken.

Ved merking av fisk pd rogn-, larve- eller yngelstadiet er det i hovedsak otolitter som er malorgan.
Otolittene bestar hovedsakelig av kalsiumkarbonat, da som aragonitt mineraler og morfer av disse (95%)
samt en rekke sporstoffer (Calaprice et al., 1975; Campana & Gagne, 1995; Edmonds et al., 1995).
Organiske fraksjoner i otolitten fungerer som mal for avsetning av kalsiumkarbonat (Degens et al., 1969).

Aktuelle metoder for merking av otolitter omfatter i utgangspunktet all bruk av organiske stoffer som
radioaktive isotoper, sjeldne jordelementer, metaller samt organiske fluoriserende komponenter. Det kan
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ogsa nyttes stressmerking ved manipulering av temperatur (Volk, 1999) eller tgrrmerking ved hold av rogn
i luft (Rogatnykh et al., 2001). En oversikt er gitt av Muncy et al.(1990), Brothers (1990) og Rutherford et
al.(2002).

Produksjon av fluoriserende merke i otolitt kan skje allerede fra tidlig gyerognstadium, straks otolittene
er dannet (Tsukamoto 1995, Eckmann et al 1998), eller senere pa larve- og yngelstadiet (Wilson &
Beckman 1987, Secor & Houde 1995, Thomas et al. 1995; Nagiec et al., 1995). Dette kan skje ved bruk av
dels ulike teknikker som har det felles at merking kan foregd i vannbad. Flere ulike preparater kan nyttes
som aktive merkestoff. Av gruppen fluoriserende merkestoff nyttes i dag flere ulike preparater: Calcein
(CA) og Calcein blue (CAB) (Wilson et al. 1987; Brooks et al., 1994; Frenkel et al., 2002); Alizarin
complexone (ALC) (Tsukamoto, 1995; Reichert et al., 2000; Rogers et al., 2001); Alizarin red S (ARS) og
Alizarin red (AR)(Blom et al., 1994; Beckman & Schulz, 1996); Tetracycline (TC), Oxytetracycline (OTC) og
Erythromycin (EM) (Weber et al. 1967; Hettler 1984; Tsukamoto 1995). Thomas el al. (1995) merket larver
og yngel av Red Drum (Sciaenops ocellatus) og analyserte merkekvaliteten i otolitt etter & ha merket ved
bademerking, injeksjon i bukhulen og via for, og ved bruk av ulike konsentrasjoner av stoffene OTC, CA og
ALC. De fant best merking med bruk av de tre ulike preparatene ved hhv féring, injeksjon og
bademerking.

Tetracycliner ble farst nyttet i dels betydelig omfang som bredspektret antibiotika mot bakterie- og
soppinfeksjoner hos mennesker og dyr. Pa fisk nyttes tetracycliner i dag kommersielt som et bredspektret
antibiotikum ved behandling av generelle bakterieinfeksjoner. Grunnet fare for etablering av resistens er
myndighetene generelt tibakeholdende med bruk av tetracyclin-preparater til andre formal enn
behandling av lidelser hos dyr og mennesker som ma& bekjempes med bruk av bredspektret antibiotika. En
sideeffekt ved bruk av tetracyclin-preparater er at det inkorporeres et gult fluoriserende merke i
kalsiumrike strukturer hos fisk. Denne egenskapen er utnyttet ved merking av fisk (Rijker et al., 1980;
Koenings & Lipton, 1986). De farste forsgk med slik merking ble gjennomfert ved a gi tetracyclin-
preparater via for (Weber and Ridgway 1967; Trojan 1973; Odense and Logan 1974; Nagiec et al.(1985,
1988). Hettler (1984) gjorde forsgk med bademerking av Leiostomus xanthurus og Lagodon rhomboides pa
larvestadiet. Merkekvaliteten var god ved 1-2 timers eksponering i tetracyclin hydrocloride (TC) ved
konsentrasjoner p& 100-500 mg/l. Tsukamoto (1985) registrerte 100% merkesuksess og over 90%
overlevelse ved bademerking av rogn av Plecoglossus altivelis med 200-300 mg/l i 24-48 timer og larver
med 200-300 mg/l i 3-24 timer. Likeledes registrerte Dabrowski & Tsukamoto (1986) godt merke ved
bademerking av Coregonus peled pa gyerognstadiet. Det ble nyttet en konsentrasjon pa 600 mg/l i 12
timer. Likeledes fant Uchida et al. (1989) godt merke ved bademerking av larver av Plecoglossus altivelis
med TC for studie av neeringskonkurranse mellom vill og kultivert fisk. De nyttet 500 mg/l i 6 timer. Ruhle
& Grieder (1989) merket grret (S. trutta) og regnbuegrret (O. mykiss) ved tilsetning av TC i svellevatnet
rett etter befruktning samt ved merking av gyerogn-stadiet. Overlevelsen ved tilsetting i svellevatnet var
imidlertid variabel og rundt 50%. Ved tilsetting p& syerogn-stadiet var overlevelsen for regnbuegrret pa
rundt 85% mens den for grret var pd rundt 95%. Hendricks et al. (1991) kodemerket Shad (Alosa
sapidissima) fire ganger med 4 dagers mellomrom med TC med konsentrasjoner pa 200 mg/l i 6 timer.
Undersgkelser av merke 6 mnd senere viste 4 distinkte ringer i otolitt.

Ved bruk av oxytetracycline hydrochloride (OTC) merket Secor et al. (1991) sammen naer 7 mill gyerogn,
plommesekklarver, og yngel av Bass (Morone saxatilis) ved eksponering i merkebad i 2-3 timer og ved en
konsentrasjon pa 0,25-0,35 mg/l OTC. Temperaturen var mellom 20-25°C. Ulik ontogenetisk utvikling ved
merking ble nyttet for & skille gruppene. De registrerte 100 % merkesuksess ved merking av larver og 70 %
merkesuksess ved merking av yngel. De kunne ikke pavise noen forskjell i overlevelse for merket og
umerket fisk. Forskjell i merkesuksess for larver og yngel ble begrunnet med forskjeller i metabolsk
aktivitet, med hgyere aktivitet hos larver. Gjentatt merking av yngel med lengre eksponeringstid (300
mg/l i 6 timer) gav 100 % merkesuksess.

Reimer & Young (1990) fant en nedre grense for deteksjon av OTC og TC pa henholdsvis 0.08 og 0.09 ppm.
Merking av kanadargye (S. namaycush) med bruk av ulike konsentrasjoner av OTC og TC i vannbad gav en
LCso konsentrasjon pa 840 og 250 mg/I ved henholdsvis 1 og 6 timers eksponeringstid (Marking et al.,1988.
Ved eksponering i henholdsvis 24 og 96 timer falt LCsy konsentrasjonen til under 200 mg/l. Den gkte
dadeligheten syntes & skylde en betydelig redusert pH ved gkt konsentrasjon av merkestoff. Ved 200 mg/I
0g 800 mg/I falt pH til henholdsvis 4 og 3.
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Utskillelse av TC etter medisinforing av voksen fisk viste at TC var ute av muskelatur i lgpet av 90 dager
ved temperaturer rundt 7.5 °C (Salte, 1982; Bjgrklund & Bylund, 1990). Det er ikke pavist andre
sideeffekter ved bruk av TC-preparater (Bjgrklund & Bylund 1990; Marking et al. 1988; Secor et al. 1991;
Beckman et al. 1990; Hendricks et al. 1993).

Calceiner (Fluorexon, CzoHzeN,O3Na,, CAS 1461-15-0, MW 666.51) er et fluorescerende stoff med hgy
affinitet til kalsium i bein. Calcein (CA) brukes diagnostisk/eksperimentelt til studier av beinvev i vekst.
Zahlsen & Krgkje (1998) undersgkte RTECS-basen og fant at den ikke inneholdt data om relevant litteratur
pa humantoksiske egenskaper for Calcein. Arsaken var trolig at preparatet ikke har hatt noen anvendelse
som naturprodukt. De fant at det ikke forela tilstrekkelige data for & vurdere toksistet for Calcein. Forsgk
med bademerking av fisk med bruk av Calcein har vist opplgftende resultat (Wilson et al., 1987).

Alizarin _complexone (ALC) (Anthraquinone, 1,2-dihydroxy-, Cy4HgO,, CAS 72-48-0, MW 240.22) finnes
naturlig i “madder root” (eng) (Rubiaceae, Rubia tinctorum L), og hgrer til gruppen anioniske fargestoff
og regnes som moderat vannlgselig. R. tinctorum har veert nyttet ved farging av tekstiler i flere tusen ar
(Egypt, Persia og India). R. tinctorium er fortsatt i utstrakt bruk som naturmedisin mot nyrestein. Fra
slutten p& 1800-tallet ble ALC framstilt syntetisk og nyttes i dag som fargestoff samt som
utgangsmateriale for andre fargestoffer i tekstilindustrien. | analyseindustrien utnyttes den for sin
egenskap med fargeomslag ved endring i pH. | human medisin nyttes preparatet
diagnostisk/eksperimentelt som markgr ved studier av beinvev i vekst.

En gjennomgang av toksisitetsdata for ALC i relasjon til human eksponering viser at det er godt
dokumentert (Zahlsen & Krgkje, 1998). Estimert maksimal dose ved inntak av voksen fisk merket pa rogn-
eller yngelstadiet med Alizarin viste at mengdene var for sma til & vaere toksikologisk relevant (Zahlsen &
Krgkje, 1998). | RTECS-databasen er toxisitetssgrensen satt til LDso ved 316 mg/kg, fugl, gyeirritasjonstest
- Draize test gav 500 mg/24h, mutasjoner: Ames test, 100 ug/plate, DNA repair test 2 mg/plate,
“unscheduled DNA synthesis™ 10 mg/l. | USEPA (US Environmental Protection Agency) sitt genetox program
har alizarin status som “inconclusive”. Datablad fra produsent/importgr for alizarin angir at forbindelsene
ikke er kreftfremkallende (NTP, IARC, OSHA, Z-LIST). Dokumentene inneholder ogsa informasjon om
fysikalsk-kjemiske data, sikkerhet ved handtering, sgl, brann mv.

Bademerking med ALC og CA gav bedre merkekvalitet ved langt lavere konsentrasjon og eksponeringstider
sammenlignet med bruk av tetracycliner (Bumguardner et al., 1993; Monteleone et al., 1993; Thomas et
al., 1993). ARS [Ci4H;Na0+S] har vist seg & ha mye den samme kjemiske grunnstruktur og effekten som
ALC. Imidlertid er ARS langt mer prisgunstig enn ALC og stoffet har de senere ar tatt over og erstattet my
av bruken av ALC.

Stabile isotoper av Lantanider (Ennevor & Beames, 1993), Strontium Cloride (Behrens-Yamada & Mulligan
1982, 1987; Schroder et al., 1995 og Smith & Whitledge, 2010) er nyttet ved gruppemerking av fisk i
vannbad.

Temperaturmerking skiller seg fra de gvrige bademerkingsmetodene ved at det kun er vanntemperaturen
som manipuleres og som forarsaker synlig merking i otolittene (Campana and Neilson, 1985; Mosegaard et
al., 1987; Brothers, 1990; Volk, 1999; Munk et al., 1993; Hagen et al., 2000). Ved gjentatt eksponering i
vanntemperaturer noen fa grader over eller under oppholdstemperaturen skapes det et distinkt og visuelt
detekterbart omslag i ringmgnsteret i otolittene. Metoden nyttes i dag for storskala merking av
stillehavslaks (Urawa et al., 2001). Ved & endre tiden mellom hver eksponering og tiden rogna eksponeres,
produseres unik koding (Brothers, 1990; Volk et al., 1994; Munk and Geiger, 1998; Munk, 1999). Det stilles
imidlertid strenge krav til temperaturkontroll for & oppna god merkekvalitet. Anleggene ma ha mulighet
for oppvarming av vann. Opparbeidelse av otolittene for identifikasjon av temperaturmerker har vist seg a
veere mer tidkrevende enn opparbeidelse av preparat for identifikasjon av fargemerke (Tsukamoto, 1985,
1988; Tsukamoto et al., 1989B).
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3. Bademerking med bruk av Alizarin-preparater

3.1. Storskala bademerking av rogn, larver og yngel til kultiveringsformal
De siste 15-20 ar har bruken av otolittmerking i sammenheng med kultiveringstiltak vist en stadig gkning.

| perioden 1993-2004 ble det totalt satt ut nser 5 milliarder stillehavslaks fra Russiske, Canadiske,
Amerikanske og Japanske settefiskanlegg (Johnson et al. 2006). Andelen fisk med merke i otolitt gkte
jevnt i denne perioden. | 2004 ble 32%, eller naermere 1,6 milliarder individer merket i otolitt. Fra 1994-
1999 ble 11,5 millioner ketalaks (Oncorhynchus keta) individer gruppemerket pa rognstadiet med ALC ved
ett anlegg i Hokkaido, Japan (Kawamura et al. 2001). Fra 2005 til 2008 ble naer 30 mill individer
gruppemerket med ALC . For 2011 er det planlagt utsatt rundt 149 mill ketalaks i Japan. Stgrstedelen
kodemerkes ved temperaturmerking, mens 5,4 millioner planlegges bademerket med ALC og gitt to koder
for utsett i to elver. Av et samlet utsett pa 26,7 mill yngel av pukkellaks (Oncorhynchus gorbuscha) vil
rundt 11% bli merket med ALC og gitt tre ulike koder for utsett i tre ulike elver (Takahashi & Sakagami
2010).

Tsukamoto (1995) nyttet ALC for & estimere naturlig produksjon hos ulike stammer av Masu laks
(Oncorhynchus masou). Fisk ble satt ut pa forskjellig tid av aret, og ved forskjellig utviklingsstadium.
Totalt ble det satt ut 88.000 yngel og parr fra 10 ulike partier hvorav fem hadde merke i otolitt. For a
skille gruppene ble det laget kodinger ved & kombinere svak og sterk merking. Koding kan ogsa skje ved
gjentatt eksponering i merkebad med dagers mellomrom. Merkenes plassering i otolittene avhenger av
rognas ontogenetiske utvikling pa& merketidspunktet og tidsrommet mellom hver eksponering.

Gruppemerking med ALC og ARS er ogsa nyttet ved evaluering av kultiveringstiltak for styrking og
gjenoppbygging av andre arter s som grret, Salmo trutta (Champigneulle & Cachera 2003, Caudron &
Champigneulle 2009, Syrjanen et al., 2008); kveite, Psetta maxima (Paulsen & Stattrup 2004); Argysomus
Japonicus (Taylor et al., 2005); japansk flyndre, Paralichthys olivaceus (T.) (Liu et al., 2009); havabbor,
Morone saxatilis (Secor & Houde 1998). Ved ett forsgk merket de 6,5 millioner havabbor pa egg- og
larvestadiet (Secor et al. 1995). Morales-Nin et al. (2010) utarbeidet anbefalt prosedyre ved bademerking
av yngel av Argyrosomus regius ved bruk av ARS. Bruk av 60 mg/l ARS i 22 timer, pH < 9 og tetthet 1
ind/7,3 liter gav mer enn 90 % merking. Dgdeligheten var under 8 %. Ved gjentatt merking med ARS for
sammenligning av effekter av kultivering ved utsett av tre ulike stadier av grret (Salmo trutta L.) merket
Caudron. & Champigneulle (2009) larver ved 10 dggngrader (D°) etter klekking, ved 10 og 220 D° samt ved
10 og 220 D° og rett etter startforing (3-4 cm lengde). Metoden er i tillegg nyttet i forbindelse med studier
av tilvekst, tilslag og alder (Nakaya et al., 2008; Li et al.,2008; Masu et al., 2008). Nagata et al., (1995)
nyttet ALC merking for sammenligning av veksten hos vill og domestisert yngel av masu laks i Hokkaido
elven ved & grave ned merket gyerogn.

3.2. Effekter av konsentrasjon, eksponeringstid og pH ved merking av gyerogn i
vannbad.

Konsentrasjon av merkestoff og vannkjemiske parameter er vist & pavirke merkekvalitet (Tsukamoto et al.
1989, Secor & Houde 1995, Tsukamoto 1995, Eckmann 2003, Niva et al. 2005, Caudron & Champigneulle
2006, Baer & Rosch. 2008). En rekke undersgkelser har rapportert om 100% merking ved bruk av ALC ved
konsentrasjoner mellom 25 og 200 mg/l og eksponering mellom 6 og 24 timer (Takahashi, 1994; Reichert
et al., 2000; Lagardere et al., 2000; Secor et al. 1995; Beckman and Schulz 1996; Tsukamoto 1988; Nagata
and Irvine 1997; Kawamura et al. 2001). Ved konsentrasjoner pa 50 og 100 mg/l ALC og 3-4 timer
eksponeringstid ble det registrert god merkekvalitet ved bademerking av rgye (Salvelinus alpinus),
canadargye (Salvelinus namaycus), brungrret (Salmo trutta), laks (Salmo salar), sik (Cregonus sp) og gj@rs
(Sander lucioperca) pa gyerognstadiet (Niva et al. 2005). Likeledes fant Caudron & Champigneulle (2006,
2009) god merking av gyerogn av grret (Salmo trutta L.) i 100 mg/l ALC og 3 timers eksponeringstid. Niva
el al. (2005) registrerte redusert merkekvaliteten ved gkende ekponeringstid, og rapporterte at det var
11-12 ganger vanskeligere & lese merking i otolitt fra fisk merket i 6 timer sammenlignet med fisk merket i
3-4 timer.
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Bruken av ALC og ARS ved bademerking har vist at merkekvaliteten i otolitt fra fisk tilhgrende samme
merkegruppe varierte lite, bade for ungfisk (Uchida et al. 1989; Secor and Houde 1995; Moen 2000; Niva
et al 2005; Baer and Rdsch 2008) og voksen fisk (Taylor et al., 2005; Candron et al., 2006; Gerdeaux et
al., 2006; Moen et al., 2009).

Surhetsgraden i merkebadet er vist & pavirke merkekvaliteten. Ved merking med ALC avtok
merkekvaliteten ved en gkning av pH fra 6,5 til 8,5 ved badmerking av yngel av sgrlig svart brasme
(Acanthopagrus butcheri) (Partridge et al., 2009). De anbefalte bruk av pH pa mellom 7 og 7,5. Morales-
Nin et al. (2010) anbefalte pH <9 ved bademerking av yngel av grnefisk (Argyrosomus regius) med bruk av
ARS. Ved relativt stort rognvolum i forhold til vaeskevolum kan pH synke under merking. Eckmann (2003)
anbefalte bruk av forholdet 5:1.

3.3. Varighet av merke i otolitt

Undersgkelser har vist at fisk merket med TC hadde godt synlig merking etter 7 ar (Hendricks et al.,
1991). Kawamura et al., (2001) merket 11, 5 millioner rognkorn av Ketalaks (Oncorhynchus keta) med bruk
av ALC. De fant godt merke i otolitt i mer enn 5 ar etter merking. Potter et al., (2008) fant synlige merker
i otolitt av Serlig Svart Brasme (Acanthopagrus butcheri) fanget 3,5 ar etter merking. Ved bademerking av
yngel av samme art, og med bruk av ALC, fant Partridge et al. (2009) godt synlig merke etter 7 ar.
Tsukamoto et al. (1989) og Eckmann et al. (1998) registrerte godt synlig merke i otolitt da dette ble
undersgkt etter 3 ar. Egne undersgkelser har vist godt merke i otolitt hos voksen laks 5 ar etter merking
med ARS pa rognstadiet (Moen et al., 2009).

3.4. Bleking av merke og arsaker til redusert merkekvalitet

Tidligstadier og lite pigmenterte arter vil ofte veere mer utsatt for skader grunnet eksponering for UV-lys
enn mer pigmenterte individer. Utslukkingen av UV-lys er normalt sveert rask i vann og i fiskehud. Lorson
& Mudrak (1987) registrerte imidlertid en tendens til redusert merkekvalitet hos TC merket yngel av
Amerikansk shad (Alosa sapidissima) plassert utendgrs i grunne kar og eksponert for kraftig sollys.
Individer plassert i hus hadde bedre merkekvalitet. Forskjellene begrunnet de med bleking grunnet
eksponering for UV-lys. Fluorescerende merke i otolitter som er montert pa objektglass, antas a vaere mer
utsatt for bleking ved lengre tids eksponering for dagslys, eller UV-lys i fluorescent-mikroskop.

4. Veterineerinstituttets praksis ved bademerking av gyerogn og
identifikasjon av merke i otolitt

Veterineerinstituttet har siden 1993 nyttet ALC og senere ARS ved bademerking for gruppemerking av
gyerogn av laksefisk. Forst i forsgkssammenheng, og senere i forbindelse med kultiveringstiltak i vassdrag
(Moen 1996, 2000, 2004, 2005; Moen et al., 2007, 2008, 2009, 2010). | perioden 2005-2010 er det
bademerket neer 15 mill gyerogn med bruk av ARS i forbindelse med produksjonen i den levende
genbanken for laks.

Metoden har muliggjort gruppemerking av et hgyt antall individer pa en rask, enkel, sikker og rimelig
mate. Ett eksempel ma oppsett for storskala merking er vist i figur 1. For kodemerking kan en nytte
gjentatt merking ved badebehandling ved ulike ontogenetiske utviklingsstadier. Ved bruk av ett
merkestoff og ett til tre ontogenetiske stadier (tidspunkt) for gjentatt merkinger kan det produsere syv
ulike merkekoder. Med bruk av flere enn tre ulike ontogenetiske stadier kan en gke antall mulige koder.

Veterinaerinstituttet nytter 200 mg/l og 6 timers eksponeringstid ved bademerking av gyerogn med bruk
av ARS. pH justeres til 7 i merkebadet. pH overvakes og heves ved behov ved bruk av tris-buffer (Sigma 7-
9-%). Ved lave temperaturer (< 2 °C) nyttes det gjerne noe lengre merketid enn ved hgyere temperaturer.
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Merking av mindre grupper skjer gjerne i enkeltbeholdere. Merkestoff tilsettes og pH justeres far rogna
eksponeres. Vannsirkulasjon og oksygentilsetning sikres ved bruk av vannpumper og luftesteiner, eller ved
bruk av egen oksygenbeholder med diffusor. Temperatur, oksygenniva og ledningsevne kontrolleres og
noteres for rogna tilfares merkebadet, og med jevne mellomrom mens merkingen pagar. Ved merking av
stgrre grupper kobles gjerne flere klekkebakker sammen via felles tilfgrsel tilkoblet et ekspansjonskar
med sirkulasjonspumpe. Avlgpene kobles til ekspansjonskaret slik at de danner en lukket krets.
Veskevolum justeres for & sikre riktig merkekonsentrasjon og et betryggende forhold mellom vaeskevolum
og rognvolum (Eckmann, 2003).

Figur 1. Storskala merking ved seriekobling av 30 liters klekkesylindere og bruk av ekspansjonskar med
returpumpe og oksygentilsetning. Bilde fra produksjonsklekkeriet ved Genbanken for laks pa Haukvik i Sgr-
Trgndelag (Foto Espen Holthe, Veterinegerinstituttet).

Styring og kontroll med den ontogenetiske utviklingen hos ulike rognpartier vurderes som viktig for &
kunne kvalitetssikre levering av ferdig sjokket, sortert, merket, desinfisert og pakket rogn for levering til
lokalt vassdrag med gnsket ontogenetisk utvikling til riktig tid. Gorodilov (1996) definerte og beskrev ulike
stadier av den ontogenetiske utviklingen hos embryo, larve og senere yngel av laks Salmo salar L. | denne
sammenheng kan det vaere nyttig & kjenne til hans beskrivelser av morfologisk utvikling ved de ulike
ontogenetiske utviklingsstadier. Flere har dokumentert sammenhenger mellom temperatur og hastigheten
av den ontogenetiske utviklingen fra befruktning til klekking og videre frem til swimup hos laksefisk
(Petersen et al., 1977; Carrick, (1979); Crisp, 1981, Gorodilov, 1983, 1996; Heggberget & Wallace, 1984;
Wallace & Heggberget, 1988; Berg & Moen, 1999). Basert pa data fra forsgk med rognutvikling og
konstante temperaturer er det etablert modeller for rognutvikling som funksjon av temperatur (Crisp,
1981; Elliot et al., 1987). Ved bruk av modeller og gode temperaturmalinger, kan den ontogenetisk
utvikling estimeres med tilfredsstillende presisjon. Den lgpende utviklingen i prosent kan utledes fra
modeller gitt av bla Crisp, (1981) og Elliot et al., (1987). Bademerking av rogn gjennomfares i regelen
farst etter at rogna har nadd gyerognstadiet, og etter at ubefruktede- og dede rognkorn er fjernet.
Sjokking, sortering og merking skjer normalt etter at rognkornet har naddd 55% utvikling. For beskrivelse av

Gruppemerking av laksefisk pa gyerognstadiet - Veterinzerinstituttets rapportserie 1-2011 11



den morfologiske differensieringen ved et gitt ontogenetisk stadium i rognutviklingen er godt beskrevet av
Gorodilov (1996). Han nyttet antall par somitter (ts) (celleansamlinger som dannes symmetrisk pa hver
side av ryggstrengen) for beskrivelse av embryoets relative utvikling. Ved a kombinere teoretiske modeller
for rognutvikling fra Crisp (1981) og Elliot et al. (1987) med Gorodilov (1996) sine beskrivelser av ulike
utviklingstrekk ved en gitt Ts ved 55% utvikling: Tgssw) = STD (N) = 166 + 0,68 (N=40) i
temperaturintervallet 0,1 til 4 °c. Klekking skjer ved Ts i intervallet 280-320. Dette spennet skyldes at
utviklingen varierer noe avhengig av temperaturregime i lgpet av rognfasen.

Temperaturfall pa seinhgsten kan gi dels betydelige forskjeller i ontogenetisk utvikling mellom ulike
rognpartier. Et fall pa 7-8 grader i lgpet av to - tre uker kan gi dels betydelige forskjeller i ontogenetisk
utvikling ved ulike stryketidspunkt. Likeledes kan tidspunkt for kjgnnsmodning og kvaliteten pa
kjgnnsproduktene variere mellom familiegrupper innen og mellom arsklasser innen en og samme sesong.
Mellom ar kan tidspunkt og hastigheten av temperaturfallet variere dels betydelig innen ett og samme
kultiveringsanlegg. Ved merking for utsett av rogn i vassdrag kan stor spredning i ontogenetisk utvikling
mellom rognpartier veere ugnsket. For & redusere forskjellene kan det nyttes avkjglt vann for de tidligste
gruppene eller oppvarmet vann for de siste gruppene. Det siste bgr nyttes med forsiktighet. Temperaturen
ber ikke overstige 6-7 grader tidlig pa rognstadiet (ved 0-50 % utvikling). God kontroll og gjerne
synkronisert utvikling gjer det enklere & planlegge ulike aktiviteter i tilknytning til rognproduksjonen. Det
gjelder bade med hensyn til tidsrom for merking og siste frist for transport av desinfisert rogn ut av
anlegget.

Rognkornets opptak av oksygen og salter over rognmembranen (corion) gker ved gkende temperatur og
frem mot klekking. Ved lave temperaturer (<2°C) og ved 55 - 70 % utvikling mot klekking er utvekslingen
over corion normalt lav sammenlignet med seinere stadier. Bademerking pa rognstadiet gjennomfares i
regelen mellom 60- 85% utvikling. Ved lave temperaturer og tidlig pa gyerognstadiet kan
eksponeringstiden i merkebadet gjerne gkes noe utover 6 timer, mens ved relativt hgye temperaturer og
mer fremskreden ontogenetisk utvikling kan eksponeringstiden reduseres noe. Ved 4-5 °C og 80% utvikling
kan ekspneringstiden reduseres til 4 timer. Slike justeringer vil bidra til en jevnere merkekvalitet.

Veterinaerinstituttet gjennomfgrte i 2006 en test av effektene av eksponeringstid, salinitet, pH og
temperatur pd merkekvalitet ved bademerking av gyerogn av laks (Tabell 1). Grupper av gyerogn (rundt
500 rognkorn/gruppe fra en og samme arsklasse av Ogna stamme) ble bademerket og gitt ulike regimer
under merkingen. Etter klekking ble yngel avlivet og otolittene analysert. Ved salinitet pd 1%. syntes
merkekvaliteten & veere hgyere enn ved 5%. Ved salinitet hgyere enn 5 % var merket svakt
(merkekvalitet = 1) eller ingen merking (merkekvalitet = 0). Ved lav salinitet (< 5 %0) gkte merkekvaliteten
ved gkende eksponeringstid. Ved & gke surheten i merkebadet fra pH 7 til pH 9 avtok merkekvaliteten.
Merkekvalitet som funksjon av temperatur ble undersgkt ved bruk av tre temperaturregimer og 6 timers
eksponeringstid. Merkekvaliteten syntes ikke & endre seg nevneverdig ved gkt temperatur fra 2,2-10 °C. |
dette forsgket ville eventuelle forskjeller i merkekvalitet trolig ha kommet bedre frem ved kortere
eksponeringstid.
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Tabell 1. Test av merkekvalitet ved bademerking med bruk av ARS som funksjon av eksponeringstid, salinitet,
pH og temperatur. Det ble nyttet rogn av Ogna stamme og merkekvaliteten ble gradert fra 0 til 5 og hvor 0=
ikke lesbart merke; 1= svakt merke; 2=klart merke; 3=godt merke; 4=kraftig merke; 5=sveert kraftig merke (godt
synlig uten bruk av UV-lys og filterblokker).

Gruppe nr. | Param. Eksp.-_tid Salinitet |Ledningsevne oH Tecr)np. Merkekvalitet
(min) (%o) (mS/cm) (7C)
1 Salinitet 10 35 50 800 7,5 1,8-2,5 0
2 Salinitet 10 20 35 000 7,5 1,8-2,5 0
3 Salinitet 10 12 20 200 7,5 1,8-2,5 0
4 Salinitet 30 35 50 800 7,5 1,8-2,5 1
5 Salinitet 30 20 35 000 7,5 1,8-2,5 0
6 Salinitet 30 12 20 200 7,5 1,8-2,5 0
7 Salinitet 120 35 50 800 7,5 1,8-2,5 0
8 Salinitet 120 20 35 000 7,5 1,8-2,5 1
9 Salinitet 120 12 20 200 7,5 1,8-2,5 1
10 Salinitet 120 5 9 600 7,5 1,8-2,5 1
11 Salinitet 120 1 2 060 7,5 1,8-2,5 2
12 Salinitet 240 5 9 600 7,5 1,8-2,5 2
13 Salinitet 240 1 2 060 7,5 1,8-2,5 3
14 Salinitet 360 5 9 600 7,5 1,8-2,5 3
15 Salinitet 360 1 2 060 7,5 1,8-2,5 4
16 pH 360 0 130 7 1,8-2,5 4
17 pH 360 0 130 8 1,8-2,5 1
18 pH 360 0 130 9 1,8-2,5 1
19 Temp. 360 0 130 8-6,75 [2,2 5
20 Temp. 360 0 130 8-6,75 |5 4
21 Temp. 360 0 130 8-6,75 |10 5

4.1. Teknisk utstyr for avlesing av merke

Veterineerinstituttet nytter moderne fluorescent-mikroskop i sitt arbeid med identifikasjon av merke i
otolitt (Leica fluoriscent mikroskop, type DM 2000). Filterpakkene som nyttes er av produsenten tilpasset
identifikasjon av bla. Alizarin. Vi nytter i dag tre filterpakker i vare fluorescentmikroskop - N2.1, A og I3.

UV-lampene som nyttes i fluorescent-mikroskop har begrenset levetid. For & opprettholde god kvalitet
oppgir leverandgren av lampene en maksimal brukstid. Hvis brukstiden ikke overholdes vil kvaliteten pa
avlesningene avta. Det er installert timeteller i stramforsyningene til fluorescensmikroskopene hos VIs
laboratorium.

4.2. Opparbeidelse, montering og lagring av otolitter

| regelen mottar Veterinzerinstituttet prgvematerialer av otolitter i eppendorfrgr eller vi mottar hele
individer pa sprit. Otolittene taes da ut, og monteres. Otolittene skal veere rene og terre far montering.
Otolitter monteres enten direkte pa objektglass eller stgpes inn i resin og sages far montering pa
objektglass. Det siste nyttes ofte for otolitter fra stor fisk. Otolittene er parede organer og hvor det finnes
tre ulike otolitter i fiskens hgreorgan disse er sagitta, lapillus og astericus. Sagitta er den stgrste og
normalt den som nyttes ved opparbeidelse for avlesing av merke. Ved innsendelse av otolitter er det
gnskelig at begge sagitta sendes inn. Innsendelse av kun en otolitt fratar oss muligheten for & opparbeide
en ekstra prgve hvis den farste vise seg & veaere deform eller ha skader grunnet brekkasje. Opplaering av
lokalt personell i uttak av otolitter gjennomfgres regelmessig.
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Opparbeidelse av otolitt fra voksen fisk krever normalt mer tid enn ved opparbeidelse av otolitt fra yngre
fisk. Det skyldes at stgrre otolitter krever innstgping i epoxy-resin, saging med diamantsag samt mer
sliping far de kan analyseres. Tidsbruken er derfor gjerne det dobbelte sammenlignet med opparbeidelse
av otolitt fra 1-2 ar gammel fisk.

Tap av merke grunnet bleking som en fglge av eksponering for UV-lys mens fisken er i naturen vurderes
som lite sannsynlig. Lagring av otolitt under ugunstige forhold med eksponering for lys kan potensielt
redusere merkekvaliteten. Av den grunn oppbevares innsendte otolitter i lystette esker og lagres markt.

4.3. Kontroll av merkekvalitet

Det lokale klekkeri blir bedt om & holde tilbake et lite antall rognkorn fra hvert rognparti for a registrere
klekking samt for innsendelse av 20 individer som avlives ved slutten av plommesekkstadiet. Individene
legges pa 96% sprit og sendes vart analyselaboratorium i Trondheim. Uttak av kontrollmaterialer er et ledd
i vart arbeid med kvalitetssikring og gir informasjon om merkekvaliteten og nyttes for verifisering av
merkekode for den enkelte gruppe individer fra det enkelte kultiveringsanlegg. En oversikt over innsendt
kontrollmaterialer fordelt pa vassdrag for perioden 2002-2009 er gitt i tabell 2. For noen av stammene,
hvor det er lagt inn grupper med ulik ontogenetisk utvikling, er det sendt inn kontrollmaterialer for den
enkelte gruppe.

Tabell 2. Oversikt over mottatte prgver av kontrollmaterialer etter merking fordelt pa vassdrag for perioden
2002-2009. 0 = kontrollmaterialer ikke innsendt; X = kontrollmateriale sendt inn.

Vassd rag/Ar 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009
Batnfjord X

Beiarelva X

Bjoreio 0 0 0 X X
Bya 0 X X X

Bygland X 0 0 X X 0
Ekso 0 0 X 0 X X
Figga 0 X 0 0 X

Flekke X X X 0 X

Jostedgla 0 X 0 X 0 X 0
Jolstra X 0 X X
Leerdalselva 0 X X X
Mandalselva 0 0 X 0 X X X
Nidelva 0 X X X

Ogna X 0 X X

Ranelva X X X X
Resa 0 X X

Rossaga X X X
Stjgrdalselva X

Tovdalselva X X X X X X 0
Vikja X 0 X X X 0
V0sso X X X X X X X

4.4. ldentifikasjon av merke i otolitt

Gode rutiner og praksis ved opparbeidelse av prevematerialer samt bruk av adekvat utstyr vil bidra til &
kvalitetssikre analyseresultatet. Niva et.al. (2005) gjennomfgrte en test av kvaliteten i avlesning ved flere
analyselaboratorier. Testmaterialet besto av otolitter fra merket og umerket fisk av bla rgye, aure og
laks. En avleser utmerket seg ved a ha spesielt hgy feilprosent. Ved & utelate vedkommende fant de at
100% av merkede otolitter av laks ble identifisert som merket, og at umerkede otolitter i snitt ble
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feilkategorisert i 4,5 % av tilfellene. Oppleering og jevnlig testing av personell vurderes som viktig for a
sikre optimal kvalitet i analysearbeidet. Av den grunn er det utarbeidet en egen blindtest/ringtest som
alle avlesere ma ha gjennomgatt og bestatt far de er godkjent som otolittavlesere. Imidlertid er det ikke
etablere ringtester for dokumentasjon og godkjennelse av praksis mellom ulike analyselaboratorier.

Kvaliteten pa merke i kontrollmaterialene graderes pa en skala fra 0-5, 0 = ikke synlig merke og 5= sveert
godt synlig merke. Merkekvalitet med gradering 2 vurderes som et godt synlig merke. Eksempel pa
evaluering av merkekvalitet er vist i tabell 3 som viser et utvalg kontrollprgver fra tre ulike stammer pa
Sgrlandet.

Tabell 3. Merkekvalitet (gjennomsnitt, STD og N) i kontrollmaterialer fra ulike merkegrupper av tre stammer -
Storelva stamme for utsett i Tovdalselva, Bjerkreim stamme for utsett i Mandalselva samt Mandal stamme for
utsett i Mandalselva. Stammene Storelva og Mandalselva ble holdt ved genbanken for laks pa Finsa i Marnardal
mens Bjerkereim-stammen ble holdt pa Ims. Merkekvalitet ble gradert fra 0 til 5, med 0 som ikke synlig merke
0g 5 som sveert godt synlig merke.

Stamme IL(J)tkS:Ititggs- Utsettingsar Merke-gruppe — Merkekvalitet
Gj.snitt STD N
1 2,17 0,41 6
2003 > 229 WE s
3 2,20 0,45 5
1 3,33 1,15 3
2 3,00 0,82 4
2004 2 2 Tt :
4 2,67 0,58 3
5 3,40 0,55 5
1 2,57 0,53 7
2005 2 2,50 0,55 6
3 3,00 0,00 6
4 4,00 0,00 7
Storelva i Holt Tovdalselva 2006 1 3,67 0,52 6
2 3,00 0,63 6
3 3,67 0,58 3
1 3,00 0,00 7
2 3,17 0,41 6
2001 3 4,30 0,48 10
4 4,78 0,44 9
5 5,00 0,00 6
1 2,36 0,50 11
2 2,71 0,76 7
2008 3 3,57 0,79 7
4 3,25 0,46 8
5 5,00 0,00 8
6 5,00 0,00 10
2005 1 3,83 0,41 6
Mandalselva Mandalselva 2007 1 3,00 0,00 6
2 3,70 0,49 7
2008 1 4,00 0,00 6
i i 2007 1 4,70 0,48 10
Bjerkreimselva Mandalselva 5008 n 5 = !
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4.5. Prosedyrer ved avlesing av otolitt

Minimum to avlesere foretar uavhengige avlesninger av materialer. Otolitter som er gitt ulikt prgvesvar av
to avlesere gjennomgas pa nytt i fellesskap ved en ny gjennomgang. Basert pa logging fra 2007, og
fremover er det gjennomsnittlige avviket mellom rutinerte avlesere ved fagrste gangs avlesing 3,5 % = 1,4
(gj.snitt £ 95 % CI) (Tabell 4). Det gjennomfares fortlepende logging og kontroll av variasjonen mellom
avlesere.

Tabell 4. Antall og andel ulike prgvesvar gitt av to rutinerte avlesere ved fgrste gangs gjennomgang av
prgvematerialer.

# # %
Vassdrag/ar Stadium ulike undersgk | differans
pragvesvar t e
Rossaga 2008 Yngel 2 48 4.17
Ressaga 2009 Yngel 2 30 6.67
Jostedgla 2008 Yngel 0 21 0
Koséna 2007 Smolt 4 173 2.31
Kosana 2008 Smolt 1 48 2.08
Leerdalselva 2007 Yngel 37 713 5.19
Leerdalselva 2008 Yngel 12 250 4.80
Mandalselva 2008 Smolt 3 85 3.53
Tovdalselva 2008 Smolt 2 45 4.44
Tovdalselva 2008 Voksenfisk 1 46 2.17
Nidelva 2005-2007 Voksenfisk 9 269 3,30

4.6. Evaluering av prgvesvar etter analyse av otolitt

| samarbeid med LFI-Bergen gjennomfgrte Veterinaerinstituttet i 2009 en test av avlesningsresultater ved
analyse av otolitter ved Veterinarinstituttets analyselaboratorium i Trondheim. Et materiale innsamlet
fra felt og laboratorie ble oversendt for analyse og besto av 138 otolitter fra ungfisk. 10 stk (7 %) av de
innsendte otolittene var deforme eller gdelagt. Noen av disse kan ha blitt gdelagt under opparbeidelse av
prgvematerialene. Alle 61 otolitter identifisert som merket var merket. Alle 53 otolitter identifisert som
umerket var umerket.

Niva et al. (2005) har tidligere gjennomfart en undersgkelse hvor de kvantifiserte presisjonen ved avlesing
av Alizarin merkede otolitter fra ulike fiskearter, deriblant laks. For & sammenligne dataene fra var 2009
test med resultatene gitt av Niva et al. (2005) ble dataene analysert med bruk av standard protokoll for
validering av alternative mikrobiologiske metoder ved analyser av matvarer, vann, avfgring etc.
(NordVval/NMKL) (Tabell 5). Vi fant en hayere relativ spesifisitet (RSP%) og hgyere andel korrekt avleste
prgver - relativ ngyaktighet (RA%) i var undersgkelse sammenlignet med data fra Niva et al. (2005).
Imidlertid hadde vi en lavere frekvens av sanne positive resultat - relativ sensitivitet (RS%). Det skyldes
hovedsakelig et hgyt innslag av negative avvik (ND). Feilprosenten (100 % x ND/N) i var merketest var pa
10,1%. En neermere undersgkelse av dataene bak denne feilprosenten viste at 13 av de 14 negative
prevene var produsert og merket ved ett bestemt lokalt anlegg varen 2003 og varen 2005. Otolitt prevene
var hentet fra individer innfanget pa et atskilt restfelt sommeren 2005 og 2007. Isolert sett viste prgvene
fra dette vassdraget og tilhgrende kultiveringsanlegg at 13 % var rapportert inn som “gdelagt” samt 13 %
prosent med “deform-kjerne” i otolitten. Av 2003- materialet fra dette klekkeriet var 46,1 % falske
negative prgver. Av 2005-materialet, ble det rapportert inn 13 % som “gdelagt”, og 61,5 % falske
negative. Det er ikke mottatt kontrollmaterialer fra de nevnte argangene fra dette klekkeriet. Den hgye
andelen falske negative prever kan ogsa skyldes ugunstig oppbevaring av otolittene fra de ble innsamlet i
vassdraget og levert var lab. to og fire ar seinere. Den samlede andelen otolitter registrert som gdelagt
eller deforme og levert fra dette klekkeriet var 20 %, mens andelen rapportert som gdelagte eller deform
som del av merketesten var 7,2 %. Imidlertid vil en slik oppdeling av pravematerialet veere misvisende
ettersom en reduksjon av antall pragver vil fagre til gkt usikkerhet i prgvesvarene.
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Tabell 5. Sammenligning av resultater ved avlesing av merke i otolitter fra laks basert pa resultater fra
undersgkelser utfgrt av VI/LFI-Bergen og Niva et al.,(2005). Data fra Niva et al (2005) er gjennomsnittsverdier
for 5 avlesere. PA = antall positive prgver; NA= antall negative prgver; ND= antall negative avvik; PD= antall
positive awvik; N= antall prgver undersgkt; RA = relativ ngyaktighet, og gir et mal pa overensstemmelse med
fasit (kjent materiale). RA i %=[(PA+NA)x100]/ N, og angir andelen falske positive prgvesvar; RS= relativ
sensitivitet, og angir andel sanne positive resultater i prgvematerialet. RS i %=(PAx100)/(PA+ND); RSP= angir
andel sanne negative resultater i referansegruppen. RSP i % = (NAx100)/(PD+NA), og angir relativ spesifisitet.

Positive [ Negative | Negative | Positive sum Relativ Relativ Relativ
Testmaterialer praver praver avvik avvik ngyaktighet | sensitivitet | spesifisitet
PA NA ND PD N RA (%) RS (%) RSP (%)
;’goLgF I-Bergen - test 61 53 14 0 128 89.1 81,3 100
Niva et al. (2005) 16,6 9,6 0,4 4,4 31 84,5 97,7 68,5

| forbindelse med en gjennomgang av et prgvemateriale av laks fra Kosana innsamlet i 2007 og 2008
gjennomfarte LFI-Bergen testing av vare analysesvar ved & legge inn prever med kjent opprinnelse.
Materialet fra 2007 besto totalt av 80 otolitter. | etterkant rapporterte de at det var lagt inn 9 praver av
merket fisk med kjent bakgrunn. Av disse ble 7 vurdert som merket mens 2 ble identifisert som umerket.
Det gav en RA% pa 78%. Test av materialet fra 2008 gav en RA% pa 100%.

| to av de tre ovenfor nevnte testene ble andelen prgver med merke underestimert (Kosana 2007-. N=9,
ND= 22,2 % ; test VI-LFI-Bergen 2009- N=128, ND=10,9 % og test Kosana 2008 - N=9; ND=0%). Falske
positive prgver (prever som ikke var merket men som er funnet & veere merket) ble ikke pavist i noen av
testene.

5. Diskusjon

| arbeid med bademerking av rogn og identifikasjon av merke i otolitt er det fokusert p& utvikling og
kvalitetssikring for & oppnad god og jevn merking samt rask og sikker identifikasjon. Det er likeledes
fokusert pa etablering av system for overvakning og kontroll av rognkornets ontogenetisk utvikling,
fastsettelse av merketidspunkt, konsentrasjon av merkestoff i merkebadet, eksponeringstid og kontroll
med vannkjemiske parametere under merking ved logging av pH, ledningsevne, oksygennivd og
temperatur. Fokus har ogsd veert pa optimalisering av avlesingsmetodikk, etablering av rutiner og
prosedyrer ved avlesning, og oppleering av personell ved visuell inspeksjon av merke i otolitt.

Veteringerinstituttets praksis ved bademerking og identifikasjon av merke i otolitt er i trdd med
internasjonale resultater og anbefalinger (Tsukamoto et al., 1989B; Blom et al., 1994; Takashi 1994; Secor
et al., 1995; Beckman & Schulz, 1996; Eckman et al., 1998; Lagardere et al,. 2000; Kawamura et al.,
2001; Rutherford et al., 2002; Eckman, 2003; Niva et al., 2005; Caudron et al., 2006; Baer & Rosch, 2008;
Caudron & Champigneulle 2009; Partrideg et al., 2009; Simon et al., 2009; Morales-Nin, et al., 2010).

Merker i otolitt fra voksen fisk er gjerne like distinkt og tydelig som merke hos yngre individer. Gode
rutiner og praksis ved bearbeiding og opparbeidelse av prgvemateriale er imidlertid viktigere ved analyse
av voksen fisk enn for yngre individer. Niva et al. (2005) fant at for otolitter innstgpt i epoxy-resin og
saget med diamantsag ble 97,0 % av preparatene korrekt avlest, mens det for otolitter som kun var slipt
ble 92,3 % av otolittene korrekt avlest. Sannsynligheten for deteksjon av merke synes & varierer med
kvaliteten i arbeidet med opparbeidelse av otolitt prgvene og i mindre grad av fiskens stgrrelse og alder.

For & kvalitetssikre analysearbeid og selve analysesvaret gjennomfert ved Veteringerinstituttets
analyselaboratorium er det i samarbeid med UIB, LFI-Bergen gjennomfgrt blindtester. Resultatene
vurderes som fullt tilfredsstillende og fullt pd hgyde med internasjonale resultater og praksis. Otolitter
med misdannelser eller sprekker kan gi gkt fare for falske negative prgvesvar. Det skyldes trolig at de ofte
har en dels betydelig gkt egenfluorescens. Merker vil da ofte veere vanskeligere a identifisere visuelt. Av
den grunn vil det trolig bli vanskelig helt & kunne eliminere en mindre andel otolitter gitt negative
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prgvesvar (otolitter som er merket men som identifiseres som umerket). Falske positive prgvesvar
vurderes derimot som langt mer alvorlig sammenlignet med falske negative prgvesvar. Alizarin-preparater
gir et rgdlig merke som skiller seg godt fra autofluorescens som ligger i den gule delen av spekteret. Det
gjer at ALC og ARS vurderes som et bedre merkepreparat i forhold til synlighet sammenlignet med TC-
preparater hvor merket gir fluorescens i den gule delen av spekteret.

Merketap er ikke dokumentert hos fisk merket ved bademerking med bruk av ALC eller ARS. Eksponering
av ung fisk for kraftig sollys i grunne kar utendgrs synes imidlertid & kunne fere til bleking av merke i
otolitter (Lorson & Mudrak 1987.) Under normale forhold vil individene i naturen veaere godt beskyttet mot
direkte UV-lys. Hvis relativ sensitivitet (RS%) i var undersgkelse kan sees som et mal pa merketap eller
’bleking” vil denne ligge pa rundt 10% (tabell 5). Sammenlignet med andre metoder for gruppemerking gir
badmerking med ARS og lesing av merke i otolitt en akseptabel feilmargin. Rutherford et al. (2002)
vurderte et merketap pa 10 % som akseptabel.

For kvalitetssikring av praksis og rutiner ved Veteringrinstituttets laboratorium er det etablert system for
logging av ontogenetisk utvikling av rogn, rutiner for logging av vannkjemiske parametere samt uttak av
kontrollmaterialer for kvalitetssikring og dokumentasjon av merking. Likeledes er det etablert rutiner for
opparbeidelse av prevematerialer for identifikasjon av merke i otolitter. P4 sikt er det et mal & etablere
system med ringtester i samarbeid med andre analyselaboratorier samt etablere felles system for
angivelse av merkekvalitet samt grad av usikkerhet ved identifikasjon av merke.
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