Mot utval for auka motstandskraft mot lus hos laks

Hovudmal

Meir kunnskap om genetisk variasjon i motstandskraft mot laskelus hos laks og korleis denne
kunnskapen kan brukast i avlsprogram for a gjere eit kostnadseffektivt utval for auka
motstandskraft mot lus.

Bakgrunn

Laks infisert med lakselus er eit potensielt stort reservoar for infisering av bade oppdretta og
ville populasjonar av laksefisk. Lus pa oppdrettslaks har blitt eit aukande problem dei siste
fire - fem ara. Det same gjeld utvikling av resistens hos lus mot kjemiske midlar. Dette har
fort til auka interesse for bruk av alternative midlar mot lus som leppefisk, vaksine,
tradisjonell avl og markgrassistert og genomisk seleksjon. Desse alternative strategiane kan
ikkje kvar for seg Igyse luseproblemet, men kan samla sett vere eit godt supplement til
kjemisk behandling, og pa sikt redusere behovet for bruk av kjemiske midlar og risikoen for
at desse akkumulerer i sediment under ngtene med negativt verknad pa andre levande
organismar.

Fgr start av dette prosjektet var det med basis i tal lus per fisk registrert etter naturleg paslag i
merd rapport relativ 1ag arveleg variasjon i motstandskraft mot lakselus, mest truleg pa grunn
av fa tal lus per fisk. Derimot vart det funne ein middels hgg arvegrad for tal fastsittande lus i
kontrollert smittestet i kar, og ein hgg genetiske korrelasjonen mellom tal lus per fisk i
kontrollert smittetest og etter naturleg infeksjon, men basert pa data fra berre 50 fullsysken
familiar. Difor var det viktig a fa testa eit stgrre tal familiar i kontrollerte smittetestar. I tillegg
var det viktig a fa eit paliteleg estimat av storleiken pa den genetiske korrelasjonen mellom tal
fastsittande lus og tal bevegelege lus per fisk, bade i smittetest og under naturleg infeksjon.
Ein hgg genetisk korrelasjon mellom desse eigenskapane vil seie at utval for auka
motstandskraft mot lus kan baserast pa registrering av tal fasittande lus per fisk i ein
kontrollert smittetest.

Fordi det 1 avlsarbeidet vert gjort utval for fleire eigenskapar samtidig er det viktig med
palitelege estimat av storleiken pa dei genetiske korrelasjonane mellom alle desse
eigenskapane, for eksempel storleiken pa den genetiske kortrelasjonen mellom motstandskraft
mot lus og andre viktige produksjonseigenskapar som tilvekst og motstandskraft mot viktige
virus- og bakteriesjukdomar.

Fisk testa mot lus 1 kontrollerte smittetestar kan vanskeleg brukast som avlsfisk fordi dei kan
infisere dei andre avlskandidatane (avlskjernen) med ikkje ynskja virus og bakteriar. Det gjer
at vi i avlsarbeidet for denne eigenskapen ikkje kan gjere oss nytte av den genetiske
variasjonen mellom fisk i kvar familie, noko som reduserer den genetiske framgangen
vesentleg. Visst vi kunne finne ein eller fleire biomarkgrar med hgg korrelasjon til tal lus per
fisk, eller ein genetisk markgr (QTL) som forklarar ein stor del av variasjonen mellom
enkeltfisk i tal lus per fisk, kunne desse markgrane brukast som eit indirekte utvalskriterium
for motstandskraft mot lus og slik mulegjere ogsa eit utval innan familie.

Teljing av tal lus pa 1500-2000 fisk i Igpet av maks to - tre dagar er ein stor jobb som fgreset
at teljing vert gjort av 5-6 trena personar med godt fargesyn under gode lystilhgve (helst
dagslys). Difor er det sveert viktig a fa utvikla ny teknologi som kan gjere denne jobben
raskare og som samtidig gir oss eit meir objektivt mal for tal lus per fisk. I dette prosjektet
testa vi digital biletteknologi



Resultat fra kvart delmal

Delmal 1. Oppna paliteleg estimat av storleiken pa den genetiske variasjonen i
motstandskraft mot lakselus hos laks.

Ein optimal test av motstandskraft mot lus hos laks fgreset i gjennomsnitt minst 10 lus per
fisk. Det er berre mogleg a fa til i kontrollert smittetest. Motstandskraft mot lus kan best
malast som tettheit av fastsittande (TFL) eller bevegelege (TBL) lus per fisk = tal lus per fisk
dividert pa vekta av fisken opphggd i 2/3. Bade TFL og TBL viser svert stor fenotypisk
variasjon mellom enkeltfisk noko som gjer at den arvelege variasjonen er stor sjglv ved relativ
lag arvegrad for desse eigenskapane. For alle dei fire arsklassane som vart testa i prosjektet
(sja Tabell 1) vart det funne betydeleg arveleg variasjon i TFL, bade ved test i kar (arsklasse
2007 og 2008) og i merd (arsklasse 2008, 2009 og 2010). Det vart funne ein hgg genetisk
korrelasjon (>0.80) mellom TFL ved test av fisk fra dei same familiane i to kar pa same
tidspunkt (2007 og 2008), 1 to merdar til ulik tidspunkt (2009), og 1 kar og merdar til ulikt
tidspunkt (arsklasse 2008). For arsklasse 2008 vart det ogsa funne ein betydeleg arveleg
variasjon 1 TBL og ein svert hgg genetisk korrelasjon (0.87) mellom TFL og TBL. For
arsklasse 2010 vart det funne ein hgg genetisk korrelasjon (0.77) mellom TFL i kontrollert
smittetest i merd i september og naturleg smitte i merd i juni aret etter.

Delmal 2. Undersgke storleiken pd den genetiske korrelasjonen mellom motstand mot lakselus
og andre eigenskapar hos laks.

Familiane av arsklasse 2007 vart ogsa testa mot furunkulose, ILA og IPN i kontrollerte
smittetestar og for tilvekst (vekt ved slakting) pa to av teststasjonane til SalmoBreed. Det vart
som venta funne betydeleg arveleg variasjon i motstand mot bade furunkulose, ILA, IPN og
vekt, og positive (0.21 - 0.50) genetiske korrelasjonar mellom motstandskraft mot
furunkulose, ILA og IPN. Dei genetiske korrelasjonane mellom TFL og kvar av dei tre
sjukdomseigenskapane eller vekt var lage (-0.17 — 0.05) og ikkje signifikant ulike far null.
Dette viser at det ikkje er nokon ugunstige genetiske samanhengar mellom desse
eigenskapane og at det difor er muleg a oppna betydeleg genetisk framgang for alle
eigenskapane dersom dei vert testa og selektert for i avlsarbeidet.

Delmal 3. Undersgke om vi kan finne biomarkgrar som indirekte mal for motstandskraft mot
lakselus hos laks.

Ein samleprgve av DNA fra fisk fra med eit hggt tal lus fra kvar av 95 familiar, og ein
tilsvarande samleprgve fra fisk med eit lagt tal lus fra dei same 95 familiane vart genotypa
ved hjelp av ein 7K SNP matrise. Det vart funne mange SNP-ar spreidde over mange
kromosom med betydeleg skilnad i allel frekvens mellom desse to samleprgvane. Men det
vart ikkje funne nokon kraftig QTL, noko som tyder pa at motstandskraft mot lus hos laks i
det vesentleg er styrt av mange gen kvar med ein liten effekt.

For a teste i kva grad skilnadane i allelfrekvens mellom desse to samleprgvane er reelle vart
vevsprgvane fra kvar fisk i samleprgvene typa for 60 av dei mest lovande SNP-ane. Sa langt
har vi fatt resultata fra 30 av SNP-ane og 12 av desse tyder pa ein signifikant effekt pa
motstandskraft mot lus. Genotyping av dei resterande SNP-ane og genotyping av fisk fra ein
annan arsklasse vil bli gjort i samarbeid med og med midlar fra SalmoBreed.



For utval av fisk med hgg motstandskraft mot lus kan vi 1 staden for eller i tillegg til genetiske
markgrar ogsa bruke andre biologiske markgrar. Vi samanlikna grad av uttrykk hos mange
gen hos laks med ulik grad av motstandskraft mot lus, men skilnaden 1 uttrykka for alle gan
var sveert sma og ikkje reproduserbare. Vi forsgkte a oppna sterkare uttrykk av dei same gena
ved a samanlikne motstandskraft mot lus hos laks injisert og ikkje injisert (kontroll) med
kortisol (stresshormon). Dei to gruppene var infisert med lus i same grad trass i betydeleg
effekt av kortisol pa genuttrykk i vev fra skin. I eit anna forsgk fann vi at tal lus per fisk vart
merkbart redusert under kjgnnsmodning, spesielt hos hannfisk, og vi fann store skilnader i
genuttrykk hos kjgnnsmoden og ikkje kjgnnsmoden laks. Ved a injisere laks med
kjgnnshormon vart tal lus per fisk redusert 1.6 (gstrogen) -2.4 (testosteron) gongar. Hos laks
som fekk for tilsett kjgnnshormon og laks som fekk eit kontrollfér fann vi store skilnader i
genuttrykk. Dei mest aktuelle gena vil bli testa hos laks med ulik motstandskraft mot lus og
ved test og utvikling av nye spesialfor mot lus.

Delmal 4. Undersgke om teljing av tal lus per fisk kan automatiserast ved hjelp av
biletanalyse.

Ein ekstern partnar skulle utvikle teknologi for teljing av fastsittande lus pa bedgvd fisk ved
hjelp av digital biletanalyse. Dette viste seg a vere eit for omfattande arbeid. Prosjektet vart
avslutta etter Fase 1 pa grunn av svert mangelfull rapport fra Fase 2 og 3 som ikkje var i
samsvar med det som vart rapportert fra Fase 1.

Tillegg studium

Skilnad i motstandskraft mot lus hos laks og regnbogeaure

I smittetest av arsklassane 2007 og 2008 testa vi saman med laksen ogsa eit lite tal
regnbogeaure med opphav fra SalmoBreed (2007) og AquaGen (2008). I begge arsklassane
vart det funne at regnbogeauren var betydeleg meir mottakeleg for lus enn laksen. For
arsklassen 2008 vart det talt fastsittande lus pa same fisken i to etterfylgjande smittetestar
(med avlusing etter den fgrste), og i den andre testen ogsa tal bevegelege lus. Mellom TFL i
desse testane vart det funne ein positiv fenotypisk korrelasjon (i gjennomsnitt 0.28) noko som
tyder pa ein genetisk variasjon i motstandskraft mot lus hos regnbogeaure pa niva med det vi
fann hos laks.

Samanhengen mellom tal lus per fisk og tilvekst

For arsklassen 2008 vog vi fisken bade vel teljing av tal fastsittande lus (november 2009) og
tal bevegelege lus i januar 2010. Korrelasjonen mellom tilvekst i denne perioden og TFL eller
TBL var ikkje signifikant ulik fra null. Dette tyder pa at dei fastsittande (i gj.snitt 12.4 lus per
fisk) og bevegelege lusa (i gj.snitt 19.8 lus per fisk) ikkje plagar fisken sa mykje at dette gar
utover appetitt og tilvekst. Fgr publisering vil desse resultata bli supplert med data fra
arsklassen 2009.

Utforte FoU-oppgaver
1. Individmerka og vaksinert fisk fra to arsklasser (2007 og 2008) laks fra SalmoBreed.
2. Kjgp og individmerka regnbogeaure (vanleg produksjonsfisk) fra to arsklassar.

3. Test av laks fra fire SalmoBreed arsklassar mot lakselus i kontrollerte smittestestar i kar og
merd og til ulik tid pa aret, og regnbogeaure.

4. Statistisk analyse av lusedata fra kontrollerte smittetestar av fire arsklassar laks mot lus.



5. Statistisk analyse av overlevingsdata av laks fra kontrollerte smittetestar mot furunkulose,
ILA og IPN, vektdata registrert ved slakting hos Bolaks og Salten Stamfisk (data fra
SalmoBreed arsklasse 2007) og lusedata fra arsklasse 2007.

6. Uttak av vevsprgver fra alle individmerka fisk i arsklasse 2007 ved vaksinering i mars 2008
og genotyping av eit utval av desse ved hjelp av ein 7K SNP matrise.

7. Test av digital biletanalyse for automatisk teljing av fastsittande og bevegelege lus.

8. Mailing av genuttrykk hos laks med (a) ulik grad av motstandskraft mot lus, (b) injisert med
kortisol, og (c) gitt for tilsett kjgnnshormon.

Involverte miljg

Nofima har vore ansvarleg for foring og stell av fisken fra individmerking til ferdig smittetest,
den praktiske gjennomfgringa av alle smittetestane ved Nofima, Avergy og dei statistiske
analysane av data og skriving av alle vitskaplege og populervitskaplege artiklane. Fra
SalmoBreed har vi fatt individmerka fisk fra tre arsklassar (2007, 2008, 2009), vektdata ved
slakting og smittetestdata for furunkulose, ILA og IPN fra to arsklassar (2007 og 2008), og
lusedata for ein arsklasse (2010). Feed Control Norway AS gjorde forsgk pa utvikling av
digital biletteknologi for teljing av lus pa bedgvd fisk.

Prosjektgjennomfering og ressursbruk

Ein stor del av fisken i arsklassen 2007 dgde pa grunn av maneter som blokkerte vassinntaket
i begge kara rett etter at smittetesten var gjennomfgrt. Difor merke vi ut fisk fra ein ny
arsklasse (2008). Nesten all fisken i det eine karet i denne arsklassen dgde pa grunn av algar
som blokkerte vassinntaket til karet. Vi fekk smittetesta ein tredje arsklasse (2009) ved at vi
fekk Igyve til a ta over individmerka fisk fra denne arskassa som SalmoBreed i
utgangspunktet hadde tenkt brukt til eit anne fgremal. Totalt sett eit langt stgrre ressursbruk
(fisk og arbeid) enn det vi hadde planlagt for.

Sa langt er det publisert seks vitskapelege og fem popula@rvitskapelege artiklar, og ein master
grad ved UMB. Det er halde fire publiserte foredrag pa internasjonale mgter/konferansar og
14 foredrag/poster pa nasjonale mgter/konferansar. I prosjektet har vi utvikla smittetest av
laks mot lus i merd med lukka presenning, ein metode som er godkjent av Mattilsynet
22.02.2011.

Prosjektet er omtala pa www.kyst.no (2 gongar), www.europharma.no (1), www.intrafish.no
(1), www.salmobreed.no (4), www.kystogfjord.no (1), www.forskning.no (1), www.fish.no
(1), www.nofima.no (1), www.nrk.no (1), www.namdalsavisa.no (1), www.mobil.tk.no (1) og
www.miljonytt.no (1).

Betyding og nytteverdi av resultata

Resultata viser at laksen sin motstandskraft mot lus, malt som TFL i ein kontrollert smittetest,
kan aukast gjennom eit malretta avlsarbeid utan negativ effekt pa dei andre eigenskapar det
vert gjort utval for. Eit utval for auka motstandskraft mot lakselus vil ikkje 1gyse dagens
luseproblem, men vil over tid kunne redusere behovet for avlusing, redusere risikoen for
utvikling av lus som er resistent mot dagens legemidlar mot lus og auke levetida pa desse
legemidlane, og redusere infeksjonspresset av lakselus pa vill laksefisk.

Kor lang tid det vil ta fgr ein matfiskoppdrettar vil kunne sja noko positiv effekt i form av
redusert tal avlusingar er fgrst og fremst avhengig av kor stor vekt avlsselskapa vil legge pa



denne eigenskapen i forhold til dei andre eigenskapane dei gjer utval for, noko som er eit
viktig strategisk val for kvart avlsselskap. Pa grunn av den lange tidshorisonten ein ma ha i alt
avlsarbeid, spesielt for eigenskapen motstandskraft mot lus, er det viktig a starte opp dette
arbeidet sa fort rad er, og ikkje vente pa at det skal dukke opp andre tiltak (for eksempel ein
vaksine eller markgr assistert og/eller genomisk seleksjon) som eventuelt vil gjere eit
tradisjonelt avlsarbeid for denne eigenskapen mindre aktuelt.

For a motivere avlsselskapa til a starte eit utval for stgrre motstandskraft mot lakselus, og
kundane deira (smolt- og matfiskprodusentane) til a etterspgrje eit genetisk materiale med
stgrre motstandskraft mot lakselus, bgr ein fa demonstrert kva som kan oppnaast i form av
redusert tal avlusingar gjennom eit malretta avlsarbeid. Det kan gjerast ved a teste avkom etter
laks selektert for betre motstandskraft mot lus saman med avkom etter laks som ikkje er
selektert for motstandskraft mot lus pa nokre oppdrettslokalitetar med ulikt infeksjonspress.

Korleis resultata vil bli fylgt opp, formidla og utnytta

Resultata er publisert i vitskapelege og popul@rvitskapelege artiklar og i foredrag pa
nasjonale og internasjonale mgter. SalmoBreed har inkludert rutinetest av sitt avlsmateriale
for lakselus fra og med arsklasse 2010, og har fra og med sesongen 2010/2011 selt augerogn
etter foreldre selektert for auka motstand mot lakselus. AquaGen AS har i 2012 testa sin 2011
arsklasse for lakselus. Alle desse smittetestane vert gjennomfgrt hos Nofima, Avergy.

Resultat som vil bli ferdigstilt etter prosjektslutt
To vitskaplege artiklar er under skriving, og resultata for ein tredje (om QTL) vil bli klar i

lgpet av 2013.

Tabell 1. Tal arsklassar, familiar og fisk testa for lakselus i prosjektet

Ars Tal Tal fisk Kar/ Type | Stad- | Tal lus per fisk
klasse | fam | [ gks Regnb Merd Dato test' jum? Laks | Regnb
2007 | 154 | 1094 58 K1 Jun08 K Fa 27.1 78.9
1112 61 K2 JunO08 K Fa 139 | 928

2008 | 153 | 683 134 K1 Mai(09 K Fa 14.2 9.3
1081 150 K2 Mai(09 K Fa 11.9 11.1

655 122 MI Okt09 K Fa 3.2 26.8

649 119 M1 Nov(09 K Fa 124 | 98.7

638 118 MI Jan10 K Be 19.8 16.6

2009 | 240 | 2314 - M1 Sepl10 K Fa 13.9 -
2655 - M2 Des10 K Fa 7.3 -

1877 - M2 Janl1 K Be 34 -

2010 | 154 | 1059 - MI Sepll K Fa 26.3 -
1341 - M2 Oktl1 K Fa 16.7 -

2114 - | MI+M2 | Junl2 N Be 5.0 -

' K=Kontrollert smittetest, N=Naturleg smitte
% Fa=Fastsittande lus, Be=Bevegelege lus
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Formidlingstiltak retta mot relevante malgrupper

Bedre tilvekst gir mer lus
http://www.kyst.no/index.php?page_id=95&article_id=83804, 22.01.2009

Avl kan lette lusetrusselen
Europharma Focus nr 1/2009

SalmoBreed mgter naeringens utfordringer!
http://salmobreed.no/uploads/Nyhetsbrev/2010_3_nyhetsbrev_SalmoBreed.pdf, april 2010

Okt motstandsevne mot lus
http://salmobreed.no/uploads/Nyhetsbrev/2010_4_nyhetsbrev_SalmoBreed.pdf, april 2010

Robusthet mot lus

http://salmobreed.no/uploads/Nyhetsbrev/2010_6_nyhetsbrev_SalmoBreed.pdf, september
2010

Lanserer rogn med motstand mot PD og lus
http://www.intrafish.no/norsk/nyheter/article264212.ece, 18.02.2010

Praksis viser at avl er trygt
http://www .kyst.no/index.php?page _id=95&article id=89271, 28.09.2010

Sterkere i mgte med lusa
http://www.nofima.no/marin/nyhet/2011/05/sterkere-i-mote-med-lusa, 16. mai, 2010
http://www .kystogfjord.no/nyheter/oppdrett/Sterkere-i-moete-med-lusa, 16. mai, 2010
http://www.salmobreed.no/sfresampler.aspx?src=585, 16. mai, 2010
http://www.fish.no/oppdrett/4529-sterkere-i-mote-med-lusa.html, 20. mai, 2010
http://www.forskning.no/artikler/2011/mai/287683, 15.august 2011, 2010

Nationen, 16. mai, 2010




Allmennretta formidlingstiltak (populservitskaplege artiklar, hgyringar,
utstillingar etc.)

Oppslag i massemedia

Oppdrettslaksen kan bli kvitt lusa
http://www.nrk.no/nyheter/distrikt/nrk trondelag/1.7302401, 21.09.2010

Gener mot lus
http://www.namdalsavisa.no/Nyhet/article5319845.ece, 21.09.2010

Sterkere i mgte med lusa
http://mobil.tk.no/nyheter/article5607109.ece, 16. mai, 2010
http://www.miljonytt.no/?sed=2011-05-16, 16. mai, 2010
Nationen, 16. mai, 2010




FOU-RESULTATER

Ferdigstilte nye/forbedrede metoder/modeller/prototyper
Har utvikla infeksjonstest av laks mot lus i merd med lukka presenning, godkjent av
Mattilsynet 22.02.2011.

KOMMERSIELLE RESULTATER MED BIDRAG FRA PROSJEKTET

Ferdigstilte nye/forbedrede produkter
SalmoBreed AS tilbyr (fra sesongen 2010/2011) lakserogn etter foreldre selektert for betre
motstand mot lakselus.

INNFORING AV TEKNOLOGI

Samarbeidende bedrifter som har innfgrt ny teknologi
SalmoBreed AS har inkludert test av sitt avlsmateriale for lakselus fra og med arsklasse 2010.

Bedrifter utenfor prosjektet som har innfgrt ny teknologi
AquaGen AS har i 2012 testa sin 2011 arsklasse for lakselus hos Nofima, Avergy.

MASTERGRAD

Wang, Huanhuan, 2012. A study of the genetic relationship between salmon lice resistance and
disease resistance in Atlantic salmon. Master Thesis in Aquaculture, Department of Animal and
Aquacultural Sciences, Norwegian University of Life Sciences, As, Norway. 32 pp.



