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Resume:

Snaeblen (Coregonus oxyrhynchus) er en laksefisk hjemmehgrende i Vadehavet. Igennem
tiden er bestanden formindsket som felge af forringede levevilkar, sdledes at sneeblen idag
betragtes som en truet art. Den stgrste del af bestanden findes i den danske del af
Vadehavet, mens der kun findes en spredt bestand i den tyske og hollandske del af
Vadehavet. Der er kun en begraenset viden om snaeblen, og man ved iszer meget lidt om
snaeblens tidlige livsstadier. Da snablen gyder i ferskvand og har sin primaere opvaekst i
saltvand, er det vigtigt at vide hvorledes snaeblens overgang til saltvand foregar, og iseer
ynglens starrelse.

Formalet med dette speciale har veeret at fglge udviklingen i saltvandstolerance fra de tidlige
larvestadier over metamorfosen og ind i yngelstadiet. Til dette er anvendt en reekke metoder
der tester snaeblens hypoosmoregulatoriske forméaen.

Direkte overfgrsel af 0-4, 15-19 og 32-35 dage gamle snaebellarver til forskellige saliniteter
viste at disse ikke var istand til at overleve saliniteter pa 25 og 30 ppt, mens der for 0-4 dage
gamle larver var en hgj overlevelse ved 18 ppt, dog udviste de overlevende tegn pa krise.
Der var generelt hgj overlevelse i ferskvand (FV) og ved 10 ppt. Samtidigt blev der malt
kropsvandindhold (BWC) 4 og 24 timer efter overfarsel for at se om snaebellarverne aktivt
var istand til at hypoosmoregulere. Det viste sig at larverne ikke var istand til regulere BWC
indenfor det malte tidsrum ved hgje saliniteter. Ved direkte overforsel af 150-170 dage
gammel snaebelyngel viste det sig, at overlevelsen var markant forbedret op til 25 ppt.
Snaeblerne var pa dette tidspunkt metamorforserede og overgaet til yngelstadiet, hvilket
indikerer en stgrrelsesafhaengig saltvandstolerance. Denne tolerance blev yderligere
bekreeftet af akklimeringsfors@gg med snaebler pa larve- og yngelstadiet, hvor saliniteten blev
gradvist heevet over tid. Snaebler pa yngelstadiet udviste en klart bedre overlevelse ved hgje
saliniteter samt en bedre formaen til at regulere BWC.

Direkte overfersel af helt (Coregonus lavaretus) pa larve- og yngelstadiet viste en gget
overlevelse i saltvand (SV) fra larve til yngelstadiet. Dog var overlevelsen mindre for helt i
forhold til sneeblen, hvilket indikerer at helten er tilpasset et mindre salint milja.
Immunohistokemiske farvninger for Na*,K*-ATPase viste en gget maengde af dette enzym
som felge af udvikling af geelleapparatet jo stgrre snaeblerne blev i FV. Dette har muligvis
aget evnen til hypoosmoregulering i SV.

Malinger af drikkeraten hos180-200 dage gammel snaebelyngel vha. °*'Cr-EDTA teknik viste
et uventet hgjt vandindtag i ferskvand, men viste ogsa at ynglen kunne @ge drikkeraten ved
hgjere saliniteter.

Hos snaebelyngel (7-9 cm) skete der en gradvis stigning i Na*,K*-ATPase aktviteten 2, 7 og
10 dage efter overfarsel til SV (25 ppt). Stigningen var dog kun signifikant forskellig fra FV
efter 10 dage og kun som fglge af et uventet fald i aktiviteten i FV kontrol fisk.

Driftnetfiskeri i Hjortvad A paviste ingen driftende snaebellarver omkring det forventede
kleekketidspunkt, mens elektrofiskeri i Rudbal Sg d. 22/5 2002 resulterede i fangst af to stk.
snaebelyngel pa 37-41 mm.

Sammenholdt med tidligere observationer giver dette en indikation om, at snaebelynglen har
en vis opholdstid i FV inden udtraekket til Vadehavet, og dette understgttes af
laboratorieforsggene, der indikerer en stgrrelsesafthaengig saltvandstolerance, der
ngdvendigger et ophold i FV indtil den rette starrelse opnas.



Summary: The development of salinity tolerance in Houting (Coregonus
oxyrhynchus)

The Houting (Coregonus oxyrhynchus) is a salmonid teleost found in the Wadden Sea.
Through time the population has been diminished as a result of poor habitat conditions, and
the houting is now considered an endangered species. The larger part of the population is
found i the Danish part of the Wadden Sea, while a smaller part is found in the German and
Dutch part. Currently we have limited knowlegde about the houting, and especially about the
early life stages. Since the houting spawns in FW and spends the major part of its juvenile
and adult life in SW, it is important to learn about the transition from FW to SW, especially
corcerning development of fry.

The purpose of this project has been to monitor the development of saltwater tolerance from
the early larval stage through metamorfosis and into the fry stage. Accordingly, various
methods have been used to test the hypoosmoregulatory capabilities.

Direct transfer of 0-4, 15-19 and 32-25 day old houting larvae to seawater (SW) of varying
salinity showed, that larvae at these stages were unable to survive salinities of 18, 25 and 30
ppt, except 0-4 day old larvae which showed a relatively high survival in 18 ppt SW with
some signs of crisis. Generally there was a high survival of larvae in FW and 10 ppt. At the
same time the body water content (BWC) was measured 4 and 24 hours after transfer, to
examine if the larvae were capable of active hypoosmoregulation. The results showed that
the larvae did not have this capacity at high salinities within the time frame of the experiment.
Direct transfer of 150-170 day old metamorphosed houting fry showed an improved survival
in SW up to 25 ppt. indicating a size-dependent saltwater tolerance. This tolerance was
confirmed in acclimation experiments using larvae and fry, where the salinity was gradually
raised over time. Houting at the fry stage showed a greater survival at high salinities than
houting at the larval stage, and at the same time a better capabillity of regulating BWC.
Direct transfer of river whitefish (Coregonus lavaretus) showed increased SW survival in fry
compared to larvae, indicating a size-dependent saltwater tolerance. The survival was how
ever lower compared to houting indicating an adaptation to a less saline enviroment.
Immunohistochemical staining using an Na',K'-ATPase enzyme antibody, showed an
increase in the abundance of this enzyme as a result of gill development in fresh water (FW).
This allows for a greater hypoosmoregulatory capability.

Measurements of drinking in 180-200 day old houting fry using *'Cr-EDTA technique resulted
in an unexpected high rate of drinking in FW acclimated fry, but it also showed that the fry
were able to increase drinking in SW at salinities of 18 and 25 ppt.

There was an increase in the level of gill Na*,K*-ATPase activity in houting fry (7-9 cm) 2, 7
and 10 days after transfer to SW (25 ppt). The acticity was only significantly different after 10
days and only as a result of an unexpected drop in FW control fish activity.

Driftnet fishing in River Hjortvad did not result in the catch of houting larvae around the
expected time of hatching, while electrofishing i Rudbgl Lake 22/5-2002 resulted in the catch
of 2 houting fry with sizes of 37 and 41 mm.

In summary, the field observations suggest that houting have a period of FW dwelling at the
fry stage before migrating to the Wadden Sea. This is supported by the laboratory
experiments which indicate that development of saltwater tolerance is size-dependent. Thus,
despite earlier suggestions of larval drifting into the ocean, a certain time period in FW
seems important for the fry in order to develop an increased capacity to acclimate to
saltwater conditions



1. Introduktion

1.1 Osmoregulering:

Osmoregulering i fisk er et emne, der har veeret genstand for megen forskning
igennem tiden. Mange arter er velundersggte, og man har opnaet stor indsigt i de
mekanismer, der styrer reguleringen. Der er dog ret store forskelle imellem arternes
stategier, og der er en reekke arter, som ikke er undersggte. Denne manglende viden
er ofte et problem, nar der skal traeffes foranstaltninger til gavn for de enkelte arter.
Fisk tilhgrende familien Salmonidae gyder alle i ferskvand, og flere arter fra denne
familie er anadrome, hvilket vil sige, at de veksler mellem at leve i ferskvand (FV) og
saltvand (SV) i Igbet af deres livscyklus. Alle teleoster har en osmolalitet i deres
extracelluleere kropsvaesker pa ca. 300-350 mOsmol/kg, mens osmolaliteten i FV er
5-20 mOsmol/kg og ca. 1000 mOsmol/kg i SW. Denne forskel stiller store krav til fisk,
og deres evne til at osmoregulere, nar de skifter mellem de to miljger. Til at
osmoregulere benyttes flere specialiserede organer: geellen, tarmen, nyren og

urinblaeren.

1.2 Osmoregulering i FV:

Fisk i FV er hypertoniske i forhold til det omkringliggende miljg. Derfor vil vand
treenge ind i fisken ved osmose, mens ioner passivt tabes over kropsoverfladen,
primeert geellerne, og gennem urinen. Dette modvirkes ved at producere en stor
maengde fortyndet urin, og aktivt optage ioner over gellen og gennem tarmen
(Marshall, 2002).

1.2.1 Geellen:

Geellen er i direkte kontakt med det omgivende miljg, samtidigt med at epithelet har
en stor overflade som er permeabel for vand og ioner, og derfor er dette organ en
vigtig brik i osmoreguleringen. Geellen er opbygget af 8 geellebuer, 4 i hver side,
hvorpa der sidder filamenter og pa disse sidder lameller. Gzelleepitheliet i FV fisk
bestar af fire celletyper: Pavement-celler (PC), a- og B-chloridceller (CC) og
mucusceller (Laurent & Dunel, 1980; Pisam et al., 1987; Pisam & Rambourg, 1991).
PC er forbundet til andre PC eller CC ved hjeelp af "tight junctions”, som ikke tillader



ioner at passere, og spiller en rolle i iontransporten (Marshall, 2002). PC indeholder
fa mitochondrier i forhold til CC.

CC er blevet identificeret som det sted, hvor salt sekretion i SV (Foskett & Scheffey,
1982), og menes ogsa at spille en rolle i saltoptag i FV (Pisam & Rambourg, 1991).
Begge typer CC indeholder et relativt hgjt antal mitochondrier, og har et veludviklet
tubular-system. Tubular-systemet er mere udtalt i a-CC, men for begge typer geelder,
at den apicale membran kun er svagt foldet. De to typer CC har forskelligt udseende
og placering (Pisam & Rambourg, 1991). a-CC er blege og aflange, og er lokaliseret
ved basis af lamellerne. B-CC er markere og aegformede, og de er placeret pa
filamenterne mellem lamellerne. B-CC findes kun i fisk der opholder sig i FV (Pisam &
Rambourg, 1991).

Mucusceller findes hovedsageligt pa for- og bagkanten af flamenterne, og kun i lavt

antal, hvis nogen, pa lamellerne (Laurent & Hebibi, 1989).

1.2.2 lontransport i FV-geellen:

Tidligere ansas CI,HCO3 og Na*,H" exchangers at veere medvirkende i optagelsen
af natriumchlorid, men senere studier har vist, at en apikal H*-ATPase driver det
apicale optag (Avella & Bornancin, 1989; Marshall, 2002). Denne pumpe tillader, at
natrium treenger ind i cellen gennem apicale natriumkanaler, mens H* pumpes ud af
cellen. Natrium bliver sd pumpet ud af cellen af Na* K'-ATPase, der er placeret
basolateralt i cellen. Chlorid kommer ind i cellen via CI',HCOjs-exchangeren, og
diffunderer ud af cellen gennem basolateralt placerede Cl'-kanaler (fig.1.2.1).

Modellen involverer bade CC og PC.

Fresh water —

Figur 1.2.1: (Fra Marshall, 2002). lontransport i geellen i FV.



Bade CC pa lamellerne (Uchida et al., 1996; Seidelin et al., 2000) og filamenterne

(Pisam et al., 1987, 1991) menes at veere involveret i ionoptagelsen.

1.2.3 Tarmen:

Tarmen er opdelt i en for/midt- og bag-tarm, som er adskilt af en lukkemuskel. Pa
for/midt-tarmen i laksefisk sidder et antal blindsaekke, de pyloriske szekke (Boge et
al., 1988). Nielsen et al., (1999) fandt at de pyloriske saekke havde betydning for
baekgrreders (Salmo trutta) osmoregulering ved overfgrsel til saltvand. | FV har
tarmepithelet meget lav permeabilitet for vand, og optagelsen af NaCl sker uden
vandoptag (Boeuf,1993). For de fleste undersagte fisk er den orale vandindtagelse
(drikning) meget lav i FV. Dog er der eksempler p4, at tidlige udviklingsstadier (larver)
har et betydeligt hgjere vandindtag (Tytler, 1990; Fuentes & Eddy, 1997).
Betydningen af dette er ukendt.

1.2.4 Nyren og urinbleeren:

Nyrens tubuli i FV teleoster bestar af et proximalt segment 1 og II, et intermediaert
segment, distalt segment og et samlergr. Denne opbygning muligger, at naesten alt
NaCl absorberes, specielt i det neesten "vandteette" distale segment (Karnaky, 1998).
Nyren fungerer ultrafiltratorisk, som hos alle andre hvirveldyr og producerer i FV en
meget hypotonisk urin. Nyren har en hgj glomeruleer filtrationsrate (GFR) pa ca. 400
ul/100g/h (Boeuf, 1993), og den dannede urin har en osmolalitet pa ca. 20
mOsmol/kg. FV fisk udskiller en stor maengde urin, og maengden (ca. 300 ul/100g/h)
er kun lidt lavere end GFR (Evans, 1993). Urinbleeren er relativt impermeabel for
vand, hvilket betyder at den reabsorberede veeske er hyperosmotisk i forhold til

urinen og dette medvirker til at tilbageholde salte og udskille vand (Evans, 1993).

1.3 Osmoregulering i SV:

Benfisk der lever i SV er hypotone i forhold til det omgivende miljg. Derfor vil de
pasivt tabe vand over geellerne, mens NaCl vil treenge ind. Dette modvirker fisken
ved at drikke SV og aktivt at udskille ioner via nyren og over geellerne (Karnaky,
1998).
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1.3.1 Geellen:

Fisk vil ved SV akklimering udvikle accesory-celler (AC) i filamenterne, som er
forbundet til CC ved "leaky junctions”, hvilket gar geellen mere permeabel for vand og
ioner (Pisam & Rambourg, 1991). Samtidigt @ges volumen og den apikale
kontaktflade af CC (Pisam et al., 1987; Pisam et al., 1988; Uchida et al, 1996;
Shikano & Fujio, 1998). | nogle arter ses desuden en forggning i antallet af CC
(Laurent & Dunel, 1980; Laurent & Hebibi, 1989), mens Pisam et al., (1987), Uchida
et al., (1996) og Shikano & Fujio (1998) ikke observerer en stigning. Bade i den
apikale og basolaterale membran gges foldningen, og i den sidste bliver det tubulzere
system mere udtalt (Pisam & Rambourg, 1991), hvilket tilsammen @ger arealet.
Desuden degenerer B-CC i SV sa kun a-CC er tilbage efter et tidsrum (Pisam &
Rambourg, 1991; Shikano & Fujio, 1998). Desuden har Uchida et al., (1996), og
Seidelin et al., (2000) vist at CC forsvinder fra de lamellerne i henholdsvis pukkellaks

(Oncorhynchus keta) og baekarred (Salmo trutta) efter akklimering til SV.

1.3.2 lontransport i SV-gellen:

NaCl-sekretion i SV involverer en basolateralt placeret Na*,K*-ATPase som drivkraft.
Denne etablerer en gradient af Na+ ind i cellen som udnyttes af en basolateral
Na®,K*,2CI'-cotaransporter (NKCC) til sekundeert at transportere Cl-ioner mod en
gradient ind i cytosolet. Derfra transporteres Cl- videre ned af sin elektrokemiske
gradient ud i havvandet via CFTR anion kanaler lokaliseret i den apicale membran.
Na'-sekretionen fglger passivt Cl-sekretionen ned af sin elektrokemiske gradient

gennem paracelluleere kanaler skabt af accessoryceller (Marshall, 2002; fig. 1.3.1).

Sea water

Figur 1.3.1. (Fra Marshall, 2002). lontransport i geellen i SV.
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1.3.3 Tarmen:

Benfisk i SV drikker aktivt vand, for at kompensere for det passive tab af vand over
geellerne. Da tarmepithelet i SV er permeabelt for vand kan vand optages ved en
mekanisme, hvorved NaCl optages aktivt og vand faelger passivt efter (Karnaky,
1998). Dog optages ca. 50 % af NaCl allerede i sveelg-regionen ved passiv diffusion,
og det optagne NaCl udskilles i gaellerne (Evans,1993). For fisk der kan omstille sig
mellem forskellige saltholdigheder begynder fisken tidligt i akklimeringsforlgbet at
drikke vand. | takt hermed aendres strukturen og biokemien af tarmepithelet, sa det

kan absorbere vand vha. pumpning af salt (Boeuf, 1993).

1.3.4 Nyren og urinbleeren:

Nyren i marine benfisk er ofte noget reduceret i forhold til FV arter. Antallet af
glomeruli er tit reduceret, og i enkelte arter mangler glomeruli og den distale tubule
helt (Evans, 1993). | falge Boeuf (1993) sker der en veaesentlig sendring i nyrens
anatomi hos smoltificerende laksefisk. Dette bevirker, at SV fisk producerer en
begraenset maengde urin som er relativt koncentreret, hvilket reducerer tab af vand.
Dette skyldes, at vandpermeabiliteten i de distale tubuli, samlergr og
urinbleereepithelet er storre end i FV (Evans, 1993). Urinbleeren er mere permeabel
for vand sammenlignet med fisk i FV, hvilket betyder at reabsorberet vaeske er

isoosmotisk, og derved formindskes vandtabet (Evans, 1993).

1.4 Osmoregulering i larver/yngel:

Fiskelarvers evne til at overleve andringer i salinitet, afhaenger af to faktorer: Evnen
til at tolerere aendringer i den interne osmotiske koncentration, i hvert fald i en
periode, og en evne til at regulere den indre osmotiske koncentration til det normale
niveau (Holliday, 1969). Efter kleekning udgeres huden af et tyndt tolags ephitelium
(Jones et al., 1966 cf Holliday, 1969), og der sker ion- og osmotisk transport over
denne som fglge af den omgivende salinitet. Samtidigt er de osmoregulerende
organer sasom geaellen, tarmen, og nyren, kun svagt udviklede. Derfor er huden det
primaere osmoregulatoriske site hos larver, og huden spiller ligeledes en vigtig rolle i

respirationen (Alderdice, 1988).
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Pa larvestadiet udger eptilet der deekker kroppen og blommesaekken den starste part
af overfladen og der ses ofte chloridceller i epitelet (Hwang & Hirano, 1995; Kaneko
et al., 1995; Shiraishi et al., 1997; Hiroi et al., 1998). Der ses ofte et respons i
chloridcellerne ved overfgrsel af larver fra FV til SV, der ligner det der ses i geellernes
chloridceller i stgrre fisk jf. 1.3.1 (Kaneko et al., 1995; Shiraishi et al., 1997), hvilket
indikerer at chloridceller i huden spiller en rolle i osmoreguleringen.

Ud over den ringe udvikling af de osmoregulatoriske organer er larvers
overflade/volume forhold vaesentlig starre end i starre fisk, hvilkket sammenholdt med
en mere permeabel hud gar larverne mere falsomme overfor gendringer i saliniteten.
Senere udvikles de osmoregulatoriske organer samtidigt med at hudens struktur
g&ndres, og den bliver mindre permeabel for vand- og iontransport (Holliday, 1969).
Denne aendring ses ofte som folge af metamorfose, der beskrives som en hurtig og

vaesentlig fysiologisk og morfologisk eendring af larven (Holliday, 1969).

1.5 Osmoregulerende proteiner:

Et antal proteiner spiller en rolle i osmoreguleringen, og to af de proteiner der spiller
en vigtig rolle ved overgangen fra FV til SV er Na*’,K*-ATPase (NKA) og Na*,K*,2CI—
cotransporter (NKCC). Andre vigtige proteiner er CFTR proteinet som er en chlorid
kanal i den apicale membran samt H*-ATPase som driver optag af natriumchlorid i
FV.

NKA bestar af to subunits, en o (112 kd) og en B (35 kd), som sidder placeret i
plasmamembranen som en ayfBz-tetramer (Stryer, 1995). Pa a-subuniten findes
bindingssites for Na*, K* og ATP og denne subunit er ansvarlig for den katalytiske
aktivitet. B-subuniten stabiliserer enzymet, og serger for den rigtige placering i forhold
til plasmamembranen (Geering, 2001). NKA pumper 3 Na* ud af cellen, og 2 K" ind
per ATP-molekyle, hvilket er med til at skabe den gradient der muligger iontransport.
NKCC er et glycoprotein der udfarer kation-chlorid transport over plasmamembranen
(Hass, 1994). Der findes to isoformer, NKCC1 som er sekretorisk og NKCC2 som er
absorberende, og begge typer transporterer 1 Na*, 1 K" og 2 CI".

NKCC er i gellen forbundet med ekskretion af NaCl, og derfor ses der ofte en
stigning i proteinmaengden under akklimering til SV ligesom maengden og aktiviteten
af NKA stiger herunder (Marshall, 2002).
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1.6 Snaeblen

1.6.1 Klassifikation:
Sneaeblen (Coregonus oxyrhynchus L.), er en laksefisk som tilhgrer heltfamilien. Den
er klassificeret som: Klasse: Pisces

Orden: Salmoniformes

Familie: Salmonidae

Slaegt: Coregonus

Art: Coregonus oxyrhynchus.

Figur 1.6.1. Snaebel (Coregonus oxyrhynchus) fanget under elfiskeri i Gl. Varde A november 2002
(Foto: Dennis Thomsen, 2002).

Der har igennem tiden veeret en del diskussion om, hvorledes snaeblen skulle
klassificeres, ikke mindst fordi den er neert beslaegtet med helten (Coregonus
lavaretus L.). Snaeblen adskiller sig morfologisk fra helten ved ikke at have samme
antal geellegitterstave (Himberg & Lethonen, 1995), og at den har en forlaenget snude
(Ribe & Senderjyllands Amt, 1999). Desuden er snaeblen mere tolerant overfor hgje
saliniteter (Jensen et al.,, 1999). Undersggelser af Hansen et al.,, (1998) pa
mitochondrielt DNA og mikrosatelliter fra helt og snaebel leder dem frem til, at helten
og snaeblen er en og samme art, og at snaeblen ogsa bgr betegnes som Coregonus
lavaretus. Der findes ogsa betegnelser som Nordsgsnaebel (Grgn et al., 1988) og
Rhinsnaebel (Redeke, 1934).

Helten (Coregonus lavaretus) er mere udbredt i Danmark end snaeblen, og den

findes hovedsageligt i Jylland, blandt andet i Ringkgbing Fjord, Nissum Fjord,
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Randers Fjord samt Limfjorden og i de dertil hgrende vandsystemer. Helten gyder
ligesom snaeblen i ferskvand, men vokser op i de mere brakke fjorde (McDowall,

1988). Der findes dog helt, som opholder sig i FV gennem hele deres livscyklus.

1.6.2 Livscyklus:

Sneeblen er en anadrom laksefisk, der gyder i ferskvand, og treekker til havs, hvor
den har sin opveekst. Gydningen foregar i en periode fra sidst i november til midt i
december. Snaebelhunner indeholder ca. 20-30000 g pr. kg kropsveegt, som de
gyder frit i vandet. ZEggene er relativt sma sammenlignet med laks og erred. Laks
gyder ca. 5000 eeg pr. kg kropsveegt og erred ca. 1500 stk (Muus & Dahltream, 1990).
Snablerne foretreekker vandlgb med en bundbredde over 4-5 m med god strgm,
vandplanter og sten. A£Eggene er kleebrige og faestner til vegetationen eller bunden.
/Eggene kraever ca. 400 daggrader (laks ca. 440 og @rred ca. 410, Muus &
Dahlstrgm, 1990) og kleekker i marts-april maned, og snaebellarverne maler pa
klaekketidspunktet 10-12 mm. Der er tvivl om hvorvidt larverne drifter passivt med
stremmen mod havet, eller om de opholder sig en tid i vandligbet inden udtraekket til
havet. Under elfiskeri om vinteren i den nedre del af Ribe A, har Ribe Amt observeret
juvenile snaebler med en leengde pa ca. 15-20 cm (Jensen, 2002, pers. komm.) |
Holland er juvenile snaebler fundet i de nedre dele af Rhinen og Meuse (Kranenbarg
et al., 2002). Snaeblerne blev fundet i nogle af de eustarier floderne danner i
udlgbene, og var hovedsageligt mindre end 30 cm. Det stgrste antal blev fundet fra
maj til juli maned. Dette tyder pa en laengere opholdstid i vandlgbet inden overgang
til SV eller ogsa veksler snzeblen af ukendte arsager mellem FV og SV udenfor
gydeperioden. Snaeblen bliver for hannernes vedkommende kensmodne som 2-
arige, men gyder oftest fgrst som 3-arige. Hunnerne er 3-4 ar gamle, nar de bliver
kensmodne, men de fleste gyder fgrst som 4-arige. Som regel er der flest hanner pa
gydepladserne, hvilket skyldes, at hannerne bliver tidligere kgnsmodne end
hunnerne og derved er repraesenteret med flere argange. Efter gydningen vender
snaeblerne tilbage til Vadehavet, formentlig i marts-april maned da elektrofiskeri har
pavist snaebler i vandlgbene pa dette tidspunkt (Jensen et al., 2003). Ynglen er
planktivor, hvilket ogsa geelder voksne individer, men den supplerer desuden kosten

med muslinger, orme og mindre fisk (Scheffel, 1999).
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Den starste usikkerhed vedrgrende snaeblens livscyklus, er hvad der sker med
ynglen efter klaekning. Drifter larverne til havs umiddelbart efter klaekning, har de en
opvaekstperiode i vandlgbet eller bliver enkelte individer i vandlgbet? Kun fa arter af
salmonider sgger til havs relativt kort tid efter klaekning. Ketalaks (Oncorhynchus
keta) og pukkellaks (Oncorhynchus gorbuscha) drifter til havs umiddelbart efter deres
blommesaek er opbrugt (Weisbart, 1968; Iwata et al., 1982; Hasegawa, 1987), og
ketalaksen har f.eks en storrelse pa 35-45 mm (Clarke & Hirano, 1995), mens
pukkellaksen allerede har anlagt sglvfarvede skael, nar den kommer fri af gruset
(Hoar, 1988). En oftere set strategi hos salmonider gar under betegnelsen
"smoltifikation". Ordet daekker over en rzekke aendringer i fysiologi, morfologi og
adfeerd forud for havvandringen (Boeuf, 1993). Smoltifikation ses f.eks hos g@rred
(Salmo trutta), Atlanterhavslaks (Salmo salar), og Stillehavslaks (Oncorhynchus
kisutch, O. nerka, O. tshawytscha). Yngel af disse arter opholder sig 1-2 ar, eller
lengere, i FV (parr-stadiet) indtil de nar en vis starrelse, hvorefter de forvandles til
det saltvandstolerante stadie (smolt) og vandrer nedstrgms til havet (Hoar 1988,
Boeuf, 1993). Forud for vandringen aendres deres kropsform til at vaere slankere og
mere torpedoformet, og de bliver sglvfarvede. Desuden “forberedes” havvandringen
ved udvikling af hypo-osmoreguleratoriske mekanismer saledes, at FV-smolt er
istand til at osmoregulere sa snart de nar SV. Blandt disse mekanismer bruges
aktiviteten af geelle Na',K'-ATPase ofte som et mal for "graden" af smoltifikation
(Boeuf, 1993). Na’,K'-ATPase aktiviteten stiger under smoltifikationen i FV, og
niveauet ligger vaesentligt hgjere end i individer, der ikke smoltificerer. For nogle arter
ses der en yderligere stigning i aktiviteten efter overgangen til SV (Hoar, 1988).
Denne stigning i SV tolerance ses kun i et snaevert tidsrum, og hvis der ikke sker en
overgang til SV mister fisken sin hypo-osmoregulerende evne igen (Hoar, 1988).
Dette ses ogsa hos ketalaks og pukkellaks, hvor tolerancen daler ved en vaegt over 2
g (Clarke & Hirano, 1995).

Der er kun udfgrt fa forsag pa at male sneebellarvers salttolerance. Forsag udfert af
Kjeer & Juhl (1990) giver en indikation om, at larverne skal na en hvis starrelse, fgr
de bliver i stand til at tolerere saliniteter i neerheden af dem de mgder i Vadehavet.

Forsgg med andre coregonidlarver af Jager et al., (1981) (Coregonus albula,
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Coregonus lavaretus) og Nesterenko (1975) (Coregonus peled) viser, at der er ringe

tolerance, men at denne stiger med alderen.

1.6.3 Historie:

Sneeblen var i starten af 1900-tallet almindeligt forekommende i hele Vadehavet. |
lebet af arhundredet blev den mere og mere sjeelden i bade Tyskland, Holland og
Danmark. | Danmark blev der i 1978-80 foretaget undersggelser med det formal at
belyse udbredelsen af snaeblen (Jensen et al., 1999). Resultatet af undersggelsen
var, at der kun fandtes en bestand af en vis sterrelse i Vidaen, mens den kun fandtes
sporadisk i andre sydvestjyske vandlgb. Dette fgrte til at der i 1981 blev besluttet af
Sanderjyllands Amtsrad at der skulle ivaerksaettes en redningsaktion. Dette blev fulgt
op af en totalfredning af snaeblen i 1983. Snaeblen blev omfattet af EF’s
habitatdirektiv i 1992, som en prioriteret art. Pa den danske rgdliste har snaeblen
status som en sjaelden art (Stoltze & Pihl, 1998). Da Danmark er hjemsted for den
starste del af den samlede bestand er snaeblen ogsa pa gullisten som en national
ansvarsart (Stoltze, 1998). | 1987 indgik Sgnderjylland Amt og Ribe Amt et
samarbejde om en ophjaelpning af bestanden gennem udsaetninger og forbedringer
af det fysiske miljg i vandlgbene (Gren et al., 1988). Dette medfarte, at der fra
1987-92 blev udsat 1,7 millioner styk snaebelyngel (3-5 cm) i Varde A, Sneum A,
Konged, Ribe A, Brede A og Vida (Jensen et al., 1999). Samtidigt blev der udfart
forbedringer i vandigbene, sasom fjernelse af spaerringer og mindre hardhaendet
vedligeholdelse, hvilket forbedrede gydeforholdene. Disse tiltag medferte at der blev
skabt store bestande i alle vandlgb i den fgrste halvdel af 1990°erne, men kun i
Vidaen blev der etableret en stor reproducerende bestand med god tilgang af
ungfisk. Dog blev der ogséa skabt selvreproducerende bestande i Ribe A, Varde A og

Brede A, men bestandene er for nedadgaende (Jensen et al., 1999).
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1.6.4 Udbredelse:

Sneeblen var tidligere udbredt i hele den tyske, hollandske og danske del af
Vadehavet. | Igbet af 1920 erne forsvandt den fra tyske og hollandske floder (Jensen
et al., 1999), mens undersggelser i 1978-80 viste, at der kun var en bestand tilbage i
Vidaen (Grgn et al., 1988). Som folge af udsaetninger fra 1987-92 genskabtes der
bestande i flere af de sydvestjyske vandigb, men det vurderes, at der kun er
selvreproducerende bestande i Vidaen, Brede A, Ribe A og Varde A. |
Vadehavsundersggelsen fra 1997 vurderedes den totale gydebestand til at veere ca.
8700 stk (Ejbye-Ernst & Nielsen, 1997), mens den i den sidste opggrelse fra 2000
(fig.1.6.2), anslas til at veere 6000-7000 gydefisk, hvoraf de ca. 4000 er tilknyttet
Vidaen (Jensen et al., 2003).

Gydebestand

Figur 1.6.2: (Fra Jensen et al., 2003). Estimerede gydebestand af snaebel ar 2000.
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1.6.5 Arsager til tilbagegang:

Pa grund af vandlgbsvelligeholdelsen, som har veeret relativt hardheendet for at sikre
en tilstreekkelig afledning af vand, er gydemulighederne for snzeblen blevet staerkt
forringet op igennem arhundredet. Da snaeblen gyder aeg frit i vandet, er det vigtigt at
der er substrat, som de kan faestne pa. Hvis gr@den er skaret, og stenene gravet op
fra bunden er der kun sand tilbage, og det feestner aeggene darligt pa.

Med den reviderede vandlgbslov fra 1983, blev det muligt at vedligeholde
vandlgbene med et vist miljghensyn, som muliggaer en mere skansom grgdeslaning
ligesom der blev mulighed for vandlgbsrestaurering. Dette har bade Ribe og
Sonderjyllands Amt benyttet sig af pa flere vandlgbsstraekninger (Jensen et. al,
1999).

Af ukendte grunde mangler snaeblen evnen til at passere mindre opstemninger og
fisketrapper, som @rreder og laks er i stand til. Snaeblen kan kun passere stryg med
stor vandfgring (Jensen et al., 1999), og da der i de fleste vandlgb findes
forhindringer i form af opstemninger og fisketrapper, er snaeblen afskaret fra store

potentielle gydeomrader (fig. 1.6.3).

Speerringer for
laksefiskene

Figur 1.6.3: (Fra Ejbye-Ernst & Nielsen, 1997). Omrader tilgeengelige for snaeblen.
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Vadehavsundersggelsen (Ejbye-Ernst & Nielsen, 1997) viste, at snaeblen har klaret
sig bedst i de vandsystemer, hvor der er fa opstemninger. Ribe og Senderjyllands
Amter har siden gjort en stor indsats for at forbedre passageforholdene, og har
derved skabt adgang til sterre gydeomrader.

Forurening med spildevand fra renseanleeg og dambrug er faldet betydeligt i de
seneste ar, og den vaesentligste arsag til spildevandsbelastning i Sydvestjylland er
nu spredt bebyggelse som pavirker ca. 20 % af vandlgbene i Ribe og Sgnderjyllands
Amter (Ejbye-Ernst & Nielsen, 1997). Desuden vurderes det, at der ogsa er en vis
belastning fra dambrug, ligesom okkerforurening er en faktor flere steder.

Dambrug kan ogsa indvirke pa ynglens beveegelse ned gennem vandlgbet, idet
larver ofte vil fgres ind i selve dambruget, hvor de gar til grunde (Jensen et at., 2003).
Pa grund af kanalisering af vandigbene og regulering med sluser, hvilket har betydet
at vinteroversveammelser af lavtliggende engarealer er begreeset veesentligt, er
ynglens opveekstmuligheder blevet begraenset (Jensen et al., 1999).

| Vadehavet drives der kommercielt fiskeri, og en vis maengde snaebler fanges hvert
ar. | felge Ejbye-Ernst & Nielsen, (1997) var den arlige fangst af sneebel ca. 3400
fisk, hvoraf 2600 var i deres fgrste levear. Da snablen er fredet skal de
genudseettes, men det vurderes at en veesentlig del af snaeblerne der pa grund af

ophold i fangstredskaberne.
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1.7 Vadehavet:

Sneeblen har sin primaere opvaekst i Vadehavet, og betegnes som en estuarin art
(McDowall, 1988). Den treekker sjeeldent laengere til havs, og skal derfor veere istand
til at tolerere de omskiftelige forhold i Vadehavet.

Vadehavet streekker sig fra Ho Bugt i Danmark til Den Helder i Holland. Den danske
del udger ca. 850 km? (Serensen, 1995) Det er et lavvandet havomrade
gennemskaret af dybe render, og pa grund af tidevandet terlaegges store omrader to
gange i dggnet. Da flere vandlgb og floder har udlgb i Vadehavet, og det graenser op
til Nordsgen, er der store forskelle i saltholdigheden. Tidevandet og vinden spiller
desuden en vigtig rolle pa saltholdigheden, der ligger pa mellem 16 og 34 promille,
med store regionale udsving (Veenstra, 1976). To eksempler pa sadanne udsving er
fra Ho Bugt, hvor Varde A har sit udigb, og Ribe Strem der ligger teet pa Ribe A. | Ho
Bugt svinger saltholdigheden fra ca. 8 til 30 promille, mens den ligger pa ca. 25-30
promille ved Ribe (fig. 1.7.1).

Salinitet Ho Bugt Nord —a— Saiinitet (oph) Salinitet Ribe Strem
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Figur 1.7.1. Saliniteten i Ho Bugt og Ribe Strgm fra foraret 2001 til efteraret 2002. Bemaerk den brudte
x-akse pa Ribe Strem grafen. (Data fra Ribe Amt).

Disse malinger repreesenterer kun et gjebliksbillede af forholdene, men viser med
stor tydelighed, at snaeblen skal veere forberedt pa store udsving i saliniteten.

Igennem flere arhundreder er der foregaet landindvinding i Vadehavsomradet, med
det formal at skaffe arealer til dyrkning og husdyrhold (Sgrensen, 1995). Samtidigt

har man villet beskytte sig mod stormfloder og oversvemmelser, hvilket har fort til
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opfarslen af diger og sluser. Med disse foranstaltninger forhindres vand i at stramme
ind i landet bade ved stormflod og ekstremt hgjvande. Da samtidigt naesten alle
vandlgb i regionen er kanaliserede ses der sjeeldent oversvemmelser af engarealer
op til vandlgbene. Kun Varde A’s udlgb er ikke beskyttet af diger og en sluse, s& ved
stormflod og ekstremt hgjvande kan vandet treenge flere kilometer op i adalen og

overvgmme store arealer (Tougaard et al., 1981).

1.8 Formal:

Pa trods af de mange tiltag for at ophjaelpe sneebelbestanden er den stgt faldende og
snaeblen anses som en truet art. Da man kun har en begraenset viden om snaeblens
yngelstadie vil dette speciale sigte pa at undersgge hvornar saltvandstolerancen
udvikles hos snaeblen. Kan ynglen tolerere de hgje saliniteter i Vadehavet lige efter
klaekning, eller har den brug for et laengere ophold i ferskvand eller brakvand, hvor
mekanismerne til osmoregulering udvikles. Sadan en viden vil veere af stor veerdi i
forbindelse med en ophjeelpning af bestanden. Derudover er det grundleeggende
interessant at karakterisere denne del snaeblens biologi, ikke mindst i relation til dens
sleegtskab med helt og som medlem af laksefamilien med en vis diversitet i denne
udvikling. Speciale vil kombinere feltundersagelser af forekomsten af sneebel med
laboratorieundersggelser af snaeblens saltvandstolerance. | specialet vil blive
anvendt metoder spaendende fra analyser af overlevelsens afhaengighed af
saltholdighed, tid og udviklingsstadie til undersggelser af osmoregulatoriske

parametre, iontransport proteiner pa bade protein og mRNA niveau.
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2. Materialer og metoder

Forste del af arbejdet tilstreeber at fremskaffe og udklaekke befrugtede zeg fra
vildtfangede sneebler. | de egentlige undersggelser vil der blive malt en reekke
osmoregulatoriske parametre fra snaebler pa forskellige udviklingstrin far og efter
overfgrsel til vand af forskellig salinitet. Snaeblerne vil bade blive direkte overfgrt og
blive udsat for gradvist stigende salinitet. De parametre der males pa er overlevelse,
kropsvandindhold (BWC), drikkerate, og geelle-Na* K*-ATPase aktivitet. Desuden vil
der blive udfgrt indledende immunohistokemisk farvning pa veevsnit af gaellen for at
se pa tilstedevaerelsen og udviklingen af de to vigtige iontransport proteiner, Na* K*-
ATPasen og Na' K" 2Cl-cotransporteren. Yderligere vil niveauet af mRNA for
Na®,K*-ATPasen og Na*,K*,2Cl-cotransporteren i gaellen blive undersggt. Enkelte af
disse parametre vil ogsa males hos helten for at sammenligne udviklingen af
saltvandstolerance i de to naert beslaegtede arter.

Sidelgbende udfgres der feltforsag i Hjortvad A for, at se om larverne drifter med
strammen efter klaekning. Der fiskes med driftnet opstrems og nedstreams et
stillestdende parti af den, der har karakter af en s@. Det vil kunne give et billede af
om larverne tager ophold i det stillestdende vand. Senere udferes elektrofiskeri i
Rudbgl Sa, som er en del af Vidaen, for at undersage om der er individer, som har

taget ophold i systemet.

2.1 Opstilling Syddansk Universitet:

Sneebler opdreettes ikke i Danmark, sa da forudsaetningen for hele specialearbejdet
var fremskaffelse af snaebelyngel, ansggte Mads Ejbye-Ernst, Ribe Amt,
Fiskeridirektoratet om tilladelse til strygning af vilde moderfisk i efteraret 2001.
Snaebelaeggene blev opbevaret i et kalerum pa Biologisk Institut ved en temperatur
pa 4,0 £1°C og en dggnrytme pa 12L:12M i gennem hele perioden.

AEggene blev opbevaret i plasticbaljer (10 L) som blev vasket i varmt vand
indeholdende NaOH for at eliminere eventuelle phtalater der kunne skade aeggene
(Rasmussen, 2001, pers. komm.). Dagen inden seggene ankom blev der fyldt 7-8
liter hanevand i hver balje som blev kraftigt gennemluftet for at undga et for hgijt
indhold af COs,.
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2.2 Elfiskeri i Gl. Varde A:

AEggene blev indsamlet fra moderfisk fanget den 29/11-01 ved elektrofiskeri i Gl.
Varde A pa straekningen fra Sig Dambrug til Karlsgardevaerket. Elektrofiskeriet blev
udfgrt af biologer fra Ribe Amt. Der blev indfanget 27 snaebler, som blev opbevaret i
en glasfiberbalje som blev beluftet med ren ilt . Der var ingen fuldmodne hunner, men
en naesten moden hunfisk pa 40 cm blev strgget, og de strggne aeg blev befrugtet
med meelk fra tre hanner af varierende starrelse. Befrugtningen blev udfart af biolog
Knud Rasmussen, Viborg Amt. De befrugtede aeg blev pakket i 6 liters plasticposer
fyldt med vand fra aen, som var ca. 4°C. Poserne blev placeret i en plasticspand, og
kart til Odense Universitet. Pa universitetet blev spanden med aeg placeret i det
klargjorte kalerum, indtil vandet i poserne naede en temperatur pa 4°C. Herefter blev
aeggene fordelt i plasticbaljerne saledes, at de 14 i et lag, og bergrte hinanden mindst
muligt (fig. 2.2.1). Da seggene var meget kleebrige i starten, blev de holdt adskilt ved
hjeelp af en gasefjer. Dette punkt var af stor vigtighed for at undga skimmelsvamp.
Den 4/12-01 blev aeggene fra endnu en snabel opsamlet fra Gl. Varde A og
befrugtet af biologer fra Ribe Amt, og a&eggene blev overfgrt til Universitetet. /£ggene

blev placeret adskilt fra de farste.

Figur 2.2.1. Opstilling i kelerum pa Syddansk Universitet (Foto: Dennis Thomsen, 2001).

2.3 Produktion af yngel

2.3.1 Pasning af ag og yngel:
FAEggene blev sa vidt muligt tilset dagligt, og dede aeg blev fijernet fra bakkerne ved
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hjeelp af en plasticpipette (3ml), hvor spidsen var klippet af saledes, at aeggene
kunne suges op. Dagde g kunne genkendes pa, at de blev hvidlige pa grund af
koaguleret protein.

Vandet i baljerne blev skiftet med 2-3 dages mellemrum, og baljerne skiftedes
labende pa grund af belaegninger. Vandet blev tappet i 10 L plasticspande og beluftet
minimum 24 timer for det skulle bruges. Efter en uge registreredes en relativt stor
dadelighed blandt aeggene, og den 11/12-01 blev vandet fra hanen udskiftet med
vand fra Lindved A. Lindved A er et grredfgrende tillgb til Odense A, sa det blev
vurderet som veaerende egnet til yngelopdreet. Dette bevirkede at dedeligheden faldt
markant omkring den 18/12 fra ca. 20-30 aeg om dagen til 5-10 aeg. Vandet fra
Lindved A blev hentet i 10 L plasticspande, og opbevaret til det havde kalerummets
temperatur. Vandet blev dog hgjst opbevaret i 48 timer, inden det blev brugt. Ved
hvert vandskift blev der udskiftet mellem 25 og 50 % af vandet. Ved vandskift blev
2eggene samlet i et net og midlertidigt placeret i en anden balje, mens den gnskede
vandmaengde blev udskiftet. Baljerne blev labende rengjort pa grund af belaegninger.
Pa trods af at kgleanlaegget brad sammen tre gange, oversteg temperaturen ikke pa
noget tidspunkt de 10°C, som er den hgjeste temperatur aeggene kan tale
(Rasmussen, 2001, pers. komm.).

De forste aeg kleekkede den 30/1-02 (8 stk), og derefter skete der en lgbende
klaekning. Antallet af resterende aeg blev opgjort den 4/2-02 til 5955 stk.
Hovedparten af aeggene kleekkede i perioden 27/2-12/3-02. Efter endt klaekning d.
16/3-02 var der ca. 5500 sneebler til radighed. A£ggene der klaekkede fra den 4-12/3
blev inden klaekning stimuleret med lys fra en arkitektlampe, som blev placeret
direkte over baljerne. Dette blev gjort for at minimere spredningen af
klaekketidspunktet. Larverne blev inddelt i grupper: 30/1-6/2, 7/2-20/2, 21/2-26/2,
27/2-3/13, 4/3-7/3, 8/3-12/3 og 13/3-16/3. Dette skulle sikre, at der ikke var for stor
forskel pa larverne, nar de skulle indga i forseg. Denne opdeling varede indtil ultimo
april, hvor det af praktiske hensyn var nemmere at blande grupperne. Larverne var
fritsvemmende fra starten, og blev overfgrt til plasticakvarier. Akvarierne (LxBxH
(cm): 32,5x22x20,5 eller 33,5x20,5x19,5) blev pafyldt ca. 10 L vand fra Lindved A og
gennemluftet inden brug. Hvert akvarie blev beluftet med en luftsten uden at skabe

sa meget turbulens, at sneeblerne blev bragt ud af position. lltkoncentrationen blev
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kontrolleret med jeevne mellemrum ved hjaelp af en transportabel iltelektrode (YSI 85,
YSI Incorporated, Yellow Springs, USA), og maetningsprocenten blev holdt pa
minimum 70 %. Det blev tilstraebt at holde antallet af sneebler pa ca. 200 styk pr. 10
L, men pa grund af pladsmangel var der i en periode op mod 400 styk pr. 10 L.
Temperaturen blev efter kleekningen holdt pa 4,0 £1°C i kelerummet, mens gruppen
7/2-20/2 blev overfgrt til Biologisk Instituts akvarierum, hvor temperaturen var 15,0
+1°C. Denne gruppe blev ramt af et svampeangreb og gik tabt.

Vandet i akvarierne blev skiftet 2-3 gange om ugen, og ca. 25-100% af vandvolumen
blev skiftet. Akvarierne blev Igbende udskiftet pa grund af beleegninger. De blev
rengjort med 96% ethanol og vand. Dgde snaebler blev fiernet og talt sa hurtigt som
muligt for at undga forurening af akvarierne.

Temperaturen blev labende heevet fra udgangstemperaturen 4,0 +1°C:

15/2-02: 5,0 £1°C

30/4-02: 7,0 £+1°C

13/5-02: 8,0 £1°C

14/5-02: 9,0 £1°C

15/5-02: 10,0 £1°C

16/7-02: 12,0 £1°C

17/7-02: 13,0 £1°C

For at teste om det var muligt at anvende vand fra hanen i stedet for avand, og
derved fa mulighed for at overfgre snaeblerne til stgrre kar i keelderen, blev tre
akvarier skiftet over pa hanevand den 9/7-02. Da dette ikke havde nogen effekt pa
dadeligheden, blev alle akvarier skiftet over pa hanevand den 27/8-02. Vandet blev
tappet >24 timer for brug, og kraftigt gennemluftet.

Den 4/9-02 blev ca. halvdelen af snaeblerne overfgrt til et kar i keelderen med ca. 330
L vand, som havde en temperatur pa 15,0 £1°C. Dagnrytmen i akvarierummet var
12L:12M. Da det ikke medferte nogen problemer blev resten af sneeblerne, pa neer
dem der havde veeret brugt i forsag, overfart til et kar med samme specifikationer
som det fgrste. Snaebler der havde veeret brugt i forsgg blev overfart til et tredje kar i

starten af december 2002.
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Karrene i kaelderen var af glasfiber og kunne rumme ca. 400 L vand. Der var et
kontinuerligt flow af hanevand igennem karene. Hvert kar blev beluftet med

atmosfaerisk luft.

2.3.2 Fodring:

Sneeblerne blev fra start fodret med saltkrebs (Artemia salinas). Saltkrebsene
(Eldorado, Haderslev, DK) blev kleekket i 1,5 L sodavandsflasker ved stuetemperatur.
Flaskerne blev tilsat ca. 1,4 L hanevand og 18-20 g NaCl (Red Sea Salt, Verneuil Sur
Avre, Frankrig), hvilket giver en promille pa 13-15 ppt samt 2,5-3,5 g terrede
saltkrebsaeg. | bunden af flaskerne var der placeret en iltsten der sgrgede for kraftig
omrgring, mens aeggene klaekkede. Klaekketiden var mellem 24 og 48 timer. Efter
kleekningen blev flaskens indholdt overfart til en 10 L plasticbalje med et flamingolag,
hvori der var skaret et hul med en diameter pa ca. 10 cm. Over dette hul blev der
placeret en arkitektlampe, og lyset bevirkede at saltkrebsene samlede sig saledes at
2&ggeskallerne kunne undgas nar saltkrebsene skulle suges op. | starten var kun to
flasker i brug, og saltkrebsene kunne suges op med plasticpipetter (3ml), men som
maengden Igbende blev gget til slutteligt 8 flasker, blev saltkrebsene dekanteret over
i et fintmasket net ved hjeelp af en plasticslange. Her blev saltkrebsene skyllet i
ferskvand og suget op i 50 ml sprgjter. Da saltkrebsene blev skyllet, og vandet ofte
blev udskiftet medferte fodringen at saliniteten ikke steg til over 0,5 promille hos
snaeblerne. Dette blev jeevnligt kontrolleret ved hjeelp af en salinitetsmaler (YSI 85,

YSI Incorporated). Der blev fodret 2-3 gange om dagen.

2.4 Feltforsag

2.4.1 Driftnet Hjortvad A:

For at undersgge om snaebellarverne drifter nedstrems umiddelbart efter kleekning,
udfertes 10 befiskninger med driftnet i Hjortvad A fra den 11/2-02 til den 25/3-02.
Klaekketidspunktet blev estimeret ud fra vandtemperaturen som blev registreret ved
hjeelp af en datalogger placeret et stykke opstrgms sandfanget.

Hjortvad A er en del af Ribe A-systemet og lgber til Ribe A umiddelbart opstrgms

Ringvejen i Ribe. Der blev udsat et driftnet fra Radmand Vejles Bro, og et fra
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Traebroen ved Ribe Seminarium (Appendiks 1). Imellem de to broer findes et stort
sandfang, der har karakter af en sg. Sandfanget ligger ca. 2,5 km fra udlgbet i Ribe
A.

Driftnettene der blev anvendt, var venligst udlant af Christian Hvidt, Bio-Consult A/S,
og bestod af en netpose af nylon med en lezengde pa 3,5 m, som var fastgjort pa en
metalramme. Abningen var 0,5 m? (0,5m*1m), og maskestarrelsen var 1,0 mm.
Nettene blev fastgjort til broerne ved hjaelp af nylonreb, der var bundet til ringe i
netrammens fire hjgrner. Nettene blev placeret i dens hovedstrgm saledes, at den
gverste kant var lige under overfladen, hvilket betgd at nettene stak 0,5m ned under
vandet. Nettene fiskede i to timer pr. gang enten formiddag eller eftermiddag, og
indholdet blev efter endt befiskning haeldt over i 10 L plasticspande, og fyldt med
vand fra aen. Det opsamlede materiale blev undersagt umiddelbart efter hjemkomst
til universitetet, hvilket overfladiggjorde konservering. Pa grund af hgj vandstand blev
store maengder materiale opsamlet i nettene og kun ca. 50% blev gennemset.
Gennemgangen af materialet foregik ved, at tage en lille handfuld materiale og
overfgre det til en hvid plasticbalje, som fyldtes med vand, og sa kigge det igennem

for larver. Denne procedure blev gentaget til den snskede maengde var undersagt.

2.4.2 Vidaen/Rudbgl Sg:

For at unders@ge om snaebelynglen bliver i vandlgbet i et tidsrum efter klaekningen,
blev der udfaert elektrofiskeri i Rudbal Sg (Appendiks 2) den 22/5-02 fra kl. 09.30-
14.00. Pa dagen skinnede solen, og der var ret blaesende, hvilket betagd der var en
del bglger, hvilket forringede sigtbarheden i dele af sgen. Vandtemperaturen var
17,0°C. Dette fiskeri blev udfgrt med hjeelp fra biolog Erik Tveskov fra Sgnderjyllands
Amt. Elfiskeriet foregik fra bad og hovedsageligt i bredzonen af sgen, samt et stykke

opstrems og nedstrems sa@en.
2.5 Laboratorieforsgg
2.5.1 Salinitetstest:

Salinitetstestene bestod af tre dele. Et overlevelsesforsgg, et kropvandindholds-

forseg (BWC) og et histologiforsgg. Alle salinitetstestene blev udfert i det samme
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kalerum, som snaeblerne befandt sig i. Alt saltvand til forsag udfgrt i dette speciale
blev lavet ud fra vand fra Lindved A eller hanevand (RNA/Na*,K*-ATPase forsagget og
akklimeringsforsgget den 27/11-02) tilsat Coral Reef Red Sea Salt, som havde en
ionsammensaetning meget lig vand fra Nordsgen (Pers. komm. CIliff Rankin).
Saltvandet blev minimum forberedt 24 h fgr forsggenes start for at vaere sikker pa at
saltet var ordentligt oplgst, og saliniteten blev kontrolleret og justeret med
salinitetsmaler (YSI 85, YSI Incorporated), og osmometer (Wescor 5500 Vapour
pressure osmometer, Logan, USA). Ferskvandet der blev brugt til forsag var fra
Lindved A, bortset fra RNA/Na*,K*-ATPase forsgg og akklimeringsforsgget den
27/11-02 som var hanevand.

For at fastsla starrelsen pa de sneebler der indgik i salinitetstestene blev der udtaget
10 tilfeeldige snaebler fra samme aldersgruppe som dem der skulle indga i forsagene.

Snaeblerne blev aflivet, duppet pa papir og malt med lineal og vejet.

Overlevelsesforsgqg: Til overlevelsesforsggene blev der anvendt de samme akvarier
som snablerne gik i. Der blev afmalt 10 L vand i hvert akvarie. Falgende grupper
indgik i forsggene: En ferskvandskontrolgruppe (FV), en 10 promille-gruppe (10ppt),
en 18ppt, en 25ppt og en 30ppt.

Snablerne blev ikke fodret i 24 timer fgr forsggsstart. De blev fanget i et akvarienet
umiddelbart fgr forsggsstart og overfgrt til de respektive akvarier. Derefter
registreredes antallet af dgde fisk efter 1, 2, 3, 4, 6, 24, 48, 72, 96, 120, 144 og 168
timer i de enkelte grupper. Tilstanden af de overlevende snzebler i de enkelte grupper
blev ogsa vurderet. Der blev ikke skiftet vand i de 7 dage forsgget varede, da det
vurderedes at forureningen ikke ville blive kritisk, ligesom det ville gge fiskenes

stressniveau. Sneeblerne blev tidligst fodret 6 timer efter overfarsel.

Vandindholdsforsgg (BWC): Vandindholdsforsagene blev udfgrt i akvarier pafyldt 5 L
vand (LxBxH (cm): 32,5x17,5x18,5 eller 25x15,5x15). Snaeblerne blev ikke fodret fra
24 timer for forsggsstart og gennem forsgget. De blev fanget med akvarienet
umiddelbart fgr forsggsstart og overfgrt til de respektive akvarier. Der blev anvendt
samme saliniteter som i overlevelsesforsggene. Der blev overfart 30 snaebler til hver

salinitet, hvoraf de 20 skulle bruges til BWC og 8 til histologi.
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Efter 4 og 24 timer blev der udtaget 10 snaebler fra hver gruppe. Snaeblerne blev
overfart til et baegerglas (1L) med vand af samme salinitet og overfart til laboratoriet.
Her blev hver enkelt snaebel fanget med pincet, og aflivet ved at en dissektionsnal
blev fart gennem hovedet. Herefter blev snaeblen forsigtigt duppet med et stykke
filterpapir for at fjerne vand fra overfladen. Snaeblen overfgrtes til et stykke forvejet
staniol og vejet til neermeste 0,1 mg. Derefter blev snaeblerne tgrret ved ca. 100°C i

24 timer og vejet igen. Vandindholdet blev beregnet i procent af vadveegten.

Immunohistokemi forsgg: Snaeblerne til histologi gik sammen med de sneaebler der

skulle bruges til BWC. 8 sneaebler fra hver salinitet blev efter 48 timer udtaget til
histologi. Fiskene blev med net overfgrt til baegerglas (1L) med samme vandtype som
de kom fra, og overfart til laboratoriet. Her blev de aflivet og overfgrt til plasticbaegre
indeholdende paraformaldehydfixativ (Paraformaldehyd 4%, NaCl 0,9%, NaH;PO4
monohydrat 5 mM), og placeret i kaleskab ved ca. 4°C. Efter 24 timer blev
paraformaldehydfixativet udskiftet med 70% ethanol, som igen blev udskiftet efter 48

timer. Snaeblerne blev opbevaret i kgleskab til senere brug.

Salinitetstest I: 0-4 dage gamle sneaebler blev udtaget fra gruppen der kleekkede den
4-7/3-02. Forsaget karte fra den 7/3-02 til den 14/3-02. Vandtemperaturen var 5,0

+1°C, og der var 80 snaebler i hver gruppe. Gennemsnitsveegten var 7,5 mg og

gennemsnitsleengden 12,1 mm.

Salinitetstest II: 15-19 dage gamle snaebler blev udtaget fra gruppen der klaekkede
den 27/2-3/3-02. Forsgget kgrte fra den 18/3-02 til den 25/3-02. Vandtemperaturen

var 5,0 +1°C, og der var 80 snabler i hver gruppe. Gennemsnitsveegten var 7,9 mg

0g gennemsnitslaengden 12,6 mm.

Salinitetstest III: 32-35 dage gamle snaebler blev udtaget fra gruppen der klaekkede
den 27/2-3/3-02. Forsgget karte fra den 7/4-02 til den 14/4-02 Vandtemperaturen var

5,0 £1°C, og der var 80 snaebler i hver gruppet. Gennemsnitsvaegten var 10,4 mg og

gennemsnitsleengden 13,0 mm.
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Salinitetstest IV: 148-166 dage gamle snaebler blev udtaget fra gruppen der
kleekkede mellem den 27/2 og 16/3-02. Forsaget kgrte fra den 12/8-02 til den 19/8-

02 Vandtemperaturen var 12,0 +1°C, og der var 50 snaebler i hver gruppe.

Gennemsnitsveegten var 14,1 mg og gennemsnitsleengden 33,6 mm.

Der udfgrtes to salinitetstest med helt, med samme fremgangsmade som for

snaeblerne. Dog var grupperne her: FV, 10ppt, 14ppt, 18ppt og 25ppt.

Salinitetstest HI: Heltene var i dette forsgg ca. 50 dage gamle, og kom fra Fishcon
A/S i Viborg. Helten blev afhentet i Viborg d. 31/5-02, og transporteret til Odense i to

20 L spande. Vandet var inden transporten gennemluftet med ilt, og derved

overmeaettet. Pa grund af heltens storrelse blev det vurderet, at det ikke var
ngdvendigt med beluftning under transporten. Helten blev placeret ved 10 °C, og gik i
de to 20 L spande til forsggsstart. Helten blev ikke fodret fgr fors@gsstart, og blev
fodret med saltkrebs ca. 6 timer efter forsggsstart. Forsgget karte fra den 3/6-02 til
den 10/6-02. Vandtemperaturen var 10,0 £1°C, og der var 80 helt i hver gruppe i
overlevelsesforsgget, samt 30 stk i hver gruppe til BWC og histologi. Helten havde

en gennemsnitsvaegt pa 42 mg og en gennemsnitslaengde pa 21,2 mm.

Salinitetstest HIl: Heltene var i dette forsgg ca. 60 dage gamle, og blev hentet hos

Fishcon A/S den 10/6-02. Proceduren var den samme som ved det forrige forsag,
men da disse helt var noget stagrre end i den fgrste test, blev vandet beluftet med ilt
fra flaske under transport. Forsgget kgrte fra den 12/6-02 til den 19/6-02.
Vandtemperaturen var 10,0 +1°C, og der var 80 helt i hver gruppe i
overlevelsesforsgget, samt 30 stk tii BWC og histologi, og de havde en

gennemsnitsveegt pa 440 mg og en gennemsnitsleengde pa 40,3 mm.

2.5.2 Akklimeringsforsgg:

| akklimeringsforsggene indgik to grupper, en ferskvandsgruppe (FV) og en
saltvandsgruppe, og for begge grupper var der en overlevelsesdel og en
kropsvandindholdsdel (BWC). Den initielle salinitet i saltvandsgruppen var 10ppt,

som sa blev haevet med 5ppt hver fijerde dag. Haevningen foregik ved at promillen
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blev gget med 1ppt i timen. Der blev anvendt en 10% saltvandsoplasning, som blev
tilsat med et baegerglas, og saliniteten blev kontrolleret ved hjeelp af en
salinitetsmaler (YSI 85, YSI Incorporated). Der blev anvendt de samme akvarier som
i salinitetsforsggene til henholdsvis overlevelse og BWC. Start volumen var 10 L i
overlevelsesdelen og 5 L i kropsvandindholdsdelen. Denne maengde varierede i
saltvandsgruppen, som fglge af tilsaetning af yderligere vand. Der blev dog fjernet
vand med mellemrum for at holde et nogenlunde konstant volumen.

Proceduren for BWC var den samme som i salinitetstestene med snaebel, og
samplingen blev udfgrt lige inden saliniteten heevedes. For overlevelsesdelen blev de
dade sneaebler fiernet og talt hver 24. time. Tilstanden af de resterende sneaebler blev

samtidigt vurderet.

Akklimeringsforsgg I: 44-48 dage gamle snaebler blev taget fra gruppen der

kleekkede fra den 8-12/3-02. Vandtemperaturen var 5,0 +1°C, og der var 80 snaebler i
hver gruppe i overlevelsesforsgget, 50 i hver gruppe i BWC, og de havde en

gennemsnitsveegt pa 13,1 mg og en gennemsnitsleengde pa 13,8 mm.

Akklimeringsforsgg 1I: 255-273 dage gamle snaebler blev udtaget fra fisk der

klaekkede mellem den 27/2 og 16/3-02. Vandtemperaturen var 13,0 £1°C, og der var
40 snaebler i hver gruppe i overlevelsesforsgget, 50 i hver gruppe i BWC, og de

havde en gennemsnitsvaegtveegt pa 690 mg og en gennemsnitsleengde pa 50 mm.

2.6 Drikkerate:

Drikkerate forsegene fandt sted 26/8-25/9-02. Sneeblerne var overlevende fra
salinitetstest 1V, og blev suppleret med fisk fra karret i keelderen. Vandtemperaturen
var 15,0 +1°C. Der blev malt drikkerate ved 18 ppt, 25 ppt og i ferskvand (FV).
Ferskvandsforsggene blev udfert i en plasticbalje der kunne rumme ca. 50 L, mens
saltvandsforsggene blev udfgrt i en plastickasse der kunne rumme ca. 20 L. Vandet i
de to baljer var inden forsggene anvendt til maling af drikkerate hos @rreder i
forbindelse med et laboratoriekursus pa Instituttet. Der maltes ferst ved 25 ppt, og

vandet blev sa fortyndet til 18 ppt. Saltvandet blev gennemluftet med luftsten, mens
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der ikke var beluftning i ferskvandet. Som markgr blev der anvendt den radioaktive
gamma emitter *'Chrom-EDTA.

Der blev anvendt 20 snaebler i hver gruppe. Ved forsggets start blev fiskene overfart
til det eksperimentelle akvarium med vand tilsat >'Chrom-EDTA (10uCi/l). Ti fisk blev
overfart til et skyllekar med non-radioaktivt vand efter 2 og 4 timers inkubation. Her
opholdt de sig i 2 timer for at fjerne radioaktiv label fra overfladen af huden og
gellerne. Derefter blev de aflivet, vejet og individuelt overfart til scintillationsvials, og
radioaktiviteten maltes (1480 Wizard, Automatic gamma counter). Den specifikke
radioaktivitet i FV og SV-karret blev efterfglgende bestemt ved teelling pa vandpraver
pa hhv. 1, 2 og 3 ml. Efter endt maling blev drikkeraten udregnet ved hjeelp af

folgende formel:

CPMiarm * 60 * vandprgvevolumen (ml)

DR (ml/kg/time) = _
CPMvand * V%gt* tld

2.7 Immunohistokemisk farvning:

Sneeblerne der blev udtaget i forbindelse med salinitetstestene og placeret i ethanol,
blev i efteraret 2002 indstgbt i paraffin v.h.a. en automatisk histokinette (Microm HMP
110, Walldorf, Tyskland). Efter dette kunne de gnskede 5 um snit laves og placeres
pa objektglas (Menzel SuperFrost). Dette blev udfgrt pa en mikrotom (Microm HM
355, Walldorf, Tyskland). Det primeere interesse omrade var geelleomradet, og det
blev Igbende kontrolleret pa mikroskop, hvorfra snittene blev udtaget.
Immunofarvningsproceduren for undersggelse af Na*,K*-ATPasens alpha-subunit og
Na®,K*,2CI" cotransporter var identisk bortset fra koncentrationerne af de primaere

antistoffer.

33



Immunofarvning:

Metoden der blev anvendt er beskrevet af Seidelin og Madsen (1999). Grundlaget for
teknikken er reaktionen mellem et specifikt protein (antigen) og et primaert antistof.
Da dele af Na',K'-ATPase enzymets a-subunit er meget velbevaret mellem
organismer (Ura et al., 1996), er det muligt at opna specifik krydsreaktion ved at
bruge heterologe antistoffer. De anvendte primeere antistoffer og de anvendte
fortyndinger var: Rabbit anti-Na*,K*-ATPase (Ura et al., 1996), fortyndet 200x i PBS
og T4-NKCC (Lytle, 1995), fortyndet 50x i PBS.

Veevssnit blev placeret ved 60°C i 12-16 timer for at faestne snittet. Derefter
placeredes objektglas i en glasvugge. De blev afparaffineret og rehydreret ved at
blive fort gennem skale med faldende koncentrationer af alkohol i fglgende
reekkefglge: 2x3 min. i xylen, 2x1 min. i absolut EtOH, 2x1 min. i 96% EtOH, 1 min. i
70%, 2x5 min. i citratbuffer (0,1 mM tri-Natriumcitrat-dihydrat, pH 6). Derefter blev
snittene kogt i mikrobglgeovn for at @ge tilgaengeligheden af antigen. Skalen med
snittene blev placeret i mikrobglgeovn tilsat kogesten pa trin 4 i 4 min. Skalen
afkglede i 5 min og derefter opvarmet pa trin 3 i 4 min. Snittene fik sa lov at sta i den
varme citrat-buffer i 30 min. Naeste trin var at minimere den endogene peroxidase
aktivitet ved at reagere snittene med brintoverilte. Vuggen med snit blev placeret i en
skal med 3% H,0, i PBS (NaCl, KCI, NagHPO4*2H,0, KH;PO4, pH 7,3) i 30 min. ved
stuetemperatur. Derefter blev snittene vasket 2x5 i PBS. Der blev sa tarret rundt om
snittene med Kleenex, og en ring blev tegnet med en PAP-pen for at laegge en
vandskyende hinde, der skulle forhindre de tilsatte oplgsninger i at Igbe af glasset.
Sa blev der tilsat 100ul 3% (w/v) bovint serum albumin (BSA) oplgst i PBS til hvert
snit for at blokere nonspecifikke sites. Snittene blev inkuberet i 30 min. ved
stuetemperatur i en preeparat kasse med destilleret H,O i bunden. Derefter blev
vaesken suget veek fra objektglassene med Kleenex uden at snittene terrede ud. Det
primaere antistof blev sa tilsat til snit (100ul pr. snit Snittene blev inkuberet natten
over i en praeparat kasse med destilleret H,O i bunden ved 4°C. Kassens kant blev
tapet til. Naeste dag blev snittene vasket 2x5 min. i PBS, hvorefter der blev tarret
rundt om dem med Kleenex uden at snittene terrede ud. Sa blev der tilsat sekundaert
antistof (Horseraddish Peroxidase-konjugeret Goat Anti-rabbit IgG (H+L), fortyndet
200x i PBS), til snit (100ul pr. snit), og de blev inkuberet i 1 time ved 37°C i en
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forvarmet preeparat kasse med destilleret H,O i bunden. Kassens kant blev tapet til.
Efter dette blev vaesken rystet af glassene og de blev placeret i en vugge, og vasket
2x5 min. i PBS. Veesken blev sa rystet af og objektglassene blev placeret i en
preeparat kasse med destilleret H,O i bunden. Her blev der tilsat 100ul pr. snit af en
oplgsning forberedt umiddelbart inden. Denne oplgsning bestod at en kvart DAB-
tablet (3,3-diaminobenziudin tetrahydrochlorid) oplgst i 2,5 ml PBS tilsat 18,75 ul 3%
H,0O,. Snittene blev sa inkuberet 10 min. ved stuetemperatur i en preeparat kasse.
Derefter blev snittene placeret i en vugge og renset i destilleret H,O i 5 min. S& blev
snittene farvet i Mayers haematoxylin i 3 min, og renset i rindende destilleret H,O il
farven var vaek. Sa blev vaevene dehydreret ved at overfare objektglassene fra PBS
til xylen med de samme tidsintervaller som i rehydreringen, dog blev der brugt 2x5
min. i absolut EtOH. Objektglassene blev monteret med deekglas med en xylen
baseret lim (Eukit, Freiburg, Tyskland), Repraesentative digitale billeder af snittene
blev taget med et Leica DMR 200 og behandlet ved hjeelp af programmet Leica DC

Viewer.

2.8 RNA/NA® K*-ATPase:

Forsgget der skulle give et billede af udviklingen af Na*,K*-ATPase aktiviteten og
niveauet af mRNA for Na* K*-ATPase og Na’,K*,2CI" cotransporter i geellerne hos
snaeblen over tid i ferskvand (FV) og saltvand (25ppt), startede den 11/1-03.
Snaeblerne havde en stgrrelse pa 7-9 cm og 2-4 g. Vandtemperaturen var 13,0 £1°C.
| forsgget anvendtes plasticakvarier (14,6 L) med 10 liter vand.

Der blev placeret 24 snaebler i FV og 24 fisk i 25 ppt (12 snaebler per akvarie). Der
blev udtaget 6 snaebler fra hver gruppe efter 2, 7 og 10 dage. Der blev dog kun
udtaget geelleveev til RNA efter 2 og 10 dage. Sneaeblerne blev bedgvet med slag il
hovedet og en dissektionsnal blev fert gennem hovedet. Geaelleapparatet blev
omgaende dissekeret ud, og anden geellebue blev overfort til 1,5 ml eppendorfrar
med SEl-buffer til maling af Na*,K*-ATPase aktivitet, frosset i flydende nitrogen og
opbevaret ved -80°C . Resten af gaelleapparatet blev overfart til JA-20 plasicrgr med
800ul D-oplgsning (4 M Guanidinium Thiocyanate, 0,5 %Na-Lauryl Sarcosine, 25
mM NaCitrat , 0,3% Antifoam, 100 mM B-mercaptoethanol, pH=7) og homogeniseret
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med Ultraturax knivbladshomogenisator. Derefter overfgrt til flydende nitrogen, og

opbevaret ved -80°C.

2.8.1 Northern blotting (MRNA analyse):

Til at analysere mRNA for Na* K*-ATPasens a-subunit og NKCC i geellevaev blev der
anvendt Northern blotting, som bestar af tre trin: Elektroforetisk adskillelse af mMRNA
pa agarose gel, overfarsel og fixering af RNA til nylonmembran og hybridisering med
en specifikt maerket cDNA probe.

RNA blev oprenset ved chloroform-phenol ekstraktion (Chomzynski & Sacchi, 1987)
som modificeret af Madsen et al. (1995). Den videre RNA analyse blev foretaget som
beskrevet af Madsen et al. (1995) og Seidelin et al. (2001).

Total RNA (20ug) fra geellerne af 6 FV og 6 SV snaebler fra dag 2 og 10 blev
analyseret ved formaldehyd gel elektroforese pa den samme gel. RNA blev oplgst i
1x MOPS buffer (20 mM 3-(N-morpholin)propansulfonsyre, 5 mM Na-acetat, 0,5 mM
EDTA, pH 7,0), 2,2 M formaldehyd, 50% formamid og denatureret ved 65°C. Derefter
blev der tilsat 50% glycerol, 1,0 mM EDTA og 0,25% bromphenolblat. Elektroforesen
blev gennemfart med 5 V/cm gennem en 1% agarose (Seakem, FMC BioProducta,
Rockland, ME), 1,2 M formaldehyd, 1xMOPS buffer, 0,2% iodoacetamid gel. Efter
elektroforesen blev RNA overfgrt til en nylonmembran (Zeta probe, Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) ved kapillaer blotting. RNA blev fixeret pa membranen ved UV-
crosslinking med UV Stratalinker 1800.

Membranen blev pree-hybridiseret ca. 3 timer ved 42°C i 10 ml pree-
hybridiseringsoplgsning indeholdende 50% deioniseret formamid, 5x SSC (0,75 M
NaCl, 75 mM Nagcitrat, pH 7,0), 1% SDS (Natrium dodecyl sulfat), 5x Denhardts
oplagsning (0,1% Ficoll, 0,1% polyvinyl pyrrolidon, 0,1% bovin serum albumin), 0,1%
Na-pyrofosfat, 1 mM EDTA, 5 mg denatureret kalvethymus DNA og 2 mg denatureret
geer transfer RNA. Komplementaere cDNA prober blev radioaktivt maerket med a>?P-
dCTP ved hjeelp af RadPrime DNA Labeling kits (GibcoBRL). Den anvendte cDNA
template var fra grred (Salmo trutta) i hybridiseringerne for o-Na',K'-ATPase
(Seidelin & Madsen, ikke publiceret) og Na*,K*,2CI" cotransporter (Tipsmark et al.,
2002), og fra regnbuegrred i B-actin hybridiseringen (Pakdel et al., 1989). Proberne

blev oprenset ved brug af spinsgjler (ProbeQuant, Pharmacia, Uppsala, Sweden)
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som tilbageholder uindkorporerede nukleotider, denatureret og tilsat pree-
hybridiseringsoplasningen og hybridiseret i ca. 16 timer. Efter endt hybridisering blev
membranen vasket to gange i 2x SSC/ 0,1 %SDS i ca. 15 min ved stuetemperatur,
og i 0,1x SSC/0,1 %SDS ved 45°C i ca.15 min. Membranen blev placeret pa en
phosphor imaging screen, og analyseret for radioaktivitet (Storm, Molecular
Dynamics, CA, USA). Efter analyse blev membranen strippet ved kogning og
genbrugt til videre hybridisering.

Data for mRNA o-Na* K*-ATPase og Na®,K*,2CI" cotransporter blev normaliseret i

forhold til MRNA B-actin ved hjeelp af ImageQuant 5.0 (Molecular Dynamics).

2.8.2 Mdling af Na",K*-ATPase aktivitet:
Aktiviteten af Na*,K*-ATPase i snaeblens geeller er malt ved en metode der baseres
pa et koblet enzym-assay. | assayet indgar tre enzymer: (1) Na',K'-ATPase, (2)
pyruvatkinase (PK) og (3) laktatdehydrogenase (LDH).
(1)
ATP + H,O — ADP + P,
(2)
ADP + PEP — ATP + Pyruvat
3)
Pyruvat + NADH — Laktat + NAD"

Under optimerede forhold vil hydrolyse af et mol ATP resultere i omsaening af et mol
NADH til NAD". Oxidationen af NADH til NAD" kan afleeses spektrofotometrisk ved
balgelaengden 340 nm. Det udnyttes at Na*,K'-ATPase enzymet hsemmes specifikt
af ouabain idet Na' K'-ATPase aktiviteten males som forskellen i NADH (ATP)
omseetning i assays med og uden ouabain. For at lave en praecis eksperimentel
bestemmelse af forholdet mellem omsaetning af ATP til ADP og fald i absorbans
(NADH: 340 nm) bestemmes absorbansaendringen for en given meengde ADP i et
separat kalibreringsassay. Der laves en standardkurve med omsaetning af 0, 3, 7,5
og 15 nmol ADP/brend. Herved kan sendringen af OD**°/nmol ADP bestemmes.

Denne faktor indgar i udregningen af enzymaktiviteten.
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Procedure:

Geellevaev som var udtaget efter 2, 7 og 10 dage, blev homogeniseret i 250 pl
SEIDM-buffer (300mM Sucrose, 20 Na;EDTA, 50 mM Imidazol, 0,1% Na-
Deoxycholat, 10 mM Mercaptoethanol: 0,7 ul/ml). Homogenatet blev centrifugeret i
30 sek. ved 5000 g. Supernatanten blev fijernet og holdt pa is. Assayet blev startet
ved at 10 ul homogenat blev tilsat 270 pl assaymix i triplikater i 96-well brgndplader.
De endelige assaykoncentrationer var: Na* 49,1 mM, K* 10,4 mM, Mg* 1,8 mM, ATP
0,5 mM, PEP 0,5 mM, NADH 0,085 MM, PK 2,6 units/ ml, LDH 2,0 units/ml, KCN 0,4
mM, EDTA 0,71 mM, Imidazol 50 mM med og uden 0,5 mM oubain.

Efter tilseetning af assaymix med og uden oubain blev brgndene rystet og
absorbansen ved 340nm blev malt hvert 20. sek i 10 min pa pladeleeser (Spectra-
Max Plus, Molecular Devices, Ca, USA) ved 25 °C, og andringen pr. min blev
beregnet v.h.a. programmet Softmax (Molecular Devices)

Na®,K'-ATPase aktiviteten blev normaliseret i forhold til proteinmaengden i
homogenatet. Proteinindholdet blev bestemt efter Lowry’s metode( Lowry et al.,

1951) modificeret til brug af pladelaeser.

Proteinbestemmelse:

Til hver brgnd blev der tilsat 200 pl blandingsreagens (2% Na;COs+ 0,4% (w/v)
NaOH (0,1M); 1% (w/v) CuSOyg; 16% (w/v) Naz-Tartrat) og 10 ul blindprgve (SEIDM-
buffer), standard (0-5 mg/ml) eller homogenat. Pladen blev rystet i 10 min. og Folins
reagens (Folin-Ciocalteus phenol reagens fortyndet 1:2 i dest. vand) blev tilsat hver
brend. Pladen blev rystet i 1 min. og absorbansen maltes ved 750 nm.

Proteinindholdet kunne sa bestemmes ud fra standardkurven.

Na®,K'-ATPase aktiviteten blev beregnet i pmol ADP/mg protein/time ved fglgende
formel:
AABS340/min x 60 min/t
Na®* ,K'-ATPase aktivitetet =
(1 x 10° nmol/umol x AOD***/nmol ADP) x (0,01 ml x mg protein/ml)
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2.9 Veekst:

For at kunne fglge den morfologiske udvikling, blev der taget digitale billeder af
forskellige aldersgrupper. | de fgrste 18 uger efter klaekning blev der udtaget 10 styk
snaebler med en eller to ugers mellemrum. Snaeblerne kom fra det samme akvarium.

De blev malt og vejet, og derefter udregnedes middelveaerdien af de to parametre.

2.10 Statistik:

Data blev analyseret ved hjeelp af variansanalyse (en-/to-vejs ANOVA) efterfulgt af
en Bonferroni korrigeret Fisher's Least Significant Difference (LSD) test. Data blev
om ngdvendigt transformeret for at opfylde ANOVA-betingelser om normalitet og
varianshomogenitet (Zar, 1984). | alle tilfeelde blev et signifikansniveau pa o=0,05
anvendt. Statistiske analyser blev udfgrt ved hjeelp af SigmaStat Ver. 2.03 (SPSS
Inc, Chicago, IL, USA).

39



3. Resultater:

3.1 Veekst og udvikling:
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Figur 3.1.1. Figuren viser udviklingen i snzebellarvernes lzengde () og veegt (M) fra kleekning og 18

uger frem. Hvert punkt repraesenterer middelvaerdien af 10 fisk +SEM.

Snaeblerne havde en gennemsnitsveegt pa 7,5 mg og en gennemsnitsleengde pa
12,1 mm ved klaekning og efter 18 uger var gennemsnitsveegten 125 mg og
gennemsnitsleengden 29,6 mm.

Pa figur 3.1.2 til 3.1.7 ses den morfologiske udvikling af snaeblen.

=

Figur 3.1.2. 0 dage gammel snaebellarve Figur 3.1.3. 70 dage gammel snaebellarve
7,5mg; 12,1 mm 20 mg; 17,1 mm.
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. : LYY :
Figur 3.1.4. 90 dage gammel snaebellarve. Figur 3.1.5. 130 dage gammel sneebel.
45,7 mg; 22,1 mm. 186 mg 32,5 mm.

0 Sl L e e el

Figur 3.1.6. 130 dage gammel snzebel. Figur 3.1.7. 210 dage gammel snaebel.
186 mg; 32,5 mm. 690 mg; 50 mm.

Pa figur 3.1.2 ses en nykleekket snaebellarve med blommesaek. Pa dette tidspunkt
var munden ikke abnet, og larven havde ingen skeel. Pa fig. 3.1.3 ses en snzebellarve
pa 20 mg og 17,1 mm. Larven havde endnu ikke udviklet skeel og finner. | bugen ses
Artemia salinas som larven blev fodret med. Snaebellarven pa fig. 3.1.4 var begyndt
at anleegge skeel pa bugen, og gellelaget begyndt at dannes. Pa fig. 3.1.5 ses et
udviklet geellelag deekket af skeel og pa dette tidspunkt defineres sneeblen som
vaerende snaebelyngel. Pa fig. 3.1.6 ses midterdelen af den samme sneebel fra fig.
3.1.5. Det ses, at den ventrale del er daekket af skeael. Pa fig. 3.1.7 ses en fuldt
metamorforseret snaebel. Sneeblen er fuldt deekket af skeel og finnerne er
differentieret. Snaebler pa dette stadie betragtes stadig som veerende pa

41



yngelstadiet.
3.2 Salinitetstest:

Salinitetstest I:

Figur 3.2.1. viser den procentvise overlevelse af 0-4 dage gamle snaebellarver (gns.

7,5 mg;12,0 mm) ved forskellige saliniteter som funktion af tiden.
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Figur 3.2.1. Procentvis overlevelse af 0-4 dage gamle sneaebellarver (n=80) ved forskellige saliniteter
som funktion af tiden. Temperatur 5,0 °C. Bemeerk overlap mellem enkelte punkter.

Overlevelsen af snaebellarverne efter 24 timer var 100% for FV, 10 ppt, 18 ppt og
25 ppt, mens den var 98% for 30 ppt. Efter 48 timer faldt den i 30 ppt til 0, og i 25
ppt til 89%, mens den forblev 100 % for FV, 10 ppt og 18 ppt. Efter 72 timer faldt 25
ppt til 68%, mens FV, 10 ppt og 18 ppt forblev 100%. Efter 96 timer var alle
snaebellarver i 25 ppt dgde og larverne i 18 ppt begyndte at vise svagshedstegn,
der viste sig ved at snaebellarverne lagde sig pa bunden. Efter 168 timer la alle
resterende snaebellarver (96%) i 18 ppt levende pa bunden, men tog ingen fgde til

sig. | FV og 10 ppt var alle i live efter 168 timer, og de var aktive og tog fade til sig.
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Figur 3.2.2 viser kropsvandindholdet (BWC) i procent i 0-4 dage gamlesnaebellarver

ved forskellige saliniteter efter 4 og 24 timer.
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Figur 3.2.2. BWC (%) i 0-4 dage gamle snaebler efter 4 og 24 timer i FV og ved forskellige saliniteter.
Hver gruppe er afbildet ved middelveerdien £ SEM (n=10). Sgjler uden et feelles bogstav er signifikant
forskellige (P<0,05), mens (*) angiver signifikant forskel (P<0,05) mellem indbyrdes grupper ved 4 og
24 timer. BWC blev ikke malt ved 30 ppt efter 24 h da der ikke var overlevende.

Efter 4 timer ses en signifikant forskel mellem FV, 18 ppt, 25 ppt og sa 30 ppt, samt
mellem 10 ppt og 30 ppt. BWC i snaebellarverne faldt fra 83,3% i FV til 80,4% i 18 ppt
og 25 ppt, og til 79,4% i 30 ppt. For alle grupper ses, at BWC faldt fra 4 til 24 timer,
men der var kun signifikant forskel mellem snabellarverne i FV. | mellem grupperne
ved 24 timer var der signifikant forskel mellem FV (80,7%) og 25 ppt (78,2%) samt 10
ppt (81,0%) og 25 ppt.
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Salinitetstest Il:

Figur 3.2.3 viser den procentvise overlevelse af 15-19 dage gamle snaebellarver

(gns. 7,9 mg; 12,6 mm) ved forskellige saliniteter som funktion af tiden.
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Figur 3.2.3. Procentvis overlevelse af 15-19 dage gamle sneebellarver (n=80) ved forskellige saliniteter
som funktion af tiden. Temperatur 5,0 °C. Bemeaerk overlap mellem enkelte punkter.

Overlevelsen for 30 ppt var 0% efter 24 h, og 94% for 25 ppt, mens den var 100% for
FW, 10 ppt og 18 ppt. 18 ppt var dog begyndt at vise tegn pa krise, og alle 25 ppt 1a
inaktive pa bunden. Efter 48 timer var overlevelsen faldet til 4% for 25 ppt, mens den
var 99% for 18 ppt og 100% for FV og 10 ppt. Efter 72 timer var alle 25 ppt dgde, og
overlevelsen for 18 ppt var nede pa 68%. Efter 168 timer var alle FV og 10 ppt i live

og aktive, mens der var 10% overlevelse i 18 ppt. Af disse var kun halvdelen aktive
og tog fade til sig.
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Figur 3.2.4 viser kropsvandindholdet (BWC) i procent i 15-19 dage gamle

snaebellarver ved forskellige saliniteter efter 4 og 24 timer.
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Figur 3.2.4. BWC (%) i 15-19 dage gamle sneebellarver efter 4 og 24 timer i FV og forskellige
saliniteter. Hver gruppe er afbildet ved middelveerdien + SEM (n=10). Sajler uden et faelles bogstav er
signifikant forskellige (P<0,05), mens (*) angiver signifikant forskel (P<0,05) mellem indbyrdes grupper
ved 4 og 24 timer. BWC blev ikke malt ved 30 ppt efter 24 h da der ikke var overlevende.

BWC i snaebellarverne i FV, 10 ppt, 18 ppt, 25 ppt og 30 ppt var ikke signifikant
forskellig efter 4 timer, men der ses et fald fra 86,0% i FV til 83,8% i 30 ppt. BWC i
snaebellarverne aendrede sig ikke signifikant fra 4 til 24 timer i FV, 10 ppt og 18 ppt,
mens der var et signifikant fald i 25 ppt. | mellem grupperne efter 24 timer var der
signifikant forskel mellem sneebellarverne i FV, 10 ppt, 18 ppt og sa 25 ppt. BWC i
snaebellarverne var 85,5% i FV, 82,4% i 18 ppt og 77,6% i 25 ppt.
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Salinitetstest IlI:

Figur 3.2.5. viser den procentvise overlevelse af 32-35 dage gamle snazebellarver

(gns. 10,4 mg; 13,0 mm) ved forskellige saliniteter som funktion af tiden.
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Figur 3.2.5. Procentvis overlevelse af 32-35 dage gamle sneebellarver (n=80) ved forskellige saliniteter
som funktion af tiden. Temperatur 5,0 °C. Bemeaerk overlap mellem enkelte punkter.

Efter 24 timer var den procentvise overlevelse hos snaebellarverne i 30 ppt 0%. | FV,
10 ppt og 18 ppt var den 100%, mens den var 99% i 25 ppt. Ca. 90% af de
overlevende sneebellarver i 25 ppt l1a dog inaktive pa bunden, og ca. 50 af 18 ppt
ligeledes. Efter 48 timer var alle snaebellarver i 25 ppt dgde og kun fa af de levende i
18 ppt var aktive. Efter 72 timer |a alle snaebellarver i 18 ppt pa bunden, og udviste
kun svage livstegn. Efter 168 timer var 99% af snaebellarverne i 18 ppt dade, mens

alle i 10 ppt var i live og aktive. | FV overlevede 96%, og de var alle aktive.
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Figur 3.2.6. viser kropsvandindholdet (BWC) i procent i 32-35 dage gamle

snaebellarver ved forskellige saliniteter efter 4 og 24 timer.
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Figur 3.2.6. BWC (%) i 32-35 dage gamle snabellarver efter 4 og 24 timer i FV og forskellige
saliniteter. Hver gruppe er afbildet ved middelveerdien £ SEM (n=10). Sajler uden et feelles bogstav er
signifikant forskellige (P<0,05). BWC blev ikke malt ved 30 ppt efter 24 h da der ikke var overlevende.

Efter 4 timer observeredes en signifikant forskel i BWC mellem snaebellarverne i 30
pptog i FV, 10, 18 og 25 ppt. BWC la for de fire sidstnaevnte grupper mellem 84,1%
og 85,7, mens det var faldet til 80,6% i 30 ppt. Der var ikke nogen signifikant forskel
indenfor de enkelte grupper fra 4 til 24 timer. Efter 24 timer var der signifikant forskel
mellem snaebellarverne i FV og 18 ppt, FV og 25 ppt samt mellem 18 ppt og 25 ppt.
BWC vari FV 86,7%, 84,0% i 18 ppt og 81,6% i 25 ppt.
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Salinitetstest IV:

Figur 3.2.7. viser den procentvise overlevelse af 150-170 dage gammel snaebelyngel

(gns.141 mg; 33,6 mm) ved forskellige saliniteter som funktion af tiden.
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Figur 3.2.7. Procentvis overlevelse af 150-170 dage gammel snaebelyngel (n=50) ved forskellige

saliniteter som funktion af tiden. Temperatur 12,0 °C. Bemaerk overlap mellem enkelte punkter.

Efter 24 timer var den procentvise overlevelse af snaebelynglen i 30 ppt 44% og 98%
i 25 ppt, mens den var 100% i FV, 10 og 18 ppt. Efter 48 timer var 2% af ynglen i live
i 30 ppt, mens 88% var i live i 25 ppt. | 18 ppt var alle i live og aktive. Efter 72 timer
var 2% i live i 30 ppt og aktive, og de 64% overlevende i 25 ppt var aktive. | 18 ppt
var 100% i live og aktive. Efter 96 timer var alle individer i 30 ppt dede, mens de 64%
overlevende i 25 ppt var aktive og samtidigt tog fgde til sig. Alle individer i FV, 10 ppt
og 18 ppt var aktive. Efter 168 timer var 46% af ynglen i 25 ppt i live og aktive. | 18

ppt var 98% i live og aktive, mens der var 100 % overlevelse i FV og 10 ppt.
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Figur 3.2.8. viser kropsvandindholdet (BWC) i procent i 150-170 dage gammel

snaebelyngel ved forskellige saliniteter efter 4 og 24 timer.
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Figur 3.2.8. BWC (%) i 150-170 dage gammel snaebelyngel efter 4 og 24 timer i FV og forskellige
saliniteter. Hver gruppe er afbildet ved middelveerdien £ SEM (n=10). Sajler uden et feelles bogstav er
signifikant forskellige (P<0,05). BWC blev ikke malt ved 30 ppt efter 24 h da der ikke var overlevende.

Snaebelynglen i FV og 10 ppt udviste 4 timer efter overfgrsel ikke signifikant forskel i
BWC , men mellem de to grupper, og 18, 25 og 30 ppt var der signifikant forskel.
BWC i snaebelynglen faldt fra 84,8% i FV til 82,4% i 30 ppt. Efter 24 timer var der
signifikant forskel pa BWC i ynglen i FV og 18 ppt, mellem ynglen i FV og 25 ppt
samt mellem ynglen i 18 og 25 ppt. Der var ikke signifikant forskel inden for samme
salinitet efter 4 og 24 timer. Efter 24 timer I1&a BWC i ynglen pa 85,2% i FV og var
faldende til 82,6% i ynglen i 25 ppt.
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Figur 3.2.9 viser en samlet oversigt over den procentvise overlevelse af
snaebellarver/yngel ved forskellig alder i salinitetstest I-IV i FV og i de forskellige

saliniteter.
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Figur 3.2.9. Den procentvise overlevelse af 0-4(m), 15-19(), 32-35(A) og 150-170(V¥) dage gamle

snaebellarver/yngel i salinitetstest I-IV. Bemeerk overlap mellem enkelte punkter.
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Helt T:

Figur 3.2.10 viser overlevelsen af heltlarver i procent, som har en

gennemsnitsstarrelse pa 42 mg og 21,2 mm ved forskellige saliniteter som funktion
af tiden.
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Figur 3.2.10. Procentvis overlevelse af heltlarver (n=80) ved gennemsnitsstgrrelsen 42,0 mg og 21,2

mm ved forskellige saliniteter som funktion af tiden. Temperatur 10,0 °C. Bemeerk overlap mellem
enkelte punkter.

Efter 24 timer var den procentvise overlevelse af heltyngel i 25 ppt 0%, i 18 ppt 56 %
0g 98% i 14 ppt, mens den var 100 % i FV og 10 ppt. Efter 48 timer var overlevelsen
i 18 ppt faldet til 36% og til 91% i 14 ppt. Overlevelsen i 10 ppt var 99% og 100% i
FV. Overlevelsen var efter 72 timer faldet til 30% i 18 ppt, og til 79% i 14 ppt, mens
den var 99% i 10 ppt og FV. Efter 96 timer var overlevelsen i 18 ppt pa 26%, i 14 ppt
pa 75, mens den var pa 99% i 10 ppt og 98% i FV. Overlevelsen i FV efter 168 timer

var 73% og i 10 ppt pa 95%. | 14 ppt var den faldet til 69% og i 18 ppt var den pa
23%.
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Figur 3.2.11 viser kropsvandindholdet (BWC) i procent i heltlarver (gns. 42 mg; 21,2

mm) ved forskellige saliniteter efter 4 og 24 timer.
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Figur 3.2.11. BWC (%) i heltlarver (gns. 42 mg; 21,2 mm) efter 4 og 24 timer i FW og forskellige
saliniteter. Hver gruppe er afbildet ved middelveerdien £ SEM (n=10). Sajler uden et feelles bogstav er
signifikant forskellige (P<0,05). BWC blev ikke malt ved 25 ppt efter 24 h da der ikke var overlevende.

Efter 4 timer var der signifikant forskel pa BWC i heltlarver i FV og 18 ppt. BWC i FV
var 86,2% og 83,7% i 18 ppt. Der var ligeledes signifikant forskel pa BWC i heltlarver
i FV og 25 ppt. BWC i 25 ppt var pa 80,9%. Der var ogsa signifikant forskel pa BWC i
heltlarverne i 10 ppt og 18 ppt samt mellem larverne i 10 ppt 0g 25 ppt. BWC i 10 ppt
var 86,0%. Der var signifikant forskel mellem heltlarverne i 14 ppt og 25 ppt med
BWC i 14 ppt pa 84,7%. Der var ikke signifikant forskel mellem de respektive grupper
efter 4 og 24 timer. Efter 24 timer var der signifikant forskel pa BWC i heltlarverne i
FV og 18 ppt. BWC i FV var 85,6% og i 18 ppt var BWC 83,3%. Der var ikke
signifikant forskel pa BWC i 10 ppt, 14 ppt og 18 ppt.
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Helt II:

Figur 3.2.12. viser overlevelsen af heltyngel i procent, som har en
gennemsnitsstarrelse pa 219 mg og 32,5 mm ved forskellige saliniteter som funktion
af tiden.
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Figur 3.2.12. Procentvis overlevelse af heltyngel (n=80) ved gennemsnitssterrelsen 219,0 mg og 32,5
mm ved forskellige saliniteter som funktion af tiden. Temperatur 10,0 °C. Bemeerk overlap mellem
enkelte punkter.

Efter 24 timer var den procentvise overlevelse af heltyngel i 25 ppt pa 95% og pa
91% i 18 ppt. Af de overlevende i 18 og 25 ppt Ia enkelte individer pa bunden, mens
resten var aktive. | FV, 10 ppt og 14 ppt var overlevelsen 100% og alle individer
aktive. Efter 48 timer var overlevelsen i 25 ppt faldet til 30%, mens overlevende
individer var aktive og tog fade til sig. | 18 ppt var overlevelsen 69% og enkelte af de
overlevende 1& pa bunden, mens resten var aktive og tog fgde til sig. Efter 72 timer
var overlevelsen i 25 ppt faldet til 14% og i 18 ppt til 65%. | begge grupper var de
overlevende helt aktive og tog fede til sig. | 14 ppt var overlevelsen 91% og
heltynglen var aktiv. | FV var overlevelsen 99% og i 10 ppt 100 %. Efter 168 timer var
overlevelsen i FV pa 93% og alle var aktive. | 10 ppt var den 98% og alle individer
var aktive. | 14 ppt var overlevelsen faldet til 84% og alle resterende individer aktive. |
18 ppt var overlevelsen 60% med alle individer aktive og i 25 ppt var 11% i live og

aktive.
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Figur 3.2.13 viser kropsvandindholdet (BWC) i procent i helt (gns. 219 mg; 32,5 mm)

ved forskellige saliniteter efter 4 og 24 timer.
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Figur 3.2.13. BWC (%) i heltyngel (gns. 219 mg; 32,5 mm) efter 4 og 24 timer i FW og forskellige
saliniteter. Hver gruppe er afbildet ved middelveerdien + SEM (n=10). Sgjler uden et feelles bogstav er

signifikant forskellige (P<0,05). BWC blev ikke malt ved 25 ppt efter 24 h da der ikke var overlevende.

Efter 4 timer var der signifikant forskel pa BWC i heltynglen i FV og 25 ppt. BWC i
heltynglen i FV var 82,3 % og 80,2% i 25 ppt. Der var ligeledes signifikant forskel pa
BWC i heltynglen ved 18 ppt og 25 ppt, og BWC i 18 ppt var 82,2%. Der var ikke
signifikant forskel pa BWC i de respektive grupper efter 4 og 24 timer. Efter 24 timer
var der signifikant forskel pa BWC i heltynglen i FV og 10 ppt. BWC i FV var 83,5%
og i 10 ppt var det 80,8%.
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3.3 Akklimering:
Akklimering I:

Figur 3.3.1 viser den procentvise overlevelse af 44-48 dage gamle snaebellarver

(gns. 13,1 mg; 13,8 mm) ved gradvis ggning af saliniteten over tid.
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Figur 3.3.1. Procentvis overlevelse af 44-48 dage gamle snabellarver (n=80) (gns. 13,1 mg; 13,8 mm)

ved gradvis salinitetsggning over tid. Temperatur 5,0 °C. (*) angiver tidspunkt for salinitetsggning.

Overlevelsen af snaebellarverne var efter 96 timer 100% i bade FV og 10 ppt. Efter
96 timer ggedes saliniteten til 15 ppt. Efter 120 timer var overlevelsen i 15 ppt 99%
0g 99% i FV. Efter 192 timer var overlevelsen i 15 ppt 95% og i FV 94%. | 15 ppt var
ca. 40% af de overlevende inaktive pa bunden, mens alle i FV var aktive. Saliniteten
blev efter 192 timer haevet til 20 ppt. Efter 216 timer var overlevelsen i 20 ppt 85%,
og ca. 40% af de overlevende var inaktive. De aktive fisk tog fede til sig.
Overlevelsen i FV forblev hgj, og var pa dette tidspunkt 93 %. Efter 288 timer var
overlevelsen i 20 ppt faldet til 54% og ud af disse var ca. 45% inaktive. | FV var
overlevelsen faldet til 86%. Saliniteten blev efter 288 timer gget til 25 ppt, og 24 timer
senere var overlevelsen i 25 ppt faldet til 41%, mens den var 83% i FV. Af de
overlevende i 25 ppt var 4 fisk aktive, mens resten & pa bunden. Efter 432 timer var
der 0% overlevelse i 25 ppt, mens overlevelsen i FV var 74%. Alle snaebler i FV var
aktive.
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Figur 3.3.2. viser BWC i procent i 44-48 dage gamle sneabellarver (gns. 13,1 mg;

13,8 mm) ved gradvis ggning af salinitet over tid.
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Figur 3.3.2. BWC (%) i 44-48 dage gamle snaebellarver i FV og forskellige saliniteter. Hver gruppe er
afbildet med middelveerdien + SEM (n=10). (*) angiver signifikant forskel (P<0,05) mellem grupper ved

samme tid.

Efter 96 timer var der ikke signifikant forskel pa BWC i sneebellarverne i FV (86,8%)
og 10 ppt (86,1%). Der var ikke signifikant forskel pa BWC i FV (86,5%) og 15 ppt
(85,9%) efter 192 timer. Efter 288 timer var der signifikant forskel mellem BWC i FV
(86,7%) og 20 ppt (84,6%).
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Akklimering II:
Figur 3.3.3 viser overlevelse af 210-230 dage gammel snaebelyngel (690 mg; 50 mm)
ved gradvis ggning af saliniteten over tid.
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Figur 3.3.3. Procentvis overlevelse af 210-230 dage gammel snaebelyngel (n=40) (gns. 690 mg; 50
mm) ved gradvis ggning af saliniteten over tid. Temperatur 13,0 °C. (*) angiver tidspunkt for ggning af
salinitet.

Overlevelsen af snaebelyngel var 100% i 10 og 15 ppt. | samme tidsrum (192 timer
efter forsggsstart) var overlevelsen i FV 100%. Alle snaebler var aktive og tog fade til
sig. Efter 192 timer blev saliniteten heevet til 20 ppt. Efter 288 timer var overlevelsen
pa 98%. Af de overlevende la 5 stk. pa bunden, mens resten var aktive. Overlevelsen
i FV var 100%. Saliniteten blev gget til 25 ppt, og 24 timer senere var overlevelsen
faldet til 78%. Af de overlevende befandt 8 stk. sig pa bunden. Otteogfyrre timer efter
ggningen til 25 ppt var overlevelsen pa 73% og alle individer var aktive. Saliniteten
blev haevet til 30 ppt efter 384 timer, og 24 timer senere var overlevelsen 70%, mens
den var faldet fra 100% i FV til 95%. Efter 480 timer var overlevelsen i FV faldet til
78%, og de resterende individer var aktive. | 30 ppt var 63% i live og aktive.
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Figur 3.3.4. viser BWC i procent i 210-230 dage gammel snabelyngel (gns. 690 mg;

50mm) ved gradvis ggning af salinitet over tid.
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Figur 3.3.5. BWC (%) i 210-230 dage gammel snaebelyngel i FV og forskellige saliniteter. Hver gruppe
er afbildet med middelveerdien + SEM (n=10). Forskellige bogstaver angiver signifikant forskel

(P<0,05) mellem FV grupper ved forskellig tid.

Der var ikke signifikant forskel pa BWC i snaebelynglen mellem de forskellige
saliniteter og FV pa noget tidspunkt, mens der var signifikant forskel pa BWC i FV
efter 96 timer og FV efter 384 timer. BWC i FV efter 192 timer var ogsa signifikant
forskellig fra BWC i FW efter 384 timer. FV efter 96 timer havde et BWC pa 83,0%,
mens det var 81,9 % efter 384 timer. Der var en tendens til at BWC i snaebelynglen

generelt var lavere i SV i forhold til FV pa naer efter 384 timer, hvor de var ens.
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3.4 Immunohistokemi:
Figur 3.4.1 til 3.4.10 viser immunohistokemisk farvede tveersnit af geelleveev fra
snaebel.

Figur 3.4.1. Gellevaev fra 0-4 dage gammel snaebellarve i FV (kontrol) farvet med antistof mod

Na*,K*-ATPasens a-subunit. 400x forstarrelse. Pile angiver eksempler pa immunoreaktive celler.

Figur 3.4.2. Gelleveev fra 0-4 dage gammel snaebellarve efter 48 timer i 18 ppt farvet med antistof

mod Na’,K'-ATPasens a-subunit. 400x forstarrelse. Pile angiver eksempler p& immunoreaktive celler.
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Figur 3.4.3. Geellevaev fra 150-170 dage gammel snaebelyngel i FV (kontrol) farvet med antistof mod

Na® K'-ATPasens o -subunit. 400x forstgrrelse. Pile angiver eksempler p4 immunoreaktive celler.

Figur 3.4.4. Gellevaev fra 150-170 dage gammel snzebelyngel efter 48 timer i 18 ppt farvet med
antistof mod Na',K'-ATPasens a-subunit. 400x forstgrrelse. Pile angiver eksempler pa

immunoreaktive celler.
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Figur 3.4.5. Geelleveev fra 150-170 dage gammel snaebelyngel efter 48 timer i 25 ppt farvet med
antistof mod Na* K*-ATPasens a -subunit. 400x forstarrelse. Pile angiver eksempler pa

immunoreaktive celler.

Immunofarvning mod Na®,K*-ATPasens o-subunit viser, at der er enkelte
immunoreaktive celler i geelleveevet tilstede umiddelbart efter kleekning (fig. 3.4.1 &
3.4.2) og at disse befinder sig i overfladen af vaevet. Antallet af immunoreaktive celler
stiger med udviklingen af geellevaevet, og er lokaliseret pa bade filamenter og
lameller (fig. 3.4.3, 3.4.4 & 3.4.5) i sneebelynglen, hvor de ligger i overfladen af

veevet. Der synes at veere en tendens til at cellerne sidder i mindre komplekser.

61



Figur 3.4.6. Gellevaev fra 0-4 dage gammel snaebellarve i FV (kontrol) farvet med antistof mod

Na®,K*,2CI"cotransporter. 400x forstarrelse.

Figur 3.4.7. Gelleveev fra 0-4 dage gammel snaebellarve efter 48 timer i 18 ppt farvet med antistof
mod Na®,K*,2Cl cotransporter. 400x forstarrelse.
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Figur 3.4.8. Geelleveev fra 150-170 dage gammel snaebelyngel i FV (kontrol) farvet med antistof mod

Na®,K*,2Cl cotransporter. 400x forstarrelse.

Figur 3.4.9. Gelleveev fra 150-170 dage gammel snabelyngel efter 48 timer i 18 ppt farvet med

antistof mod Na*,K*,2CIcotransporter. 200x forstarrelse.

63



Figur 3.4.10. Gellevaev fra 150-170 dage gammel snaebelyngel efter 48 timer i 25 ppt farvet med

antistof mod Na* K*,2CI"cotransporter. 200x forstgrrelse.

Figur 3.4.6 til 3.4.10 viser ingen immunoreaktive celler ved anvendelse af antistof

mod Na*,K*,2CI cotransporteren.
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3.5 Drikkerate:
Figur 3.5.1 viser drikkeraten (DR) hos 180-200 dage gammel snaebelyngel (gns. 175
mg) i FV og SV (yngel akklimeret til SV i 14 dage inden forsggsstart) med forskellige

saliniteter. Drikketiden varierer fra 2 til 4 timer, mens skylletiden var 2 timer.
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Figur 3.5.1. Drikkerate (ml/kg/h) i FV, 18 og 25 ppt med drikketid pa 2 og 4 timer og skylletid pa 2
timer. Hver gruppe angiver middelveerdien + SEM (n=10). Sgjler uden et feelles bogstav er signifikant
forskellige (P<0,05). (*) angiver signifikant forskel (P<0,05) mellem grupper med samme salinitet, men
forskellig drikketid. Temperatur 15,0 °C.

Drikkeraten (10,5 + 2,6 ml/kg/h) hos snaebelynglen i FV med drikke- og skylletid pa 2
timer var forskellig fra snaebelynglen i 25 ppt (36,5 + 7,8 ml/kg/h). DR i 18 ppt (26,3 £
3,6 ml/kg/h) var ikke forskellig fra FV og 25 ppt. Der var ikke forskel pa DR mellem
FV (10,6 + 2,8 ml/kg/h), 18 ppt (14,7 + 3,5 ml/kg/h) og 25 ppt (14,1 £ 2,1 ml/kg/h )
ved en drikketid pa 4 timer. DR hos snaebelynglen i 25 ppt med en drikketid pa 4
timer var signifikant forskellig fra 25 ppt med en drikketid pa 2 timer, mens dette ikke

var tilfaeldet indbyrdes for FV og 18 ppt.
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3.6 RNA:
Figur 3.6.1 viser hybridiseringband for Na*,K*-ATPasens a-subunit i geellevaev fra

snaebelyngel ved anvendelse af en grred cDNA template.
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Figur 3.6.2 viser maengden af mRNA for Na*,K*-ATPasens o-subunit normaliseret til
betaactin i snaebelyngel geeller (starrelse 2-4 g og 70-90 mm) 2 og 10 dage efter
overfgrsel til henholdsvis FV og 25 ppt SV.
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Figur 3.6.2. Maengden af Na’K'-Atpase a-subunit mRNA normaliseret i forhold til betaactin i
geelleveev fra snaebelyngel (starrelse 2-4 g og 70-90 mm) 2 og 10 dage efter overfgrsel til henholdsvis
FV og 25 ppt SV. Hver gruppe angiver middelvaerdien + SEM (n=6).Temperatur 13,0 °C. (#) angiver
signifikant forskel (P<0,05) for tid, og (*) for salinitet (testet vha. 2-vejs ANOVA).
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Ratioen for Na*,K*-Atpase a-subunit mRNA normaliseret til betaactin i geellevaev fra
snaebelynglen var to dage efter overfarsel 2,1 i FV og 3,2 i 25 ppt. Der var ikke
signifikant forskel pa de to grupper. Efter 10 dage var ratioen 0,9 i FV og 2,1 i 25 ppt,
hvilket var signifikant forskellig. Ratioen i de to 25 ppt grupper var signifikant
forskellig.

Hybridiseringen for Na*,K*,2CI—cotransporteren blev mindre vellykket og kvaliteten

var ikke god nok til at vurdere niveauet af dette protein.

3.7 Geelle Na*,K*-ATPase aktivitet:
Figur 3.7.1 viser gaelle Na®',K'-ATPase aktiviteten hos snaebelyngel (starrelse 2-4 g
og 70-90 mm) 2, 7 og 10 dage efter overfgrsel til henholdsvis FV og 25 ppt SV.
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Figur 3.7.1. Geelle Na*,K*-ATPase aktiviteten hos snaebelyngel (starrelse 2-4 g og 70-90 mm) 2, 7 og
10 dage efter overfgrsel til henholdsvis FV og 25 ppt SV. Hver gruppe angiver middelveerdien + SEM
(n=6). (*) angiver signifikant forskel mellem FV og 25 ppt (P<0,05). Temperatur 13,0° C.

Efter 2 dage var der ikke signifikant forskel pa geelle Na*,K*-ATPase aktiviteten hos
snaebelynglen i FV (5,5 pymol ADP/mg protein/h) og 25 ppt (6,1umol ADP/mg
protein/h). Efter 7 dage var aktiviteten 7,1 pmol ADP/mg protein/h i FV og 8,5 umol
ADP/mg protein/h i 25 ppt, men forskellen var ikke signifikant. Aktiviteten i FV efter
10 dage var 4,2 ymol ADP/mg protein/h, hvilket var signifikant forskelligt fra 25 ppt,
hvor aktiviteten var 9,2 pmol ADP/mg protein/h.
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3.8 Feltforsgag:

Driftnet Hjortvad A:
P4 figur 3.8.1 ses degnmiddeltemperaturen i Hjortvad A fra den 4/1-02 til den 4/3-02.
Den estimerede temperatur fra medio november til ultimo december er sat til 4°C for

at kunne estimere kleekketidspunktet for snaebellarver i Hjortvad A.
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Figur 3.8.1. Figuren viser dognmiddeltemperatuen i Hjortvad & fra den 04-01-02 til 04-03-02. Data
udleveret fra Ribe Amt.

Fra fig. 3.8.1 blev klaekketidspunktet for snaebellarver estimeret til ultimo februar.
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Tabel 3.8.1. Resultater af driftnetfiskeri i Hjortvad A. St. A angiver lokaliteten “Radmand Vejles Bro”

opstrems sandfang. St. B angiver lokaliten “Seminariet” nedstems sandfang.

Tidsrum
Dato St. A Antal larver St. A Antal larver St. B

St.B
09.45-12.45

11-02-02 10.05-13,05 0 0
10.45-13.15

18-02-02 11.00-14.00 0 0
12.00-14.00

21-02-02 12.15-14.15 0 0
11.00-13.00

24-02-02 11.15-13.15 0 0
11.00-13.00

26-02-02 11.15-13.15 0 0
13.00-15.00

03-03-02 13.15-15.15 0 0
13.45-15.45

. 05-03-02 14.00-16.00 0 0

13.30-15.30

11-03-02 13.45-15.45 0 0
14.15-16.15

13-03-02 14.30-16.30 0 0
13.15-15.15

25-03-02 13.30-15.30 0 0

Der blev foretaget 10 befiskninger med driftnet i februar/marts 2002, men der blev

ikke fanget snaebellarver.

Elektrofiskeri Vidaen:
Tabel 3.8.2. Resultat af elektrofiskeri i Vidaen.

Tidsrum Temperatur (°C) Antal snaebler Laengde (mm)
Dato
37
22-05-02 09.30-14.00 17,0 2 41

Elektrofiskeri i Rudbgl Sg og Vidaen resulterede i fangsten af 2 stk snaebelyngel pa
henholdsvis 37 og 41 mm. De to individer blev fanget lige omkring udlgbet af Rudbgl
Sa.
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4. Diskussion:

4.1 Salinitetstest:

| salinitetstestene ses pa snaebellarvers evne til at klare forskellige saliniteter over tid,
samt kropsvandindholdet. Hvis snaebellarver skulle drifte direkte til havs lige efter
kleekning skulle de veere istand til, enten at tolerere osmotisk stress over laengere tid
eller besidde/udvikle en evne til at hypoosmoregulere. Overlevelsen giver en
indikation af, hvad der sker ved direkte overfarsel fra FV til SV, men kan ikke skelne
mellem vaevstolerance eller aktiv osmoregulering, mens kropsvandindholdet giver en
indikation om snaeblen aktivt kan hypoosmoregulere.

| salinitetstest 1 blev nykleekkede snaebellarverlarver overfgrt til FV og forskellige
saliniteter (fig. 3.2.1). Overlevelsen ved 30 ppt var efter 48 timer 0%, mens den i 25
ppt var 0% efter 96 timer. Ved 18% var overlevelsen 95 % efter 7 dggn, men larverne
la inaktive pa bunden. | overensstemmelse med dette observeredes ogsa et fald i
BWC ved hgijere saliniteter i forhold til FV (fig. 3.2.2). Dette indikerer at nykleekkede
larver ikke kan overleve i Vadehavet. Billedet er det samme i test 2 og 3, hvor
larverne kun var marginalt starre, men forskel var, at larverne efter 32-35 dage havde
opbrugt deres blommesaek. Det ses ogsa, at overlevelsen ved 25 ppt hurtigere faldt
til 0% i forhold til test 1. Dette gjaldt ogsa for larver i 18 ppt. | fglge Hiroi et al. (1998)
kan chloridceller i huden og blommesaekken vaere en faktor i ionregulering i larver,
hvor geellerne ikke er udviklede. | marine arter anses chloridceller i huden for at vaere
ansvarlige for sekretion af salt (Alderdice, 1988). Dette tyder pa at blommesaekken
spiller en vis rolle i de tidligste larvestadier, men at det ikke er nok til at sikre en
tilstraeekkelig hypoosmoregulering. Forst i test 4 ses en veesentlig udvikling. Her var
overlevelsen vaesentligt forbedret ved 18 og 25 ppt og de overlevende individer ved
de naevnte saliniteter, var efter 7 dggn aktive. BWC i snaebelynglen ved hgje
saliniteter var stadig lavere end i FV og 10 ppt, men der skete ikke yderligere fald
efter 24 timer, hvilket tyder pa en stabilisering. Black (1950) fandt at pukkellaks med
en veegt pa 870 mg havde et BWC pa 82,6 % efter 23 timer i SW, mens det for fisk
pa 700 mg la pa 83,4 % efter 84 timer. Antallet af fisk per maling var kun tre, men

veerdierne stemmer godt overens med dem, der ses i salinitetstest 4 (fig. 3.2.8).
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Pukkellaks kan ved de ovennaevnte starrelser tolerere hgjsaline miljger, og
udviklingen hos snaebelynglen indikerer en gget evne til hypoosmoregulering.

BWC i snaeblen er hgjere end det geengse muskelvandindhold (MWC) der findes i f.
eks grreder. Her ligger det pa ca. 80% i FV og et niveau pa 72-73% er lethalt
(Madsen, 2003, pers. komm.). Talbot et al., (1982) fandt, at BWC i lakse- og
grredlarver var ca. 82% i FV efter absorption af blommesaekken, mens det la pa ca.
65% pa blommeseekstadiet. | lakselarver var et vandtab pa 5,6%, 6,1% og 3,3%
dadeligt i fuld styrke SV henholdsvis 9, 29 og 62 dage efter klaekning. For grredlarver
var tallene 7, 5%, 7,9% og 4,2%. Det indikerer at dehydrering kan veere den
afgerende faktor i salinitetstest I-Ill. | test | var vandtabet mellem snaebellarver i FV
og 30 ppt efter 4 timer pa 4,7% og efter 24 timer var tabet mellem larver i FV og 25
ppt 2,3%. | test Il var vandtabet mellem larverne i FV og 30 ppt efter 4 timer pa 2,6%
og efter 24 timer var det pa 9,2% mellem larver FV og 25 ppt. | test Ill var tabet pa
6,0% og 5,9%. | test IV var tabet pa henholsvis 2,8 og 3,1% og det tyder pa at
dehydrering ikke var den afgerende faktor her. | udtagelsen af snaebler til maling af
BWC blev dade fisk frasorteret, mens snaebler der la levende pa bunden indgik i
malingerne. Derved fas det mest reelle gennemsnit ved en given salinitet. Den
vaesentligste forskel pa snaeblerne i test 4 og i de farste tre, var ikke kun starrelsen,
men ogsa det faktum, at snaeblerne i test 4 neesten var fuldt metamorforserede (fig.
3.1.5 & 3.1.6). Dog skal det konstateres, at vaeksten i den forste periode efter
kleekning var begreenset (fig. 3.3.1) som felge af den lave temperatur (5 °C), hvilket
sandsynligvis ikke falger forholdene i naturen. Metamorfosen er en dynamisk proces,
hvilket vanskeligger at vurdere det ngjagtige start- og sluttidspunkt. | dette tilfeelde
begyndte larverne at anlaegge skeel da de var ca. 22 mm, og var fuldt differentierede
m.h.t skael og finner ved en stgrrelse 35 mm. Sneeblerne var pa dette tidspunkt
overgaet til yngelstadiet, og var naesten fuldt deekkede af skael. Der var ogsa dannet
geellelag, og meengden af gaelleveev var mangedoblet. Denne udvikling indikerer, at
salttolerancen udvikles som et resultat af snazeblernes @gede starrelse, hvor
skeelanleeg og udvikling af geeller er vigtige i denne henseende. Desuden er
overflade/volumet ratioet ogsa formindsket og dermed mindskes vandtabet.
Resultaterne understottes af Kjeer & Juhl (1990) der ogsa fandt en

starrelsesafhaengig SV-tolerance hos snaebelyngel, men i deres undersggelse
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bruges alder som reference. Resultaterne bgr dog tages med forbehold da der ikke
blev brugt samme antal snaebler i samme salinitetstest. Desuden blev nogle individer
bedgvet og malt inden forsegsstart. Meget tyder dog pa, at det er starrelse og deraf
folgende veevsudvikling, og ikke alder der har betydning i udvikling af SV tolerance.

Dette bergres i et efterfglgende afsnit.

4.1.2 Miljgforhold i salinitetstest:

Da det ikke er muligt, at skabe naturlige forhold for fisk i laboratoriet ma det i bedste
fald tilstreebes, at naerme sig m.h.t. flest mulige parametre.

En ofte brugt metode til at undersagge, hvor langt forskellige laksefisk er i deres
udvikling af SV tolerance er en 24-timers saltvandstest (Hogstrand & Haux, 1985),
hvor overlevelsen og koncentrationen af natrium i plasma males 24 timer efter direkte
overfgrsel til hgjsalint vand. Testen blev tidligere brugt som en ren overlevelsestest
(Conte & Wagner, 1965), men er i falge Hogstrand & Haux (1985) ikke velegnet idet
den ikke siger noget om overlevelse og vaekst pa sigt. Malingen af natrium giver en
indikation af om der foregar en aktiv hypoosmoregulering. At konkludere, at snaeblen
ville veere i stand til at klare en given salinitet, hvis den var i live efter 24 timer, viser
sig ikke at veere realistisk. Mine resultater viser, at der ikke er en klar sammenhaeng
mellem snaebelyngels overlevelse efter 24 timer og overlevelse pa leengere sigt. |
nogle forsag er dedeligheden akut hgj pa mindre end 24 timer ved en given salinitet,
hvorimod dgdeligheden er mere progressiv i andre. For eksempel viser resultatet af
salinitetstest |, at snaeblen vil veere istand til at tolere salinitetet op til i hvert fald 30
ppt efter 24 timer, men efter 48 timer var dgdeligheden 100%. Det mest realistiske
billede af SV tolerance hos snaeblen opnas ved at teste snaeblerne over flere dage.
Det er rimeligt at antage, at kan en fisk klare en given salinitet i 7 dage, i modsaetning
til den ofte anvendte 24 timers test, og have et normalt aktivitetsniveau vil denne
salinitet ikke veere et problem. Dette udvidede tidsrum giver desuden mulighed for at
skelne mellem aktiv hypoosmoregulering og veevstolerance. lonsammensaetningen
af det anvendte salt burde ikke have veeret noget problem, da en maling viste, at
sammensaetningen var ret lig vand fra Nordsgen (Rankin 2002, pers. komm.). Hvis

der var brugt ukendt salt til forsggene ville der veere en risiko for at enkelte ioner ikke
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var tilstede i de rette maengder, hvilket ville vanskeliggere osmoregulering og derved
give et fejlagtigt billede af SV tolerancen.

Salman & Eddy (1989), Zaugg et al., (1983) og Duston (1993) fandt, at et forhgjet
indhold af NaCl (7-12%) i foderet havde en positiv indvirkning pa overlevelsen ved
direkte overfgrsel til SV samt at aktiviteten af Na® K'-ATPasen steg, og derved
forbedrede muligheden for osmoregulering. Da snaeblerne blev fodret med saltkrebs,
ville der muligvis veere en risiko for, at det ville forbedre snaeblernes SV tolerance.
Saltkrebs kan tolerere forhold der gar fra naesten FV til ekstremt hgje saliniteter
gennem forskellige mekanismer. Ofte tilpasses den indre osmolalitet til omgivelserne
sa de bliver isoosmotiske med omgivelserne, i dette tilfeelde 13-15 ppt (Kirschner,
1979). Resultaterne indikerer ikke nogen markant forbedring af saltvandstolerancen,
og med den meengde salt der blev tilsat vandet, samtidigt med at saltkrebsene blev
skyllet i FV inden fodring, er det mindre sandsynligt at der blev skabt en
saltkoncentration der var hgj nok til at skabe en eventuel effekt. Saliniteten i FV
karrene oversteg ikke pa noget tidspunkt 0,5 ppt.

Da sneebellarverne i de farste test var af ringe storrelse var det ikke muligt, at male
relevante parametre som f. eks koncentrationen af natrium i plasma. | stedet maltes
indholdet af vand i hele fisk efter 4 og 24 timer. Hvis snaeblerne havde veeret istand il
aktivt at regulere deres indre miljg ville det kunne registreres ved at male BWC. Efter
overfarsel til SV vil fisken tabe vand, men begynde at drikke vand til at opveje tabet.
Det havde veeret mere hensigtsmaessigt at male BWC efter en laengere periode i SV,
men dette var ikke muligt p.g.a. den ringe overlevelse. Dette vurderes senere i
forbindelse med SV-akklimering over tid.

En veesentlig forskel fra salinitetstest I-lll og til IV samt “helt I” og “helt II” var
temperaturen. | test I-1ll var den 5°C, i test IV 12 °C, mens den i "helt I” og "helt II” var
10 °C. Sigholt & Finstad (1990) fandt, at juvenile laks bade som presmolt og smolt
havde darlige overlevelse ved lave temperaturer (2,0°C; 4,1°C) i forhold til hgjere
(8,7°C). Darlig overlevelse ved lave temperaturer kan skyldes hzemning af aktiv
iontransport, f.eks ved haemning af Na',K'-ATPase (Staurnes et al., 2001). Hvis
snaebellarver drifter til havs umiddelbart efter kleekning er 5°C dog ikke en urealistisk
havtemperatur, og derfor en rimelig temperatur at bruge i forsgg. | test IV har

sneebelynglen naet en stgrrelse, som den i naturen formodentlig ville have opnaet i
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lgbet af foraret, og 12 °C er derfor en mere realistisk temperatur at anvende.

4.1.3 SV-tolerance i andre arter:

Den art der ligner snaeblen mest, er dens naere slaegtning helten (C. lavaretus).
Helten har, som tidligere naevnt, sin opveekst i mere brakke omrader end helten. For
at sammenligne udviklingen af saltvandstolerance i disse to naert beslaegtede arter
udsattes helt i to forskellige starrelse for samme type salinitetstest, dog med enkelte
gndringer i saliniteterne. Helten i test | udviste en ringe tolerance i forhold til
snaeblerne i test I-11l til trods for, at helten var betydeligt starre (fig. 3.2.10 & 3.2.11).
Helten pa dette stadie var dog ikke metamorforseret. | test Il (fig. 3.2.12 & 3.2.13) var
tolerancen dog vaesentligt forbedret, men helten var, ligesom sneeblerne i test IV,
naesten fuldt metamorforserede. Selvom der skete en forbedring af SV tolerancen
hos helten, er tolerancen mindre end hos snaebler i naesten samme starrelse. Dette
stemmer godt overens med at helten lever i mere brakke miljger, og derfor ikke er
afheengig af at kunne hypoosmoregulere i samme grad som sneeblen. Resultaterne
indikerer, at snaeblen og helten har udviklet sig i forskellig retning, og at de er
tilpasset forskellige miljger. Madsen et al., (1996) malte muskelvandindholdet (MWC)
i helt (40-60 g) efter direkte overfgrsel til 25 og 32 ppt. Malingerne fandt sted i op til
14 dage. Det viste sig, at MWC ved 25 ppt faldt indtil 24 timer, hvorefter det steg til
det initielle niveau efter 72 timer. Dette indikerer, at helten ved den givne stgrrelse er
i stand til aktivt at hypoosmoregulere.

Jager et al., (1981) testede udviklingen af SV-tolerancen i de tidlige stadier af helt (C.
lavaretus) ved direkte overfgrsel til SV op til 23 ppt, og fandt tilsvarende en
starrelsesafhaengig overlevelse med den bedste overlevelse efter metamorfosen. Det
noteredes ogsa, at der var et mindre fald i overlevelsen i tiden efter blommesaskken
var opbrugt, og til efter metamorfosen. Madsen et al., (1996) fandt, at starre helt (40-
60 g) klarede direkte overfarsel til 25 ppt fra FV, men dade ved overfarsel til 32 ppt.
Larver af Coregonus peled (Stor sveevhelt) udviklede en gget tolerance med alderen.
Nyklaekkede larver dgde ved saliniteter hgjere end 8 ppt, mens larver i alderen 30-45
dage var i stand til at overleve ved 20 ppt (Nesterenko, 1976). Disse resultater

stemmer godt overens med resultaterne for snaeblen der viser en stgrrelsesafheengig
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forbedring af SV tolerancen, sandsynligvis som fglge af udvikling af de
osmoregulatoriske organer.

Snablens livscyklus minder om to arter af Stillehavslaks: ketalaks (hundelaks,
Oncorhynchus keta) og pukkellaks (Oncorhynchus gorbuscha). Disse arter traekker til
havs umiddelbart efter kleekning, og kan pa dette tidspunkt hypoosmoregulere
(Weisbart, 1967). Hos disse arter spiller stgrrelsen tilsyneladende ogsa en rolle idet
Iwata et al., (1982) fandt at yngel af pukkellaks med stagrrelsen 0,4-1,4 g var bedre til
at akklimere til SV end yngel med stgrrelsen 1,8-2,3 g. Houston (1961) fandt dog, at
yngel med starrelsen 1,6 g bedre kunne regulere maengden af chlorid i kroppen end
yngel med stgrrelsen 0,9 g. | det farstnaevnte forsgg blev japanske laks anvendt,
mens canadiske indgik i det andet, og muligheden for genetiske adaptioner til
forskellige miljger kunne veere en faktor. Resultaterne indikerer, at evnen til
hypoosmoregulering er stgrrelsesafhaengig, og at dette finder sted pa forskellige
stadier af de enkelte arters udvikling. Som tidligere naevnt skal grred og
Atlanterhavslaks gennemga en smoltifikation for at opnéd en maksimal evne til at
overleve i et hgjsalint miljg. Parry (1960) viste dog, at der allerede i de tidlige
udviklingsstadier af yngel og larver sker en forbedring af SV-tolerancen. Larver af
laks (1 og 6 uger efter klaekning) havde meget kort middellevetid (8 og 19 timer; 0,5
og 2 timer) i SW (33,9 ppt og 25,4 ppt), mens den var vaesentlig hgjere (45 og 45
timer; 76 og 96 timer) i 17 ppt og 8,5 ppt. Middellevetiden i SV steg med stagrrelsen
og naede maksimum ved smoltifikationen. Som naevnt i introduktionen er
smoltifikationen det tidspunkt, hvor laks og @rred opnar deres hgjeste grad af
saltvandstolerance. | forbindelse med denne sker der ogséa en raekke fysiologiske
endringer (Hoar, 1988), hvilket kunne indikere, at en sadan er ngdvendig for nogle
arter for at opna en stgrre grad af saltvandstolerance. Zydlewski & McCormick (1996)
fandt at den amerikanske shad (Alosa sapidissima) ikke kunne overleve i 35 ppt ved
direkte overfarsel fgr 36 dage efter klaekning. Overlevelsen efter 24 timer steg til 89%
45 dage efter kleekning, hvilket var tidspunktet for larve til yngel metamorfosen.

| forbindelse med larve til yngel metamorfosen skal en vis sterrelse opnas fgr denne
foregar. Fisk ved en given alder kan have forskellig sterrelse, hvilket kan veere

genetisk betinget eller et resultat af opveekstforholdene. Lav temperatur og darlig
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fodetiigang kan betyde darlig tilveekst, hvilket udskyder metamorfosen og den

felgende forbedring af hypoosmoreguleringen.

4.2 Akklimering:

Akklimeringstesten giver et billede af, om gradvis tilveenning til stigende saliniteter
(10-25 ppt) vil forbedre overlevelsen af snaebel i havet. Pa nogle lokaliteter i
Vadehavet findes eustarielignende forhold, f.eks i Ho Bugt (fig.1.7.1), hvor
saliniteterne er staerkt svingende, men generelt ikke er voldsomt hgje, sa en sadan
akklimering kunne finde sted. En gradvis @gning af saliniteten ville kunne stimulere
udviklingen af hypoosmoregulatoriske funktioner. F.eks kunne Na® K'-ATPase
aktiviteten gges.

Akklimeringstest | (fig. 3.3.1) viste, at overlevelsen faldt kraftigt efter saliniteten blev
gget til 20 ppt. Dog kan miljget i forsagsopstillingen have influeret pa overlevelsen,
for nogenlunde samtidig skete et fald i overlevelsen i FV. Faldet her var dog langt
mindre, men vandkvaliteten var muligvis blevet forringet da der ikke blev skiftet vand i
forsggsperioden. Dog tyder det kraftige fald i SV pa, at saliniteten havde starst
indflydelse. Dette understgttes ogsa af BWC (fig.3.3.2), hvor der observeredes et
signifikant fald i BWC fra snaebellarver i 15 ppt til snaebellarver i 20 ppt. Da fiskene i
20 ppt havde haft 4 dage fra saliniteten blev heevet til eventuelt at regulere BWC, og
dette ikke skete, indikerer dette at snaeblerne pa dette tidspunkt ikke aktivt kunne
hypoosmoregulere. Madsen et al., (1996) viste at MWC i helt retunerede til sit initielle
niveau 72 timer efter overfgrsel til SV. Seidelin et al., (2000) fandt at MWC i grreder
(Salmo trutta) naede tilbage til udgangsniveauet 5 dage efter overfgrsel. Dette
indikerer at 4 dage ikke et urealistisk tidsrum at se en regulering i. | akklimeringstest
Il (fig.3.3.3) observeredes en bedre overlevelse ved hgje saliniteter. Efter 4 dggn ved
25 ppt var overlevelsen 73%, og efter 4 daggn ved 30 ppt var overlevelsen 63%.
Forbedringen i overlevelsen skyldes sandsynligvis den @gede stgrrelse af
snaeblerne, hvilket medfgrer en @get udvikling af de osmoregulatoriske organer
sasom geeller, tarm og nyrer samt et mindre overflade/volume ratio. Efter 408 timer
observeredes et fald i overlevelsen i FV. Overlevelsen efter 480 timer var 73% sa
noget tyder pa, at en miljgmaessig faktor har indvirket pa forsgget. Til forskel fra

akklimering | blev vandet i akvarierne skiftet en gang om uden for at undga
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forringelse af vandkvaliteten som fglge af snaebelynglens g@gede starrelse.
Handteringen af akvarierne i denne forbindelse kan muligvis have pafart fiskene
stress.

Gennem forsgget var snaebelynglens BWC (fig.3.3.5) generelt lavere i SV end i FV
undtagen ved 25 ppt, hvor det la pa samme niveau som i FV. Det skal noteres, at
BWC i snaebelynglen ved 20 og 25 ppt ikke var naevneveerdigt lavere end ved 10 ppt,
hvilket indikerer en @gning af sneeblernes hypoosmoregulatoriske formaen.
Forskellen pa4 BWC i snaebelynglen mellem FV og SV var dog ikke signifikant pa
noget tidspunkt, men der blev observeret et fald i BWC i FV gruppen til tiden 384
timer. Faldet i BWC for FV ved 384 timer kunne skyldes en stressfaktor. Stressede
fisk @ger sandsynligvis respirationen, og derved ggres geellen mere permeabel
(Staurnes, 2001), hvilket har indvirkning pa vand- og ionfluxen. Det er dog mindre
sandsynligt at vand ville stremme ud af snaeblerne i FV.

Iwata et al., (1982) viste, at yngel af ketalaks (hundelaks) forbedrede deres
hypoosmoregulatoriske evne ved at opholde sig i 12 ppt i 12 timer inden overfarsel til
hgjere salinitet. Baggerman (1960) fandt, at ketalaks og pukkellaks foretrak SV
fremfor FV i migrationsperioden, og hvis de ikke fik adgang til SV dgde de. Iwata &
Komatsu (1984) fandt, at ketalaks trak til havs umiddelbart efter klaekning, og en stor
del derefter opholdt sig i SV med salinitet pa 10-15 ppt i op til 2 dage inden de trak til
havs. Dette indikerer, at et ophold i en vis periode i brakvand kan forbedre den
hypoosmoregulatoriske formaen, hvilket ogsa virker sandsynligt for sneeblens
vedkommende. Det ville have veeret interessant at lave en direkte overfgrsel af
snaebelyngel i samme stgrrelse som i akklimeringstest Il for at se eventuelle

forskelle, men dette var ikke muligt af ressourcemeessige arsager.

4.3 Immunohistokemi:

Farvning af geelleveev med antistof mod Na*K'-ATPase og Na* K" 2CI—
cotransporteren gav ikke noget specifikt billede af udviklingen i chloridcelle antal og
deres placering. Billederne (fig. 3.4.1-3.4.10) viser dog tydeligt den generelle
morfologiske udvikling der sker i geellen fra kleekning til det tidspunkt, hvor
metamorfosen er i det sidste stadie. Pa fig 3.4.1 ses et snit af det rudimenteere

geelleveev i en nyligt kleekket snaebel. Pa dette tidspunkt er geellen ikke differentieret,
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og der ses ikke opdeling i filamenter og lameller. Der ses dog enkelte
immunoreaktive celler, hvor der var farvet for Na',K*-ATPasens a-subunit. Cellerne
er placeret i overfalden af gaelleveevet og er sandsynligvis chloridceller, idet Na* K-
ATPase enzymet ofte er lokaliseret i sadanne celler i gaelleveev (Uchisa et al., 1996).
Der ses ikke nogen naevneveerdig forskel mellem geellevaev i snaebellarver i FV og 18
ppt (fig. 3.4.2), men da snaeblerne kun havde opholdt sig i 18 ppt i 48 timer kan
tidsrummet have veeret for kort til at eventuelle aendringer i geellevaevet kunne finde
sted. Sneeblernes ringe hypoosmoregulatoriske evne pavirkes af, at de pa dette
tidspunkt ikke er i stand til at regulere maengden og placering af Na*,K*-ATPase-
enzymet. 15-19 dage gamle snaebellarver og 32-35 dage gamle snabellarver blev
ogsa undersggt, men billedet var det samme som hos 0-4 dage, og er derfor ikke
medtaget.

Efter 150-170 dage var der sket en markant aendring i geellens morfologi. Ud over at
meaengden af veev var gget, var veevet ogsa langt mere differentieret med udvikling af
synlige filamenter og lameller. Pa fig. 3.4.3 ses et geellesnit af en snaebel fra FV, og
der er tydelige immunoreaktive (Na',K'-ATPase a-subunit) celler. Cellerne var
lokaliseret pa bade filamenter og lameller. Ved sammenligning med snaebler i 18 og
25 ppt (fig. 3.4.4 & 3.4.5) ses der ikke nogen forskel i placeringen af celler ligesom
billederne ikke muligger at vurdere storrelsen af cellerne. Uchida et al., (1996)
undersggte ketalaks med en starrelse pa 2-3 g efter overfersel fra FV til SV (ca. 19
ppt). Det viste sig, at antallet af CC pa filamenterne ikke andrede sig, mens antallet
pa lamellerne faldt. Denne observation var dog farst tydelig efter 7 dage. Starrelsen
af CC pa filamenterne var ca. 1.8 gange starre end i FV efter 21 dage. Seidelin et al.,
(2000) fandt i @rred (Salmo trutta), at antallet af immunoreaktive celler (Na*,K'-
ATPase a-subunit) pa filamenterne steg svagt, mens antallet af celler faldt drastisk
(50 %) pa lamellerne efter kun en dag i SV (25 ppt). Ud fra dette kan man forvente
endringer i antallet og placeringen af CC under akklimering til SV, men dette kraever
formentligt fuldt differentieret geelleveev og mere omfattende undersggelser for at
bestemme i snaeblen. Mine undersggelser kan dog bruges til at konstatere, at der
findes celler i snaebelgeellen der minder om typiske chloridceller med hgijt indhold af

NaK-ATPasen som set i andre arter.

78



Pa fig. 3.4.6-3.4.10 ses snit af geelleveev farvet med antistof mod Na® K" 2CI~
cotransporteren (NKCC). Der ses ingen tydelig krydsreaktion mellem antistoffet og
epitoper i geellevaevet hverken i FV eller SV fisk. P& baggrund af mine forsgg, kan
det dog ikke konkluderes hvorvidt det negative resultat skyldes fraveer af
cotransporter proteinet, brugen af heterologt antistof med darlig krydsreaktionsevne,
eller manglende optimering af proceduren. Det anvendte antistof er brugt med
succes til pavisning af cotransporter proteinet i geellen hos en raekke andre benfisk
(Atlanterhavslaks: Pelis & McCormick, 2001; regnbuegrred: Behnke et al., 1996;
havgrred: Tipsmark et al., 2002; tilapia: Wu et. al., 2003), sa sandsynligheden er hg;j
for at det ville kunne genkende epitopen i snaeblen. Af tidsmaessige arsager blev en
optimering ikke forsggt, men en primeer antistofkoncentration pa 50x som anvendt
her svarer til hvad der er anvendt i andre forsgg. Tipsmark et al., (2002) fandt, at der
var kraftig immunofarvning for NKCC i grred (S. trutta) i celler i filamenterne og ved
basen af lamellerne efter overfarsel til SV (28 ppt), mens immunofarvningen i FV
geeller var svagere og mere diffus. Dette er som forventet idet NKCC er koblet til SV-
akklimering, hvor der ofte ses en kraftig stigning i meengden af dette protein (Behnke
et al., 1996; Wu et al., 2003).

4.4 Drikkerate:

Drikkerateforsggene viste, at sneebelyngel med en gennemsnitsstarrelse pa ca. 175
mg og 33 mm havde en gennemsnitlig en drikkerate i FV pa ca. 10 ml/kg/h (fig.
3.5.1). Dette gjaldt bade for drikketiden 4 og 2 timer. Normalt ville man ikke forbinde
FV akklimerede fisk med indtagelse af vand i seerlig grad da vand jo traenger passivt
ind i fisken (Boeuf, 1993). Observationen af et vaesentligt vandindtag er dog i
overensstemmelse med tidligere observationer hos andre arter pa tidlige
udviklingsstadier. Tytler et al., (1990) fandt, at regnbuegrredlarver (Oncorhynchus
mykiss) 40 dage efter kleekning havde en drikkerate pa 3,2 ml/kg/h. Disse larver
havde en vaegt pa ca. 250 mg. Fuentes & Eddy (1997) fandt, at juvenile laks (S.
salar) med en vaegt pa 300-500 mg, havde en drikkerate pa 1,4 mil/kg/h. Perrott et
al., (1992) fandt, at regnbuegrreder af ukendt stgrrelse havde en drikkerate pa 0,07
mi/kg/h i FV og 1,42 ml/kg/h i SV. Fuentes & Eddy (1997) fandt, at drikkeraten i laks

FV falder fra larve- til yngelstadiet. Baggrunden for at juvenile fisk drikker relativt
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store maengder vand i FV er ikke kendt. Tytler et al., (1990) foreslog, at det havde en
osmoregulatorisk funktion i tarmen, hvor det medvirker til optag af iseer divalente
ioner. Ydermere blev det foreslaet at drikning i blommesaeklarver kunne medvirke til
at rense tarmen for blommesaek-rester. Snaeblerne blev fodret med saltholdigt foder,
men da fodringen blev stoppet 24 timer for forsggsstart samtidigt med at promillen i
saltkrebsopdraettet var relativt lav (13-15 ppt) vurderes det, at belastningen herfra
ikke gav anledning til stimulering af drikning.

Drikkeraten hos snaeblerne er dog markant hgjere end for regnbuegrred og
lakseyngel , og kan ikke umiddelbart forklares, men kan skyldes at f. eks geellerne
var darligt udviklede og vandindtaget var ngdvendigt for optag af forskellige
metabolitter fra vandet.

Der er generel enighed om, at benfisk i SV aktivt drikker vand for at erstatte det vand
der tabes til omgivelserne (Karnaky, 1988). For snaeblernes vedkommende
observeredes en stigning i drikkeraten efter overfgrsel til SV (fig 3.5.1). Denne
stigning var dog kun markant nar drikketiden var 2 timer. Ved en drikketid pa 4 timer
blev drikkeraten i SV kun beregnet til at vaere marginalt hgjere end i FV. Denne
metode afhaengighed kan forekomme underlig, men skyldes at den forleengede
drikketid giver en lavere rate forudsat at der var opnaet et steady-state i indtagelsen
af radioaktive isotoper. Den korte drikketid er sandsynligvis den mest palidelige da
passagetiden gennem snaebelynglen ikke er kendt.

Laksesmolt havde 7 dage efter overfarsel til SV en drikkerate pa 7 ml/kg/h (Fuentes
& Eddy, 1997). Denne relativt mindre drikkerate er sandsynligvis et resultat af den
meget mindre overflade/volume ratio i laksesmolt i forhold til snaebler i den anvendte
starrelse. Med sa stor en relativ overflade vil vandtabet blive vaesentligt starre, og der
skal drikkes mere vand for at kompensere. De praelimineere malinger af drikkerater i
snaebler indikerer at snaebelyngel i den givne stgrrelse udviser et drikkerespons ved
overfgrelse til hyperosmotiske forhold. Ved sammenligning med velundersggte
fiskearter ma det tolkes som en aktivering af de hypoosmoregulatoriske mekanismer.
Dette understatter resultatet af salinitetstest 1V, hvor der var sket en udvikling i

snaeblernes saltvandstolerance.
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4.5 RNA/ Na* K*-ATPase :

Ved anvendelse af en cDNA probe fra grred viste der sig et hybridiseringsband i
totalRNA fra snaebelgeeller. Transkriptlzengden blev bestemt til 3,6 kb og er
sandsynligvis a-subunit NaK-ATPase. Andre har fundet stgrrelsen af mRNA for
denne subunit til at veere 3,7 kb i laks, grred og regnbuegrred (Kisen et al., 1994).
Maengden af mRNA for Na®,K'-ATPasens a-subunit i geellevaev stiger ofte efter
overfgrsel af fisk fra FV til SV (Seidelin et al., 2001; Madsen et al., 1995). Dette er et
respons pa et krav om starre hypoosmoregulatoriske egenskaber, hvilket ofte opnas
gennem en gget Na’',K'-ATPase aktivitet i gaellernes chloridceller i filamentet. |
snaeblernes tilfeelde ses en stigning i MRNA niveauet i geellerne efter 2 dage i SV,
mens niveauet falder efter 10 dage i bade FV og SV (fig. 3.6.2). Madsen et al.,
(1995) fandt et gget mRNA niveau i geelleveev fra grred (1+) 1 dag efter overfarsel til
SV (25 ppt), med det hgjeste niveau efter 2 dage, hvorefter niveauet faldt. Seidelin et
al.,, (2000) fandt at mRNA niveauet i geelleveev fra erred (1+) ndede sit hgjeste
niveau 12 timer efter overfgrsel til SV (25 ppt), hvorefter det faldt. | grredpresmolt (S.
trutta) ses en stigning i mRNA niveauet, forud for eller sidelsbende med forggelse af
Na® K*-ATPase enzymmaengden, som forberedelse til havmigrationen (Nielsen et al.,
1999). Ggningen af mMRNA i snaeblens geelleveev er sandsynligvis udlgst udlgst af
overfgrslen til saltvand og indikerer en gget evne til at hypoosmoregulere ved denne
starrelse.

Efter overfarsel til SV (25 ppt) steg geaelle Na',K*-ATPase aktiviteten gradvist hos
snaebelynglen (fig. 3.7.1). Enzymaktiviteten i SV er dog ikke signifikant hgjere end i
FV efter 2 og 7 dage, mens dette er tilfeeldet efter 10 dage, men kun som fglge af et
uventet fald i FV. Madsen et al., (1996) fandt en stigende Na®,K'-ATPase aktivitet i
helt (40-60 g) som respons pa overfgrsel fra FV til SV (25 ppt). | ketalaks ses en
stigning i geelle Na*,K*-ATPase aktivitet i FV under udvikling fra larve- til yngelstadiet
(Uchida et al., 1996), som minder om den stigning der ses under smoltifikationen i FV
hos andre laksefisk (Hoar, 1988). Zydlewski & McCormick fandt, at i shad (Alosa
sapidissima) steg Na*,K*-ATPase aktiviteten til det tredobbelte efter overfgrsel til SV
(35 ppt) og naede sit hgjeste niveau efter 5 dage. Stigningen i geelle Na*,K*-ATPase
aktiviteten i de ovennaevnte arter indikerer, at disse forgger deres

hypoosmoregulatoriske formaen ved overgang til SV. Dette er mindre udtalt i
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snaeblen ved den givne storrelse da der ikke sker en signifikant @gning i geelle
Na® K*-ATPase aktiviteten fra FV til SV undtagen ved 10 dage. Vaerdierne i FV for
snaeblernes vedkommende ligger dog hgjere i forhold til helt (40-60 g), hvor
aktiviteten i FV er ca. 1 umol Pi/mg protein/h (Madsen et al., 1996), mens Nielsen et
al., (1999) fandt at aktiviteten i grreder (1+) udenfor smoltperioden |a pa ca. 2umol
Pi/mg protein/h. Dette kan indikere, at snaeblen ved den givne stgrrelse (7-9 cm) har
naet et udviklingsstadie, hvor havmigrationen er ved at blive "forberedt” bl.a. ved at
gge Na',K'-ATPase aktiviteten i gaellen. Yderligere forggelse i SV vil derved ikke
veere sa udpraeget. Denne betragtning svarer til hvad man ser hos smoltificerende
laksefisk. Hos f.eks. grred og laks (S. trutta & S. salar) stiger enzym aktiviteten i FV i
labet af foraret, og nar et niveau som ofte kun stiger marginalt eller enda falder efter
overgang til SV (Boeuf, 1993). Nielsen et al., (1999) fandt, at Na’K'ATPase
aktiviteten la mellem ca. 7 og 10 umol P/mg protein/h i grreder fra forskellige danske
aer i smoltperioden.

Der blev ogsa forsggt at pavise tilstedeveerelse af mRNA for Na',K',2CI~
cotransporteren (NKCC), men kvaliteten af hybridiseringen var ikke tilstraekkelig til at
sige noget om udviklingen i NKCC mRNA niveauet. Det mest sandsynlige er dog, at
der ville veere sket en ggning af maengden af mRNA efter overfgrsel til SV. Behnke et
al., (1996) og Pelis et al., (2001) observerede en gget maengde NKCC i geellerne pa
SV-akklimerede regnbuegrreder og laks. En anden mulighed er, at NKCC farst spiller
en rolle senere i snabelynglens livscyklus, hvilket resultaterne af de
immunohistokemiske farvning understatter. Det kan selvfelgelig til en vis grad

teenkes i FV, men naeppe, at snaeblen kan udskille ioner i SV uden brug af NKCC.

4.6 Feltforsgag:

Fiskeri med driftnet i Hjortvad A skulle give et billede af om snaebellarver driftede
ned igennem vandlgbet efter klaekning.

Man ved at snaebler gyder i en kort periode fra sidst i november til midten af
december, og man kan derfor ud fra temperaturen estimere klaekketidspunktet idet
man ved at snaebelaeg kreever ca. 400 daggrader (i dette tilfaelde 100 dg x 4°C, Hvidt
& Christensen, 1990) fgr de klaekker, men det var fgrst muligt at fglge temperaturen

fra fgrst i januar maned 2002. Den estimerede vandtemperatur fra medio november
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til og med december 2001 blev sat til 4°C (180 daggrader). Da middeltemperaturen i
Hjortvad A fra d. 4/1-01 til farste befiskning 11/2-02 var 5,5°C (209 daggrader) gav
det 389 daggrader, men da elfiskeri viste at snaeblerne ikke var modne sidst i
november vurderedes det, at gydningen forst fandt sted et stykke ind i december,
hvilket betad at klaekketidspunktet ville veere ultimo februar. Fiskeriet med driftnet
resulterede ikke i fangst af snaebellarver, men fiskeriet var besveerliggjort af de store
nedbgrsmaengder der ramte omradet i februar/marts 2002. Dette beted, at store
meaengder lgsrevet materiale fyldte nettene og det var kun muligt at fiske to timer af
gangen. Samtidigt er gydebestanden faldende, hvilket pavirker antallet af larver der
kleekker (Jensen et al., 2003). En undersggelse af Grgn (1991) paviste snaebellarver
i drift p& samme straekning af Hjortvad A, med samme metode. Larverne (43 stk.)
blev fanget sidst i februar og ferst i marts opstrems sandfanget, mens der ikke blev
fanget larver nedstrgms sandfanget. Stgrstedelen af larverne havde stadig
blommeseaek. Hvidt & Christensen (1990) paviste snaebellarver i drift i pa forskellige
streekninger af Vidaen, med de hgjeste antal ved udigbet af Rudbal S@. Starrelsen
pa snablerne 1a pa 11-30 mm, og de blev fanget fra starten af marts til ind i maj
maned. Dette stemmer godt overens med det faktum at elektrofiskeri i Rudbgl S@
gav to snaebler pa 37 og 41 mm. Dette indikerer, at snaeblerne kan tage ophold i
stillestaende partier, mens en del muligvis rives med af strammen, hvis f. eks.
vandstanden stiger.

Undersggelser af Neesje et. al (1986) og Lindroth (1957) har pavist, at den storste
drift af heltlarver (C. lavaretus) finder sted om natten, men under klaekning af
snaebellarver i laboratoriet kunne det konstateres, at kraftig belysning g@gede
kleekkeraten. Det er derfor rimeligt at antage en fototaktisk reaktion ogsa i naturen,
og det er mindre sandsynligt at fiskeri om natten havde givet bedre resultater.
Elektrofiskeri i Rudbgl S@ gav mulighed for at deekke et stort omrade. Fiskeriet blev
dog besveerliggjort af kraftig blaest og deraf felgende nedsat sigtbarhed. De to fangne
sneebler pa 37 og 41 mm var fuldt metamorforserede, og blev fanget ved udigbet af
sgen. Nar snaeblerne har naet denne stgrrelse ma det formodes, at de har mulighed
for at styre deres position i vandlgbet til en vis graense. At de har taget ophold i sgen
kunne veere en indikation pa, at snablerne ikke er klar til at leve i Vadehavet

umiddelbart efter kleekning. Laboratorieforsggene viste ogsa, at der skete en
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forbedring af saltvandstolerancen sammenfaldende med metamorfosen, men det er

ikke givet af de fangne individer inden for kort tid ville traekke til havs.

4.7 Perspektivering:

Snablen er i forhold til f.eks laks og e@rred en meget lidt undersggt art.
Undersggelserne i dette speciale giver et billede af, hvordan sneeblens
saltvandstolerance er i de tidlige stadier af deres udvikling, hvor der er begraenset
viden om deres faerden i vandlgbene. Der er dog nogle rent fysiske problemer i de
helt tidlige stadier, hvor der kun er en begraenset mangde malinger der kan udfgres
pa grund af larvernes ringe storrelse. En parameter der vil give et godt billede af
udviklingen er geelle Na*,K*-ATPasen, fordi den hos andre arter har vist sig at vaere
en god indikator pa evnen til at akklimere til SV. Den skulle sa folges fra det
tidspunkt, hvor der er geelleveev nok til at male, hvilket sandsynligvis er muligt
tidligere end det er sket i dette forsgg. Gaelle Na',K'-ATPase aktivitetsmalinger
bruges ofte til at forudsige SV-tolerancen i laksefisk i forbindelse med udsaetninger
(Staurnes, 2001). Dog ser det ud til, at udsaetningsstarrelsen pa snaeblen (3-5 cm) da
udseetningerne startede i 1987 ikke har givet anledning til problemer, da resultatet
blev en kraftig forggelse af bestanden. Dette kan dog have veeret betinget af saerligt
gunstige forhold pa udseetningstidspunktet og det faktum, at udsaetningerne blev
foretaget i FV og snaeblerne har taget ophold i vandlgbene i en periode.

Der ber geres en gget indsats for at belyse om sneeblen optreeder i FV pa andre
tidspunkter end lige for gydningen, og om alle individer forlader vandigbene, hvilket
kunne gares ved elektrofiskeri og maerkningsforsgg.

Flere forhold truer sneeblens eksistens (1.6.4), men resultaterne i dette speciale
indikerer, at snaebelbestanden sandsynligvis ikke kommer pa fode igen, medmindre
der sikres vilkar, der tilgodeser, at snaeblen ikke er tilpasset SV umiddelbart efter
kleekning. | Vidaen findes den starste bestand, som er relativt stabil (fig. 1.6.1), og de
vilkar der findes her bgr forsgges oprettet i andre vandlgb. Meget taler for at
forholdene i Magisterkogen og Rudbgl So er de faktorer der er gunstige for
bestandens opretholdelse her. Der bar dog foretages mere intensive undersggelser
der kan kortlaegge ynglens feerden i vandlgbene. Det vil dog ikke vaere gkonomisk og

fysisk muligt at genoprette alle vandlgb i Sydvestjylland inden for en overskuelig
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fremtid, men det bgr tilstreebes at skabe enkelte steder i alle betydende vandlgb, det
veere sig indskudte sger eller vadomrader der oversvgmmes om foraret. Sadanne
omrader vil kunne forlaenge snaebelynglens opholdstid i FV og dermed give mulighed
for at udvikle den saltvandstolerance der skal til for at overleve i Vadehavet, inden
bestandene helt forsvinder i de vandigb, hvor den er for nedadgaende. Det ber ogsa
overvejes at foretage stgtteudsaetninger i forbindelse med forbedringer i vandigbene.
Hvis dette opfyldes sammen med en generel vandlgbsforbedring, er der chance for,

at snaeblen har en fremtid i de sydvestjyske aer og Vadehavet.

5. Konklusion:

Snaebelyngel udviser en starrelsesafhaengig udvikling af saltvandstolerance. Der
sker en vaesentlig forbedring af overlevelsen i SV med hgj salinitet som fglge af
metamorfosen.

Akklimeringsforsgg, hvor saliniteten @ges gradvist, indikerer ogsa en
storrelsesafhaengig udvikling i saltvandstolerance med en vaesentligt forbedret
overlevelse pa yngelstadiet i forhold til larvestadiet. Gradvis akklimering til stigende
salinitet har dog ikke nogen overordnet gunstig effekt pa sneeblens overlevelse ved
moderate saltholdigheder.

Den ggede saltvandstolerance kommer til udtryk ved at snaebelynglen aktivt kan
hypoosmoregulere, hvilket ses ved at snaebelyngel med en gennemsnitsstarrelse pa
175 mg kan regulere sit kropsvandindhold, @ge sin drikkerate i SV samt at
snaebelyngel pa 2-4 g udviser en tendens til gget gaelle Na*, K'-ATPase aktivitet i
SV.

Immunohistokemiske farvninger viser tilstedevaerelse af Na*, K'-ATPase enzymet i
diskrete celler i geellen. Udvikling i maengden af dette enzym fglger den generelle
geelleudvikling, hvilket forbedrer muligheden for hypoosmoregulering. Der ses ikke
nogen markant eendring af antallet af immunoreaktive celler eller deres starrelse efter
SV-overfgrsel ligesom placeringen ikke aendres.

Helt udviser en starrelsesafhaengig saltvandstolerance med en veaesentligt forbedret
overlevelse for heltyngel i forhold til heltlarver i SV med hgj salinitet. Generelt er
heltens saltvandstolerance darligere end snaeblens, hvilket afspejler heltens

tilpasning til mindre saline miljger.
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Den stgrrelsesafheengige saltvandstolerance taler for, at snaebelyngel har en
opveekstperiode i FV som er nedvendig for at opna en stagrrelse, der tillader

snaebelynglen at overleve i det hgjsaline Vadehav.
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