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1 Sammendrag

1.1 Norsk sammendrag

Laksunger etter villaks fra laksestammer infisert av Gyrodactylus salaris (Gs) (Skibotnelva, Driva og
Drammenselva) og uinfiserte laksestammer (Altaelva, Eira/Surna/Toda og Numedalslagen) i tre
geografiske regioner ble testet for motstandskraft mot Gs. | smittetestene ble ogsa inkludert laksunger
fra den Gs-infiserte elva Neva som renner ut i Finskebukta og som er kjent for & ha hgy motstandskraft
mot Gs. For hver av de sju stammene ble 600 laksunger (avkom etter om lag 25 hannfisk og 25 hunnfisk,
likt fordelt pa to kar) naturlig infisert med Gs (haplotype A) fra Gs-infiserte laksunger fra Driva. Testen
startet 29.10.2015, og ble avsluttet 84 dager etter oppsmitting. Overlevelsen av fisk i de to karene var
da 33.2 % og 39.6 %. Dgde og overlevende fisk ble ved hjelp av 1300 SNP-markgrer sporet til sine
foreldre og stamme. Darlig DNA kvalitet hos de som dgde i testen, gjorde at 9.4 % av de dgde 0g 5.7 %
av bade dgde og overlevende ikke kunne spores til sine foreldre. De ble derfor ekskludert fra videre
analyser.

Resultatene viser signifikant hgyest overlevelse (69.3 %) hos laksunger fra den motstandsdyktige
Nevastammen, noe som var 37.4 + 2.2 %-poeng (P <0.001) hgyere enn gjennomsnittet for de tre norske
Gs-infiserte stammene. Overlevelsen for laksunger fra de norske Gs-infiserte elvestammene var hgyere
sammenlignet med de norske Gs-uinfiserte stammene (6.1 + 1.6 %-poeng, P <0.001). Laksunger fra
den Gs-infiserte Skibotnelva hadde signifikant hgyere overlevelse enn laksunger fra den Gs-uinfiserte
Altaelva (9.0 + 2.9 %-poeng; P=0.002); og laksunger fra den Gs-infiserte Drammenselva hadde
signifikant hgyere overlevelse enn laksunger fra den Gs-uinfiserte Numedalslagen (6.7 £ 2.7 %-poeng;
P=0.014).

Laksungene fra Driva hadde hgyest overlevelse (37.1 %) av de seks undersgkte norske stammene, men
ikke signifikant hgyere overlevelse enn laksunger fra Eira/Surna/Toaa (2.8 * 2.7 %-poeng; P=0.30).
Dette resultatet kan skyldes at genetisk motstandskraft mot Gs har spredd seg med streifet gytefisk
fra de seks Gs-infiserte elvene i Drivaregionen til Surna og Toaa, og fra de sju Gs-infiserte elvene i
Raumaregionen til Eira, noe som er sannsynliggjort ved at det gjennomsnittlig slektskap mellom Driva-
fiskene ble funnet & vaere bare marginalt hgyere enn mellom Driva-fiskene pa den ene siden og
Eira/Surna/Toaa fiskene pa den andre siden. En annen mulig forklaring kan vaere at streifing av laks fra
uinfiserte laksestammer forsinker utviklingen av genetisk motstandskraft i Driva.

Disse resultatene kan tyde pa at det har skjedd et naturlig utvalg for stgrre motstandskraft mot Gs i de
tre norske Gs-infiserte laksestammene siden stammene ble infiserte, gitt kun minimale forskjeller
mellom stammene i motstandskraft mot Gs fgr Gs-infeksjonen. Dette er forventet da det i
smittetestene ble funnet betydelig genetisk variasjon i motstandskraft mot Gs bade for de tre norske
Gs-infiserte stammene (arvegrad h?=0.29 + 0.06 pa observert skala; h?=0.47 * 0.07 pd den
underliggende skalaen) og de tre norske Gs-uinfiserte stammene (h?=0.34 + 0.06; h?=0.54 + 0.09). Den
hgye genetiske korrelasjonen mellom motstandskraft mot Gs i de to smittetest karene (0.92 + 0.08),
er en ytterligere bekreftelse pa betydelig genetisk variasjonen i motstandskraft mot Gs i de seks norske
stammene.

Arvegraden for egenskapen «antall dager til dgd», var 0.25 = 0.04, og med en genetisk korrelasjon pa
0.60 + 0.10 til enten/eller egenskapen «dgd/levende» ved slutten av testen. Stgrrelsen pa denne
korrelasjonen tyder pa at dette er to ulike egenskaper, men bgr re-estimeres med en mer optimal



statistisk modell ettersom alle overlevende ikke har observasjon for egenskapen «antall dager til dgd».
Denne genetiske korrelasjonen kan ogsa vaere pavirket av stgrrelsen pa den genetiske korrelasjonen
mellom tilvekst og de to nevnte egenskapene, men som det ikke finnes noe estimat for.

Hos de seks undersgkte norske stammene ble det funnet to genetiske SNP-markgrer som hver for seg
forklarte 27.1 % (ssa06) og 19.6 % (ssa26) (til sammen 37.6 %) av den genetiske variasjonen i
overlevelse ved slutten av smittetesten. Denne betydelige forklaringsgraden muliggjer et direkte
utvalg for gkt motstandskraft mot Gs i Gs-infiserte ville laksestammer, dersom utrydding av parasitten
ikke er mulig.

Ettersom infeksjonstesten ble utfgrt med Gs-infisert yngel fra Driva (haplotype A), bgr det undersgkes
om de to nevnte SNP-ene har en lignende effekt pa resistens mot Gs hos laksunger smittet med de to
andre Gs-haplotypene i Norge: haplotype B som er funnet i Skibotnelva og haplotype F som finnes i
Drammenselva, og om disse SNPene representerer en generell genetisk motstand mot Gs. En
indikasjon pa en slik generell effekt kan en fa ved & lete etter seleksjonssignaturer for disse SNPene
hos laksunger fra stammer infisert med haplotype B og F.

1.2 English summary

Wild Atlantic salmon juveniles of three Norwegian river strains infected with Gyrodactylus salaris (Gs)
(Skibotnelva, Driva and Drammenselva) and three Norwegian rivers strains uninfected with Gs
(Altaelva, Eira/Surna /Toda and Numedalslagen), each representing three geographical regions, were
experimentally tested for resistance to Gs. The infection test also included juvenile Atlantic salmon
from the Gs-infected River Neva that drains into the Gulf of Finland and that is known to have a strain
of Atlantic salmon with high resistance to Gs. For each of the seven strains, 600 salmon juveniles
(offspring from approximately 25 male and 25 female fish, equally divided into two tanks) were
naturally infected with Gs haplotype A obtained from Gs-infected salmon juveniles from Driva. The
test started on October 29, 2015 and was terminated 84 days after infection. At that time, the
proportion of survivors in the two tanks was 33.2 % and 39.6 %. The dead and surviving fish were
assigned to their parents and strain (river of origin) using 1300 SNP markers. Poor DNA quality from
some samples meant that 5.7% of all samples (9.7% of the dead samples) were unable to be traced
back to their parents and were thus excluded from further analyses.

The results show significantly greater survival (69.3%) in juveniles from the River Neva strain, which
was 37.4 £ 2.2 %-points (P <0.001) greater than the average for the three Norwegian Gs-infected
strains. The survival of juveniles from the Norwegian Gs-infected river strains was greater compared
to the Norwegian Gs-uninfected river strains (6.1 + 1.6 %-points, P <0.001). Juveniles from the Gs-
infected Skibotnelva had significantly greater survival than juveniles from the neighbouring Gs-
uninfected Altaelva (9.0 £ 2.9 %-points; P = 0.002); and salmon juveniles from the Gs-infected
Drammenselva had significantly greater survival than juveniles from the neighbouring Gs-uninfected
Numedalslagen (6.7 £ 2.7 %-points; P = 0.014).

Juveniles from Driva had the highest survival (37.1%) of the six Norwegian river strains examined, but
not significantly higher survival than salmon juveniles from the neighbouring Eira/Surna/Toaa (2.8 +
2.7 %-points; P = 0.30). This result may be due to introduced genetic resistance to Gs by strayers from
the six Gs-infected rivers in the Driva region to Surna and Toaa, and from the seven Gs-infected rivers
in the Rauma region to Eira, which is evidenced by the fact that the average pairwise genetic



relationship among the Driva parental fish was found to be only marginally higher than that between
the Driva and the Eira/Surna/Toaa parental fish.

These results suggest that natural selection for improved resistance to Gs in the three investigated
Norwegian Gs-infected river strains has occurred since the river strains became infected with Gs, given
minor differences between the strains in resistance to Gs before the strains were infected with Gs. This
is as expected since considerable genetic variation was found for resistance to Gs both in juveniles
from the three Norwegian Gs-infected river strains (heritability h? = 0.29 + 0.06 on the observed scale;
h? = 0.47 + 0.07 on the underlying scale) and juveniles from the three Norwegian Gs-uninfected river
strains (h? = 0.34 + 0.06; h? = 0.54 + 0.09). The high genetic correlation between resistance to Gs in the
two infection tanks (0.92 + 0.08) is a further confirmation of the significant genetic variation for
resistance to Gs in the six investigated Norwegian river strains.

The heritability for the trait «<number of days to death» was 0.25 + 0.04, and this trait had a genetic
correlation of 0.60 + 0.10 to the binary trait “dead/alive” at the end of the test. The magnitude of this
correlation suggests that these are different traits, but a more optimal statistical model should be
applied as all survivors do not have observation for the trait «cnumber of days to death». This genetic
correlation may also be affected by the magnitude of the genetic correlation between growth and the
two aforementioned traits, but for which there is no estimate.

In the six investigated Norwegian river strains, two genetic SNP markers were found which each
explained 27.1% (ssa06) and 19.6% (ssa26), (and combined 37.6%) of the total genetic variation for
survival at the end of the infection test. This significant proportion enables direct selection for
increased resistance to Gs in Gs-infected wild salmon strains where eradication of the parasite may
not be possible. As the infection test was carried out with Gs-infected fry from Driva (haplotype A) it
should be investigated if the two mentioned SNPs have a similar effect on resistance to Gs in salmon
juveniles infected with the other two Gs haplotypes in Norway: haplotype B which is found in e.g.
Skibotnelva and haplotype F which is found for example in Drammenselva and Leerdalselva, and thus
if these SNPs represent an overall genetic resistance to Gs. An indication of such an effect could be
obtained by looking for selective sweeps for these SNPs in juvenile salmon from river strains infected
with haplotype B and F.



2 Hovedmal

Underspke om det skjer et naturlig utvalg for gkt motstandskraft mot Gyrodactylus salaris (heretter
kalt Gs) hos laks i infiserte vassdrag.

3 Delmal

1. Undersgke forskjeller i motstandskraft mot Gs hos avkom (F1) etter villaks fra tre Gs-infiserte og
tre Gs-uinfiserte vassdrag.

2. Estimere grad av genetisk variasjon i motstandskraft mot Gs hos laksunger fra tre Gs-infiserte og
tre Gs-uinfiserte vassdrag.

3. Undersgke tre ulike Gs-typers infektivitet, fekunditet og overlevelse overfor laksunger fra tre Gs-
infiserte og tre Gs-uinfiserte vassdrag.

4. Segke etter QTL-effekter for motstandskraft mot gyro hos laksunger fra tre Gs-infiserte og tre Gs-
uinfiserte vassdrag.



4 Bakgrunn

Gyrodactylus salaris (Gs) er en ektoparasitt pa laksefisk i ferskvann som ble pavist for fgrste gang i
Norge i 1975 (Johnsen, 1978). Siden den gang har Gs forarsaket stor dgdelighet hos mange ville norske
laksestammer. | gjennomsnitt reduseres tettheten av laksunger med ca 85 % i Gs-infiserte vassdrag,
og fangsten av voksen laks reduseres tilsvarende (Johnsen m.fl., 1999). Det er imidlertid betydelig
variasjon mellom infiserte elver. | enkelte elver er tettheten redusert med opptil 99 % mens i andre er
den kun redusert med ca 50 % (Johnsen m. fl. 1999); ett eksempel er Batnfjordselva der Gs ble pavist
i 1980 og hvor ble det funnet hgy tetthet av laksunger bade i 1991 og 1992 (Mo, 1992).

Vi kjenner ikke arsakene til at det er variasjon i mottagelighet og respons mot Gs mellom
laksestammer, men en nerliggende hypotese kan veere at det er genetisk variasjon mellom
laksestammer i motstandskraft mot parasitten. Dette understgttes av funn fra elver i vare naboland: |
de Norrlandske elvene i Sverige som drenerer til @stersjgen, har laksungene et normalt antall av Gs
(Malmberg, 1988); bl.a. i Tornedlven har Gs ikke noen gdeleggende effekt pa laksepopulasjonen
(Antilla m.fl., 2008); laksunger av den russiske Neva-stammen har betydelig mer resistens mot Gs enn
laksunger fra norske elver og Indalsélven i Sverige (Bakke m.fl., 1990, 1992, 2002; Jansen m.fl., 1996);
i den russiske elva Keret der Gs har medfgrt alvorlige epidemier tidligere, har situasjonen snudd og
tettheten av laks er igjen hgy noe som kan tyde pa naturlig seleksjon og utvikling av resistens (leshko
m.fl., 2008); og i Finland fgrer ikke parasitten til dgdelighet eller skade pa Baltisk laks og
infeksjonsintensiteten er lav (Koski, 1996). Disse er noen av eksemplene som tyder pa at det hos laks
ma vaere arvelig variasjon i motstandskraft mot Gs.

At det hos laks finnes en betydelig arvelig variasjon i overlevelse etter infeksjon med Gs ble
dokumentert i en kontrollert infeksjonstest med laksunger fra Drammenselva (Salte m.fl., 2010). Hos
et tilfeldig utvalg av de 11 % av laksungene som overlevde den to maneders lange testen, var
giennomsnitt antall parasitter per fisk 58 % lavere enn hos et tilfeldig utvalg av de som fortsatt levde
en maned tidligere. Dette er i samsvar med Gilbey m.fl. (2006) som fant at medfgdt og opparbeidet
resistens mot Gs hos laks er under delvis genetisk kontroll noe som tyder pa at i Gs-infiserte vassdrag
vil det naturlige utvalget mot parasitten over tid gke laksens evne til 3 overleve parasitten. Men det
finnes ingen god og palitelig dokumentasjon pa at dette skjer og hvor fort det eventuelt skjer, noe vi
har undersgkt i dette prosjektet ved a undersgke variasjon i overlevelse mellom stammer og mellom
fisk innen bade Gs-infiserte og uinfiserte ville laksestammmer med ulik infeksjonshistorikk.

Pa laksunger i norske vassdrag er det pavist tre ulike Gs-haplotyper (A, B og F). Haplotype A
forekommer i de fleste infiserte vassdrag i Norge (inkludert Driva), mens haplotype B er funnet i
Skibotnelva og Signaldalselva, og haplotype F i Drammenselva og Laerdalselva (Hansen m.fl., 2003).
Haplotype B er typisk i svenske infiserte elver (Tornedlven, Umeélven) som drenerer til @stersjgen og
i russiske infiserte elver som drenerer til Kvitsjgen og Finskebukta (Neva).

| Driva hvor Gs ble pavist i 1980 har det vaert registrert en gkning i laksefangsten de siste 10-15 arene,
og i 2012 ble det fisket 9,3 tonn laks i elva. Til sammenlikning ble det fisket i giennomsnitt 10,8 tonn
laks i Driva i arene 1966-1975 og 2,0 tonn i arene 1994-1998 (Johnsen m.fl. 1999). Dette kan tyde pa
at den infiserte laksebestanden i Driva over tid kan ta seg opp igjen. Pa den andre siden antyder studier
av laksunger i Driva pa at tettheten av eldre laksunger er sveert lav. Mens det i 1977 ble funnet mer
enn 30 eldre laksunger (1 ar og eldre) pr. 100 m?, var tettheten i 2012 litt over 2 laksunger/100 m? og
i fire andre &r pa 2000-tallet har den ligget mellom 0,5 og 2,7 eldre laksunger/100 m? (Solem m.fl.,



2013, 2017). Beregning av smoltproduksjonen i Driva i 2008 viste ogsa sveert lav tetthet med 0,11 smolt
pr. 100 m? (Arnekleiv m.fl., 2010). | drene 2013-2016 var fangstene av voksen laks i Driva forholdsvis
beskjedne, med henholdsvis 2.6, 2.4, 2.0 og 5.0 tonn.

Strategien for villaksforvaltningen har siden 1986 veert a utrydde Gs fra norske elver, en strategi som
er forankret i St. prp. nr. 1 2006-2007 (s. 168): «Regjeringa meiner malet for arbeidet med & nedkjempe
Gyrodactylus salaris framleis skal vere a bli kvitt parasitten der dette er mogleg samtidig som risikoen
for smittespreiing til nye omrade blir minimalisert». Siden 1975 er patogene varianter av Gs blitt pavist
pa laksunger i totalt 51 norske vassdrag (https://www.vetinst.no/sykdom-og-agens/gyrodactylus-
salaris) inklusive pa rgye (Salvelinus alpinus) i flere innsjger i Fustavassdraget i Nordland. Per 1. januar
2020 har 8 elver kjent forekomst av Gs, 38 elver er friskmelde etter behandling og 5 elver er under
friskmelding (https://www.vetinst.no/sykdom-og-agens/gyrodactylus-salaris). Elvene som fortsatt er
infisert, ligger i Driva-regionen og i Drammensregionen. En ikke-patogen variant av Gs er funnet pa
rgye i flere vann med utlgp i de gvre deler av Numedalslagen (Ramirez m.fl., 2014).

Fullskala rotenonbehandling har vaert vellykket i sm& (nedslagsfelt <100 km?) og mellomstore (100-500
km?) vassdrag, men var tidligere lite vellykket i store (>500 km?2) vassdrag. Det siste tidret er flere store
vassdrag behandlet. Blant disse ble Rana (nedslagsfelt 3800 km?) og Rgsséga (2100 km?) friskmeldte i
2013. Men i Rana ble Gs igjen pavist 1. september 2014 og ble umiddelbart (4. oktober) behandlet med
rotenon. | september 2015 ble andre og siste del av behandlingen gjennomfgrt. Blant de nylig
behandlete vassdragene er det utfgrt rotenonbehandling i Steinkjervassdraget (nedslagsfelt 2100 km?)
som ble friskmeldt i 2014, og i Vefsna (4100 km?) som ble friskmeldt i 2017. Leerdalselvi (nedslagsfelt
1200 km?) ble behandlet med kombinasjonsmetoden (surt aluminiumsulfat i hovedelva og rotenon i
sideelver) i 2011-2012 og ble friskmeldt i 2017. Rauma (nedslagsfelt 1200 km?) ble behandlet med
rotenon i 2013-2014 og ble friskmeldt i 2019.

De tre store vassdragene Driva, Drammenselva og Skibotnelva har veert infisert med Gs i om lag 30-40
ar. | Driva er det bygget en fiskesperre som sto ferdig i 2017. Planen er a stoppe laksen ved fiskesperra
i s8 mange ar det tar fgr parasitten er dgdd ut ovenfor sperra, og deretter kjemisk behandle elva
nedenfor fiskesperra. | Drammenselva er det ingen fastlagt behandlingsplan, men det ble i 2015
nedsatt en arbeidsgruppe av Miljgdirektoratet med formal & se pa mulighetene for en fremtidig
behandling av vassdraget. Arbeidsgruppen konkluderte med at Gs kunne utryddes fra regionen med
kjent metodikk og anbefalte videre uttesting av en ny bekjempelsesmetode basert pa klortilsetting
(Hindar m.fl., 2018). Et lokalt settefiskanlegg er brukt til & produsere yngel for utsetting i sideelver i
vassdraget ovenfor anadrom sone, samt smolt pa anadrom strekning. Siste utsetting av smolt var fisk
som ble tauet i merd ut av Drammensfjorden i 2018 og satt ut i vannlag med hgyere saltinnhold.
Skibotnelva ble behandlet med rotenon i 1988, i 1992 og 1995, og pa nytt i 2015 og 2016 da parasitten
ble igjen pavist i 1998.

Skulle det vise seg umulig a utrydde Gs i et eller flere store vassdrag er det mulig at laksen over tid vil
kunne tilpasse seg parasitten (naturlig utvalg) ettersom det som nevnt ovenfor med stor sannsynlighet
finnes betydelig arvelig variasjon i motstandskraft hos laks mot Gs.

| dette prosjektet undersgkte vi hvorvidt laksen i de tre elvene Driva, Drammenselva og Skibotnelva
har opparbeidet gkt motstandskraft mot parasitten gjennom naturlig seleksjon i elva (genetisk

tilpassing) over flere laksegenerasjoner. Dette @gnsket vi @ pavise ved & undersgke grad av
motstandskraft (malt som dgdelighet i en kontrollert smittetest) og infeksjonsintensitet (antall
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parasitter per fisk) hos laksunger etter laks fra de tre Gs-infiserte vassdragene, og sammenlikne det vi
finner med grad av motstandskraft hos laksunger etter laks fra Gs-uinfiserte, naerliggende vassdrag for
hvert av de tre Gs-infiserte vassdragene.



5 Materiale og metoder

| smittetesten brukte vi laksunger etter villaks fra tre norske Gs-infiserte (Skibotnelva, Driva og
Drammenselva) og tre norske Gs-uinfiserte (Altaelva, Eira/Surna/Todaa og Numedalslagen)
laksestammer; dvs. en gyro-infisert og en gyro-uinfisert stamme i fra hver av tre geografiske regioner;
i testen inkluderte vi ogsa laksunger etter fisk fra den russiske elva Neva som renner ut i Finskebukta i
@stersjgen og som er kjent for a ha en laksestamme med hgg motstandskraft mot gyro (Tabell 1 og
Appendiks 1). Laksungene fra hver av de sju stammene var avkom etter 25 hannfisk og 25 hunnfisk.
Stamfisken ble fanget i Igpet av sommeren/hgsten 2014, og strykning/befruktning ble gjort i Igpet av
oktober- november 2014 (Tabell 2).

5.1 De tre Gs-infiserte stammene

Driva — avkom etter stamfisk fanget i kilenot ved Flagya i Sunndalsfjorden (Figur 1). Stamfisken (35
hannfisk og 32 hunnfisk) ble fanget i Igpet av juni-juli 2014 og ble oppbevart i et flytende kar naer
kilenota (Figur 2) inntil de den 30. september ble transportert med bat til Nofima, Sunndalsgra, hvor
de ble holdt i en 70 m? overbygd betongdam fram til kisnnsmodning. Den ny-befrukta rogna ble lagt
inn i eget klekkeri hos Nofima, Sunndalsgra.

Drammenselva — avkom etter stamfisk fanga av Hellefoss-Amot Kultiveringsanlegg, Hokksund,
Buskerud (Figur 3). Etter at Gs ble pavist i 1987 har det blitt drevet en omfattende utsetting av
klekkerilaks (yngel) ovenfor infisert elv og i Gs-uinfiserte sideelver, samt smolt i hovedvassdraget (til
og med 2018).

Skibotnelva (Figur 4) — avkom etter stamfisk fra Haukvik genbank, Vinjegra, Sgr- Trgndelag.
Neva (Figur 5) — avkom etter stamfisk fra NINA Forskningsstasjon, Ims, Rogaland.

Ifglge Bakke m.fl. (1990) har Neva-fisken i dette smitteforsgket sin opprinnelse fra tre grupper fisk som
ble klekket (i 1972, 1974 og 1976) ved Laukaa Central Hatchery Station, Finland og som var egg fra
villaks fanget i elven Neva og som ble lagt inn og importert fra Neva Hatchery Station, Sovjetunionen.
I mars 1983 ble egg fra Finland importert og klekket pa Forskningsstasjon for ferskvannsfisk, Ims. To
hundre av disse ble oppdrettet til foreldre for pafglgende generasjoner, det vil si at Neva-
laksebestanden som ble brukt i de naveerende eksperimentene, representerer andre generasjon av de
opprinnelige prgvene som ble oppdrettet i 1983.

5.2 De tre Gs-frie stammene

Eira/Surna/ToGa — avkom etter stamfisk fanga i disse tre elvene tilhgrer sasmme geografiske omrade
som Driva (Figur 1). Den opprinnelige planen var a bruke materiale bare fra Surna (Figur 1), men fordi
det ikke ble mulig & fa tak i mange nok stamfisk fra Surna, ble det supplert med materiale i det
vesentlige fra Eira, men ogsa fra Toda (Figur 1). Toda renn ut i samme fjordsystemet (Todalsfjorden i
Stangvikfjorden) som Surna (Surnadalsfjorden i Stangvikfjorden), mens Eira renn ut i et annet
fjordsystem (Eresfjorden/Langfjorden i Romsdalsfjorden). Materialet fra Surna og Toaa fikk vi som
gyerogn fra Statkraft Rossaa settefiskanlegg, Todalen, Mgre og Romsdal, mens materialet fra Eira fikk
vi som gyerogn fra Statkraft Energi Settefiskanlegg, Eresfjord.



Numedalsldgen — avkom etter stamfisk fanga i Numedalslagen ved Hvittingfoss (Figur 3).
Numedalslagen tilhgrer samme geografiske omrade som Drammenselva. Dette materialet ble
produsert av Lardal Jeger og Fiskerlag, Svarstad, Vestfold.

Altaelva (Figur 4) - avkom etter villaks som hadde gatt en generasjon pa NINA Forskningsstasjon, Ims.
| 2009/2010 ble det strgket 6 hunner og 6 hanner (500 rogn per par) ved Alta (villfisk). @yerogn (200
degngrader 16.3.2010) ble sendt til Ims og avkom etter 8 hunner og 8 hanner av dette materialet ble
brukt som fisk i smitteforsgket. Den geografiske avstanden mellom Altaelva og Skibotnelva er stgrre
enn mellom de andre parene av Gs-uinfiserte og Gs-infiserte elver, men siden det ikke drives stamfiske
etter laks i Troms fylke, var det ikke mulig & hente stamfisk naermere.

5.3 Villaks eller oppdrettslaks

Fra hver av de 70 stamfiskene (35 hannfisk, 32 hunnfisk og tre med ukjent kjgnn) som ble fanget i
kilenot ved Flagya, ble det ved ankomst Nofima, Sunndalsgra, tatt en vevsprgve (liten bit av fettfinnen)
og en skjellprgve. Ved NINA, Trondheim ble disse prgvene brukt til 8 bestemme om fiskene var villaks
eller oppdrettslaks. Remt oppdrettslaks ble forkastet pa bakgrunn av skjellkarakterer, og enkelte fisk
klekket i naturen ble forkastet pa bakgrunn av at de var genetisk mer lik oppdrettslaks enn villaks (Sten
Karlsson, NINA, pers. medd.). Av de 70 stamfiskene ble seks (to hannfisk, én hunnfisk og tre med ukjent
kjgnn) klassifisert som oppdrettslaks og disse ble ikke brukt som foreldre ved produksjon av Driva-
materialet.

Tilsvarende undersgking ble gjort av NINA for stamfisken fanget i Surna/Toaa/Eira, Drammenselva og
Numedalslagen. Fra Surna/Toaa/Eira fikk vi bare overfgrt gyerogn etter villaks. Vevsprgve fra
Drammenselva og Numedalslagen ble tatt ved strykning, men resultatene i ettertid viste at alle
stamfiskene vi brukte fra Drammenselva og Numedalslagen var villaks.

5.4 Klekking og startforing

Forspksdesignet er vist i Figur 6. Materialet fra alle sju stammene ble lagt inn i eget klekkeri ved Nofima,
Sunndalsg@ra. Materialet fra Driva ble lagt inn som ny-befrukta rogn, mens materialet fra de seks andre
stammene kom til Nofima, Sunndalsgra som gyerogn i januar 2015 (Tabell 1). Rogna fra hver stamme
ble lagt inn i mange identiske klekkebakker (Tabell 2), og ble startféret i tre like 0.36 m? kar (i Hall 4)
(Figur 7) med 280 yngel/kar for Altaelva og 1200 yngel/kar for de seks andre stammene. For
grupperingen Surna/Toaa/Eira ble det startforet totalt 1948 yngel; 958 (49.2 %) fra Surna, 279 (14.2
%) fra Toaa og 711 (36.5 %) fra Eira.

Da fisken var om lag 6 gram (15.09.2015) ble et tilfeldig utvalg av 100 fisk fra hvert 0.36 m2 kar (300
fisk/stamme) overfgrt til hvert avto 7 m2 kar (i Hall 5). For Altaelva-stammen ble det overfgrt 234 fisk
til hvert av de to 7 m? kara. Forspksoppsettet er vist i Figur 6. Fram til smitting med Gs 28.10.2015 dgde
18 fisk i kar 5 (0.98 %) og 13 fisk i kar 6 (0.65 %).

5.5 Smittetest hos Nofima, Sunndalsgra

Den opprinnelige planen var a smitte fisken i de to karene med Gs-infiserte laksunger fra Driva. NINA
fant i Igpet av to dager med elektrofisking (80 laksunger 15.09.2015, 45 laksunger 24.09.2015), sveert
fa parasitter pa arsyngel i Driva og sveert fa eldre laksunger, som vanligvis er infisert med flere
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parasitter. Vi brukte derfor de innfangete laksungene til & smitte og oppformere parasitter pa et
tilfeldig utvalg av 300 overskytende laksunger fra Drivastammen.

Etter et mislykket forsgk pa smitting av laksen med Gs 29.09.2015, ble et nytt oppformeringsforsgk
med de samme 300 fiskene startet 13.10.2015 med 80 infiserte laksunger som NINA fanget i Driva
8.10.2015. De 80 ble avlivet og satt sammen med de 300 fiskene i en 75 liters stamp med luftbobling.
Etter ett dggn ble de 80 dgde Driva-laksungene fjernet fra stampen etter at vi ikke fant noen parasitter
pa et sampel av dem, og luftboblinga ble erstattet med gjennomstrgmmende vann. Oppformeringen
pagikk i 16 dager i perioden 13.-29.10.2015.

De 2 x 2000 forsgksfiskene (i giennomsnitt ca 17 gram) ble smittet torsdag 29.10.2015 i 2 kar, hvert
med ca 550 liter vann (3,6 fisk/liter, 62 kg/m3) og 150 Gs-infiserte yngel. Etter ett dggn ble det satt pa
giennomstrgmmende vann i karet, og samme dag ble 150 Gs-infiserte fisk sjekket og funnet godt
infiserte. Derfor ble det bestemt a la de 2 x 150 Gs-infiserte fiskene ga sammen med de 2 x 2000 fiskene
til mandag 02.11.2015. Denne smittetesten ble avsluttet 20.01.2016, 84 dager etter smitte.

| Igpet av den 84 dagers smittetesten ble dgd fisk fjernet fra hvert av de to smittekarene én gang per
dag. De dgde fiskene fra hver dag, ble lagt i en felles plastpose merket med dato og frosset for senere
uttak av vevsprgver og maling av vekt og lengde. Det samme ble gjort for alle fiskene som overlevde
testen.

| Igpet av testen ble det tatt ut et tilfeldig utvalg av 50 fisk fra hvert kar pa tre ulike tidspunkt: ved
gkende (dag 44 etter smitte), stor (dag 55 i kar nr. 5 og dag 63 i kar nr. 6) og avtakende (dag 63 i kr nr.
5 og dag 71 i kar nr. 6) dgdelighet. Ved avslutting av forsgket ble det tatt ut et tilfeldig utvalg av 100
fisk fra hvert kar. Disse totalt 500 fiskene ble lagt pa sprit for senere telling av antall parasitter per fisk.

5.6 Smittetest hos HAK, Hokksund

For a undersgke i hvilken grad de sju stammene rangerer seg likt med hensyn til overlevelse nar de ble
smittet med haplotype A (fra laksunger i Driva) og F (fra laksunger i Drammenselva) ble 3005 yngel fra
de sju stammene (200 fra Altaelva, 255 fra Surna/Toda/Eira og 450 fra hver av de fem andre stammene)
sendt til Hellefoss-Amot Kultiveringsanlegg (HAK), Hokksund, den 06.07.2015 der det ble gjennomfgrte
en smittetest i to 1 m? kar med Gs-infisert yngel fra Drammenselva. Fisken ble smittet i 26 dager, fra
23.09.-til 18.10.2015 da alle sa naer som tre fisk var dgde, trolig pa grunn av et svaert hgyt smittepress
i de to sma karene. Mangel pa finansiering gjgr at vi sa langt ikke har fatt genotypet (for sporing til
stamme, far og mor) vevsprgvene fra disse fiskene. (Smittetesten var ikke definert som en del av
prosjektet, men noe HAK tilbgd seg a gjgre pa dugnad.)

5.7 Genotyping

| fgrste del av prosjektet kunne vi spore 1304 av de totalt 1347 overlevende fiskene til rett
laksestamme ved a genotype de med 12 mikrosatellitt-markgrer (i dette materialet med totalt 192
forskjellige alleler). Darlig DNA-kvalitet i vevs-prgvene fra fiskene som dgde i testen gjorde at det med
disse mikrosatellitt-markgrene ikke var mulig & regne ut separat overlevelse for Eira, Surna og Toaa,
selv ikke nar vi gkte antall markgrer til 22 (med totalt 563 forskjellige alleler). Overlevelsen til
laksungene fra disse tre stammene matte derfor presenteres som et felles estimat for disse tre
stammene (Eira/Surna/Toaa).
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| den andre del av prosjektet genotypet vi totalt 442 foreldre og 4016 av deres avkom (2356 som dgde
i testen og 1705 som levde ved avslutting av testen) ved bruk av en ~ 55K aksiom Affymetrix SNP
genotyping array (NOFSALO3). Av de dgde kunne 2134 (eller 2013, se Tabell 3) (90.6 %) med hgy
sikkerhet spores til den ene eller begge av foreldrene, og tilsvarende 1697 (99.5%) av de levende; dvs.
at 22 av de dgde og 8 av de levende kunne ikke spores til sine foreldre. Dataene som kunne spores ble
brukt for estimering av genetiske parametere (Tabell 3).

Da ganske mange (9.4 %) av de dgde ikke kunne spores til sine foreldre, ble gjennomsnittlig overleving
ved slutten av testen for de sju undersgkte stammene, og forskjeller i overleving mellom stammene,
beregnet basert pa antall fisk i hver stamme i hvert av de to smittekarene ved starten av testen og
antall overlevende i hver stamme i hvert kar ved slutten av testen.

For GWAS (Genome-Wide Association Study) -analysen (se 5.10) fjernet vi i tillegg fisk med darlige SNP
signaler slik at vi for denne analysen satt igjen med SNP data om 636 av de dgde og 1070 av de som
overlevde testen, hver med ~23 631 SNPer etter filtrering.

5.8 Estimering av genetiske parameter

Arvegrader for motstandskraft mot Gs ble estimert med en sakalt linezer blandet individmodell med
kar og stamme som faste effekter og dyr og feil som tilfeldige effekter (Modell 1), og ved bruk av
program pakken ASReml (Gilmour m. fl., 2009), og som gir parameter estimater av motstandskraft mot
Gs ved slutten av testen pa den observerte (1=overlevde testen, 0=dgd i testen) skalaen. | tillegg brukte
vi en ikke-linezer blandet far-mor modell med de samme to faste effektene som i den linezere modellen
og med far-mor og feil som tilfeldige effekter (Modell 2), og som gir parameter estimater pa den sakalte
ikke-observerbare underliggende skalaen. | begge modellene ble slektskap mellom alle fiskene tatt
hensyn til ved & addere den additive genetisk slektskapsmatrise (A) mellom fiskene til MME (Mixed
Model Equations).

Hver modell ble brukt til 3 estimere arvegrad for motstandskraft mot Gs for hver av de sju stammene,
et felles estimat for de tre norske Gs-uinfiserte stammene og et felles estimat for de tre norske Gs-
infiserte stammene. | tillegg brukte vi Modell 1 med to egenskaper der motstandskraft mot Gs i hvert
av de to smittekara ble sett pa som to ulike egenskaper for pa den maten a fa et estimat av den
genetiske korrelasjonen mellom disse to egenskapene.

Motstandskraft mot Gs kan ogsa defineres som antall dager til en fisk dgr. Fisker som lever ved slutten
av testen vil da ikke ha fullstendige data for denne egenskapen (sakalte hgyre sensurerte data). Den
genetiske variasjonen for denne egenskapen, og av den genetiske korrelasjonen mellom denne
egenskapen og motstandskraft mot Gs ved slutten av testen, estimerte vi for de norske stammene ved
hjelp av en binzer lineaer individmodell med smittekar og stamme som faste effekter.

5.9 Populasjonsgenetikk

Naturlige genetiske forskjeller som av mange ulike arsaker kan oppsta mellom populasjoner, kan
pavirke tolkninger av resultater fra genetiske assosiasjons analyser (se 3.10). For a kunne gi en god
tolking av resultatene fra slike GWAS analyser (se 5.10) er det viktig & ha gode estimater av genetisk
variasjon mellom fisk mellom og innen de aktuelle populasjonene. Til dette formal undersgkte vi
genetisk variasjon innen og mellom foreldrefiskene med bruk av 3166 av de 50 000 SNPene med pavist
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jevn og uavhengige fordeling over alle de 29 kromosomene. De 3166 SNPene ble analysert med en
sakalt ‘identity-by-state’ analyse (IBS) i programmet Plink v1.7, og en flerdimensjonal skaleringsanalyse
(MDS) for a identifisere genetisk struktur.

Hvor stor del av den total genetiske variasjonen mellom fisk som er forklart av de fire geografiske
regionene (@stersjgen, Nord-Norge, Sergst-Norge, Vest-Norge) (AMOVA, Fcr), av de ulike stammene
innen hver region (AMOVA, Fsc), og mellom fisk innen hver stammer (AMOVA, Fsr) ble analysert ved
bruk av 5505 av de SNPene og programmet Arlequin v3.5. Fst kan ha verdier fra 0.0 (ingen forskjell
mellom to gitte regioner eller stammer, dvs. at de er genetisk like) til 1.0 (de to er helt ulike).

Genomisk slektskap mellom foreldrefiskene i hver stamme og mellom foreldrefisk i ulike stammer ble
estimert ved bruk av de samme 5505 SNPene ved hjelp av programmet Coancestry v1.0.19 (Wang,
2011) som estimerer slektskapet mellom alle par av individer ved hjelp av estimerings metoden
Maximum Likelihood (Milligan, 2003). Innaviskoeffisienten til hver foreldrefisk ble beregnet ved hjelp
av programmet Coancestry og metoden til Ritland (1996).

Naturlig utvalg kan etterlate seg et avtrykk i en populasjons genom. Genomiske regioner som er
pavirket av seleksjon, kan ofte karakteriseres av redusert genetisk mangfold og lange omrader med
homozygote regioner rundt genet som har blitt pavirket av det naturlige utvalget, kjent som et
"selective sweep". Stammer som utveksler gener pa grunn av streifing, viser sma forskjeller for
ngytrale gener og gener som pavirkes av naturlig utvalg i begge stammer. Derimot kan det for gener
som er pavirket av naturlig seleksjon i kun én av to gitte stammer, oppstd store forskjeller i
allelfrekvenser mellom de to stammene. For 3 identifisere «selective sweeps» ble SNPene for
forelderen til hver stamme filtrert med hensyn pa deres kvalitet (signal, call-rate, Marees m.fl., 2018),
unntatt av Eira og Surna som ble slatt sammen til en gruppe (Toaa ble eksludert pga. fa foreldrefisk).
Etter denne kvalitetssjekken satt vi igjen med 40985 SNPer for bruk i de videre analysene.

En sakalt "sliding window" analyse for hver foreldrestamme ble gjort for a identifisere regioner i
genomet som har lange strekninger med homozygositet (ROH, Runs Of Homozygosity, regioner av
homozygoti). Til dette formalet brukte vi programmet Plink v1.9 med standard innstillinger som
identifiserer en ROH pa et individ nar det er minst 100 homozygote SNPer pa en strekning av et
kromosom som er lengre enn 1000 kbp. For hver stamme og hver SNP beregnet vi andelen individer
der vi oppdaget homozygote regioner (ROH). Forskjeller i genetisk variasjon for den Gs-infiserte og Gs-
uinfiserte stammen i hver av de tre regionene (Nord-Norge, Vest-Norge, og Sgrgst-Norge) ble estimert
for a identifisere SNPer som avviker fra ngytral populasjonsteori, og som derfor sannsynligvis er under
seleksjon; noe som ble gjort ved hjelp av en sakalt FST avvik analyse (outlier-approach) i programmet
Bayescan med standard innstillinger (Foll og Gaggioti, 2008).

5.10 GWAS - Genome-Wide Association Study

Helgenom assosiasjon sgk etter QTL (Quantitative Trait Loci) for motstandskraft mot Gs malt som
ded/levende (y=0/1) ved slutten av testen ble gjort ved hjelp av en linezer blandet individmodell med
en fast effekt av smittekar, en fast effekt av stamme og en fast effekt av de 20 fgrste prinsipal
komponentene beregnet fra en genomisk slektskapsmatrise av de ~23 631 SNPene; de partielle
regresjonskoeffisientene (a=substitusjonseffekt) av y pa hver SNP (kodet som 0=A1A1, 1=A1A2,
2=A2A2); og fisk og feil som tilfeldige effekter. Den genomiske slektskapsmatrisen (G) ble addert til de
tilfeldige individ effektene i MME. De 20 prinsipalkomponentene ble inkludert for a redusere faren for
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a fa falske positive assosiasjoner pga. forskjeller i frekvenser av ngytrale genetiske markgrer (dvs.
markgrer linket til gener med ingen funksjonell betydning) nar vi som i denne studien analyserer data
fra ulike populasjoner/stammer i samme analyse.

GWAS-resultatene er vist som sakalte “Manhattan-plot”, et bilde av assosiasjonsbetydningen (Y-aksen)
av enkelte SNPer fordelt pa bestemte steder langs alle de 29 kromosomene (X-aksen). Nar et gen har
en sterk funksjonell betydning pa en egenskap, kan dette komme til utrykk som en signifikant
assosiasjon hvis det er mange SNPer som er genotypet i det aktuelle omradet av genomet.

Hvor stor del av den genetiske variasjonen i overlevelse ved slutten av testen som blir forklart av hver
SNP ble undersgkt ved hjelp av Modell 1 ved a kvantifisere hvor mye den genetiske variasjonen ble
redusert nar én eller flere av de fire mest signifikante SNPene (pa kromosom ssa03, ssa06, ssall og
ssa26) ble inkludert som klassevariabler i Modell 1. Det hgye antall fisk i analysen med A-matrise (2134
dede og 1697 overlevende fisk) gjorde det mulig a fa et estimat av hvor mye hver SNP forklarte av den
totale genetiske variasjonen for hver stamme, noe som ikke var mulig med G-matrise (636 dgde og
1070 overlevende) pa grunn av det langt lavere antall fisk i denne analysen.

Fra Modell 1 (med hver SNP som klassevariabel) fikk vi ogsa et estimat av overlevelsen for hver av de
tre genotypene (A1A1, A1A2, A2, A2) for hver SNP, noe som gir et godt estimat av om effekten av hvert
allel er additiv eller ikke. Resultatene fra denne modellen viste at effekten i stor grad var additiv og at
vi derfor kunne estimere substitusjonseffekten (den additive genetiske effekten) for overlevelse for de
to allelene i hver SNP ved hjelp av en tilsvarende modell (Modell 2), men der de fire SNPene (pa
kromosom ssa03, ssa06, ssall og ssa26) ble inkludert som kovariabler (0=A1A1, 1=A1A2=A2A1,
2=A2A2), og som gir et estimat av den partielle regresjonskoeffisienten (marginaleffekten) av de to
allelene i hver SNP korrigert for den/de andre SNPene.

For hver av de to modellene brukte vi data fra a) hver av de sju undersgkte stammene, b) alle de seks
norske stammene, c) alle de tre norske Gs- infiserte stammene, og d) de tre norske Gs-uinfiserte
stammene. Eira/Surna/Toaa ble behandlet som én stamme.
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6 Resultater

6.1 Forskjeller i motstandskraft mellom stammer

Noen nevneverdig dgdelighet i smittetesten ble ikke observert fgr 30-35 (kar 6) og 35-40 (kar 5) dager
etter smitte (Figur 8 og Figur 9). Forsgket ble avsluttet 84 dager etter smitte etter at det bare ble
registrert enkelte dgde fisk de siste to (kar 6) og tre (kar 5) ukene av testen. Ved avslutting av forsgket
levde fortsatt 33.2 % (kar 5) og 39.6 % (kar 6) av fiskene.

Estimater for prosent overlevende fisk for de sju undersgkte stammene (gjennomsnitt for de to karene)
kan punktvis sammenfattes slik:

e Laksungene fra Driva hadde hgyest overlevelse og de fra Alta lagest overlevelse av de seks
undersgkte norske stammene: Driva 37.1 %, Eira/Surna/Toda 34.9 %, Drammenselva 32.4 %,
Skibotnelva 27.6 %, Numedalslagen 24.7 % og Alta 18.8 % (Figur 10).

e Som ventet klart hgyest overlevelse hos laksunger av den motstandsdyktige Neva stammen
(69.3%), noe som var 37.4 + 2.2 %-poeng (P <0.001) hgyere overlevelse enn gjennomsnittet
for de tre norske Gs-infiserte stammene.

e Systematisk hgyere overlevelse hos de norske Gs-infiserte stammene sammenlignet med de
norske Gs-uinfiserte stammene (6.1 + 1.6 %-poeng, P <0.001).

e Laksunger fra den Gs-infiserte Skibotnelva hadde statistisk signifikant hgyere overlevelse enn
laksunger fra den Gs-uinfiserte Altaelva (9.0 + 2.9 %-poeng; P=0.002); og laksunger fra den Gs-
infiserte Drammenselva hadde statistisk signifikant hgyere overlevelsen enn laksunger fra den
Gs-uinfiserte Numedalslagen (6.7 = 2.7 %-poeng; P=0.014).

e Laksunger fra den Gs-infiserte Driva hadde hgyere overlevelse enn laksunger fra Gs-uinfiserte
Eira/Surna/Toaa, men denne forskjellen var ikke statistisk signifikant forskjellig fra null (2.8
2.7 %-poeng; P=0.30).

6.2 Arvegrader for motstandskraft mot Gs

For hver av de norske stammene ble det funnet en betydelig genetisk variasjon i motstandskraft mot
Gs ved slutten av smittetesten, og med tilnsermet lik arvegrad for de tre norske Gs-infiserte (0.29 og
0.47 pa henholdsvis observert og underliggende skala) og de tre norske Gs-uinfiserte (0.34 og 0.55)
stammene (Tabell 4). For Neva var arvegraden mye lavere (0.09 og 0.11) og ikke statistisk forskjellig
fra null (P>0.05), mest trolig fordi denne stammen synes a vaere betydelig innavlet (Tabell 5).

Den genetiske korrelasjonen mellom motstandskraft mot Gs i de to smittetest karene var hgy (0.92 +
0.08, for de seks norske stammene). Dette viser at familiene i de to smittekarene rangerer seg sveert
likt med omsyn til motstandskraft mot Gs, og en ytterligere bekreftelse pa en betydelig genetisk
variasjon i motstandskraft mot Gs i de seks norske laksestammene.
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For egenskapen antall dager til dgd, ble arvegraden funnet a vaere 0.25 + 0.04, og med en genetisk
korrelasjon pa 0.60 *+ 0.10 til motstandskraft mot Gs ved slutten av testen. Denne relativ lave genetiske
korrelasjonen kan tyde pa at antall dager til dgd og overleving (1/0) er to ganske ulike egenskaper.

6.3 Populasjonsgenetikk

Genetisk struktur analysen av foreldrene (MDS) basert pa SNPer, viser klart tre ulike fylogenetiske
stammer; Baltiske hav: Neva, Nord-Norge: Altaelva og Skibotnelva, Vest-/Sgrgst-Norge: Driva, Eira,
Surna, Toaa, Numedalslagen og Drammen (Figur 11A), og noe genetisk differensiering mellom
stammer i Sgrgst-Norge (Drammen og Numedalslagen) og Vest-Norge/Mgre og Romsdal (Driva, Eira,
Surna, Toaa) (Figur 11B). Slike parvise Fst verdier mellom elvene er vist som en sakalt ‘heat-map’ i Figur
12. Den viser at genetisk likhet er stgrst mellom to elver i samme region og minst mellom elver som er
geografisk adskilt fra hverandre. Genetisk likhet var st@grst mellom de fire elvene i Mgre og Romsdal,
med Driva og Surna som de mest like (Fst=0.001). AMOVA resultatene viser at av den totale genomiske
(SNP) variasjonen mellom fisk i hele datasettet, kunne 10.2% forklares ved forskjeller mellom de fire
geografiske gruppene, 3.2% av forskjeller mellom elver innenfor de fire geografiske gruppene, mens
hele 86.7% av denne SNP-variasjonen kunne forklares ved forskjeller mellom fisk i samme stamme.
Dette tyder pa at det som forventet skjer streifing i stgrre grad av fisk mellom elver innenfor én region
sammenlignet med mellom elver i ulike regioner. Grad av genomisk slektskap mellom fisk i samme
stamme og mellom fisk fra ulike stammer, tyder pa det samme (Tabell 5).

Den hgye gjennomsnittlige slektskapen (Tabell 5) og den hgye innaviskoeffisienten (Tabell 6) for dette
fiskematerialet fra Nevastammen (fra Neva via Finland til NINA Forskningsstasjon, Ims), har sitt opphav
i fa foreldre og/eller at materialet én eller flere ganger er blitt reprodusert ved a krysse nzere og fa
slektninger. Verdt a nevne er ogsa den relative hgye innaviskoeffisienten (F) for de to stammene som
prosjektet fikk fra Haukvik genbank (Skibotnelva, F=0.092) og NINA Forskningsstasjon, Ims (Altaelva,
F=0.086), sammenlignet med gjennomsnittet for de andre norske stammene (F=0.038), noe som ogsa
kan tyde pa at disse to stammene er blitt laget og/eller reprodusert basert pa fa foreldre.

Identifisering av genom-regioner med lange strekninger av homozygositet (ROH) viste varierende
antall ROH i hver stamme, og den Gs-infiserte stammen i et geografisk omrade hadde i giennomsnitt
flere ROH enn den Gs-uinfiserte stammen i det samme geografiske omradet (Tabell 7). ROH kan
skyldes bade innavl og seleksjon og det er derfor viktig 8 sammenligne de genomiske omradene der
ROH forekommer bade i den Gs-infiserte og den Gs-uinfiserte stammen for a kunne avgjgre om ROH
er unik for en stamme eller forekommer parallelt hos den Gs-uinfiserte stammen i samme region
(parallell seleksjon). Fsr-avvik analysen identifiserte SNPer med store frekvensforskjeller mellom de
Gs-infiserte og den Gs-uinfiserte stammene i hvert av de tre geografisk omradene; totalt 32 SNPer
med signifikante forskjeller mellom Drammen og Numedalslagen, 160 mellom Skibotn og Altaelva, og
36 mellom Driva og Eira/Surna (Figur 13). Av disse SNPene ble 28 funnet i to av de tre geografiske
omradene. Pa kromosom 26 var SNPer med signifikante avvik plassert pa midten av den ROHen som
ble identifisert i alle de tre norske Gs-infiserte stammene, i tillegg til Neva, men som ikke ble funnet i
de Gs-frie stammene (Figur 14 og Figur 15). Pa kromosom 6 var det ogsa en ROH som ble funnet i to
av de tre norske Gs-infiserte stammene (Skibotnelva og Drammenselva) og Neva, men ikke i Driva
(Figur 15). SNP-er i disse omradene pa genomet viste signifikante frekvensforskjeller

mellom Skibotnelva og Alta, og store men ikke signifikante forskjeller mellom Drammenselva og
Numedalslagen. Dette kan tyde pa mulig parallell seleksjon; de t vil si, naturlig utvalg som har funnet
sted uavhengig av hverandre i de to elvene i hver region.
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6.4 GWAS- Hel-Genom Assosiasjon Sgk

Et felles «Manhatten-plot» for de seks norske stammene (Figur 16), viser sterke signaler fra fire (pa
kromosom 3, 6 og 26) og tre (pa kromosom 11) signifikante SNPer (Bonferroni-korrigert signifikant
terskel pa 2.12x10-6), noen enslige signifikante SNPer pa kromosom 5, 10, 14, 15, 16 og 21, og to
fierntliggende signifikante SNPer pa hvert av de tre kromosomene 12, 23 og 25. Disse enslige
signifikante SNPene kan skyldes at de ligger naer andre signifikante SNPer, og kan derfor vaere falske
SNP assosiasjoner pa grunn av heterogenitet i data fra flere stammer. Figur 17 viser at tilsvarende
assosiasjoner for de samme SNPer ble funnet hos bade de tre norske Gs-infiserte og de tre norske Gs-
uinfiserte stammene. Et «kManhatten-plot» for hver av de sju undersgkte stammene er vist i Appendiks
Il, og viser i grove trekk det samme bildet som i Figur 16 og Figur 17, og er slik sett en ytterligere
bekreftelse pa at dette er QTLer med signifikante effekter pd motstandskraft mot Gs.

Figur 18 (G-matrise) viser at for alle de seks norske stammene forklarte den mest signifikante SNPen
pa hvert av de fire kromosomene, fra om lag 30 til 60 % av den genetiske variasjonen i egenskapen
overlevelse ved slutten av testen. Resultatet var likt for de Gs-uinfiserte og de Gs-infiserte stammene.
Tilsvarende estimater for de andre signifikante SNPene pa de fire kromosomene er viste i Tabell 8, som
ogsa viser substitusjonseffekten for det ene allelet (A1=-A2) pa hver av disse signifikante SNPene.

Ved bruk av A-matrise i Model 1 (Figur 18) ble andelen av den genetiske variasjonen i overlevelse ved
slutten av testen som kunne forklares av hver SNP, funnet a vaere betydelig lavere enn ved bruk av G-
matrise, spesielt for SNPen pa kromosom 3 (ssa3) og 11 (ssall) og som for de seks norske stammene
sett under ett ikke var signifikant (P>0.05) ved bruk av A-matrise. Disse resultatene stemmer med at
de to kromosomene ssa03 og ssa06, og de to kromosomene ssall og ssa26, er antatt & veere homologe
kopier av hverandre (Lien m.fl., 2016).

De to signifikante SNPene pa kromosom ssa06 og ssa26 forklarte hver for seg 27.1 % (ssa06) og 19.6 %
(ssa26) av den totale genetiske variasjonen, og til sammen 37.6 % nar begge disse SNPene var inkludert
i modellen samtidig, dvs. ogsa en betydelig lavere andel enn ved bruk av G-matrise. For de Gs-infiserte
og de Gs-uinfiserte stammene var prosentene henholdsvis 29.1 % og 25.2 % for ssa06, og 19.6 % og
15.2 % for ssa26 (ikke vist i noen figur). For hver stamme ble det for SNPene pa kromosom ssa06 og
ssa26, funnet tilsvarende resultater med to unntak der en inkludering av SNPen pa kromosom ssa06 i
den statistiske modellen resulterte i en betydelig gkning i den genetiske variasjonen, 20.8 %
Eira/Surna/Toda og 18.3 % for Neva (ikke vist i noen figur).

Figur 19 viser at for de seks norske stammene sett under ett er effekten av hver SNP pa overlevelsen
ved slutten av smittetesten tilneermet additiv for de tre mest signifikante SNPene pa kromosom ssa06,
ssall og ssa26. Dette gjgr at substitusjonseffekten av de to allelene i hver SNP kan estimeres ved a
inkludere hver av de fire SNPene som kovariabler i den statistiske modellen og slik fa estimert partielle
regresjonskoeffisienter for de to allelene i hver SNP; dvs. marginaleffekten av allelene i hver SNP
korrigert for effekten av de to allelene i de tre andre SNPene.

Figur 20 viser at den partielle regresjonskoeffisienten (substitusjonseffekten, Model 1 med A-matrise)
for de to allelene for SNPene pa kromosom ssa06 og ssa26, var ganske like for de seks norske
stammene. De partielle regresjonskoeffisientene for allelene for SNPene pa kromosom ssa03 og ssall,
var lave og ikke signifikant forskjellige fra null, noe som er i samsvar med den sveaert lave andelen av
den totale genetiske variasjonen i overlevelse disse to SNPene forklarer (se Figur 18).
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St@rrelsen pa de partielle regresjonskoeffisientene for de to signifikante SNPene tilsvarer en gkning i
overlevelsen pa i giennomsnitt 20.6 % for SNPen pa ssa06 og 17.1 % for SNPen pa ssa26 ved a bytte ut
det ugunstige allelet i hver SNP med det gunstige, og med en samlet effekt pad 37.7 % for disse to
SNPene. Dette betyr at en fisk som er homozygot for det gunstige allelet vil ha 75.4 % (=2x37.7 %) gkt
sannsynlighet for 3 overleve testen sammenlignet med fisk som er homozygot for det ugunstige allelet.

Det var en tendens til at den partielle regresjonskoeffisienten for to allelene i SNPene pa kromosom
ssa06 var stgrre for de tre norske Gs-infiserte stammene enn for de tre norske Gs-uinfiserte stammene,
men denne forskjellen var ikke signifikant forskjellig fra null (0.043 + 0.035, P>0.05).

For Neva var de partielle regresjonskoeffisientene for allelene i SNPene pa kromosom ssa06 og ssa26
mindre eller av samme stgrrelsesorden som for de norske stammene, mens de tilsvarende
regresjonskoeffisientene for allelene pa kromosom ssa03 var vesentlig stgrre enn for de norske
stammene.

Figur 21 viser at Model 1 med G-matrise gir partielle regresjonskoeffisienter av. om lag samme
stgrrelsesorden for allelene for hver SNP pa kromosom ssa03, ssa06, ssall og ssa26, og av samme
stgrrelsesorden som de partielle regresjonskoeffisientene for allelene for hver SNP pa kromosom
ssa06 og ssa26 fra Model 1 med A-matrise; mens de partielle regresjonskoeffisientene for allelene for
SNPene pa kromosom ssa03 og ssall var vesentlig mindre som vist tidligere (Figur 20). Resultatene fra
bruk av G-matrisen kan tyde pa at de to kromosomene ssa03 og ssa06, og de to kromosomene ssall
og ssa26, ikke ngdvendigvis er homologe kopier av hverandre som antydet tidligere (Lien m.fl., 2016),
eller at det senere over mange generasjoner er blitt skapt ny genetisk variasjon gjennom mutasjoner.

6.5 Overlevelse for ulike SNP genotyper

Figur 21 og Figur 22 viser betydelige forskjeller i overlevelse (%) ved slutten av smittetesten for fisk
med ulike genotyper for de to mest signifikante SNPene (ssa06/ssa26); med svaert lav overlevelse for
fisk som er homozygote for begge de to ugunstige SNP-allelene til 100 % overlevelse for fisk som er
homozygote for begge de to gunstige SNP-allelene eller homozygot for den ene og heterozygot for den
andre. Dette tyder pa at seleksjon av stamfisk med omsyn til de mest gunstige av disse to SNP-
genotypene vil kunne ha en betydelig effekt pa overlevelse hos fisk i Gs-infiserte laksestammer.
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7 Diskusjon

Laksungene fra de tre norske Gs-infiserte stammene hadde hgyere overlevelse enn laksungene fra de
tre norske Gs-uinfiserte stammene. Hvis vi antar at det var minimale forskjeller i motstandskraft mot
gyro mellom de seks norske laksestammene fgr tre av dem ble infiserte med Gs, tyder vare resultater
pa at det har skjedd et naturlig utvalg for stgrre motstandskraft mot gyro i de tre Gs-infiserte
laksestammene i perioden etter de ble infiserte. Det er som forventet, da det i smittetesten ble funnet
en betydelig genetisk variasjon i motstandskraft mot gyro, i alle de tre Gs-infiserte norsk stammene.
Dette samsvarer ogsa med resultater fra den tidligere nevnte smittetesten med fisk fra den Gs-infiserte
Drammenselva (Salte m.fl., 2010) hvor arvegraden for motstandskraft mot Gs, ble funnet a vaere 0.32
+ 0.10 pa den underliggende skalaen (0.17 pa den observerte 1/0 skalaen), mens det tilsvarende
estimatet for Drammenselva i denne studien var sa hgy som 0.87 + 0.06. Det kan vaere flere mulige
arsaker til denne forskjellen, for eksempel ulike fiskematerialer, smittepresset eller den mye lavere
overlevelsen ved slutten av testen (11.3 %) i den nevnte studien. En annen mulige arsak kan vaere at
Salte m.fl. (2010) infiserte fisken fra Drammenselva med Gs-haplotype F fra Drammenselva, mens
fisken fra Drammenselva i denne studien ble infisert med Gs-haplotype A fra Driva.

Den store genetiske variasjonen i motstandskraft mot Gs i hver av de seks norske stammene, viser at
laksestammer i Gs-infiserte vassdrag over tid vil kunne opparbeide seg stgrre motstandskraft mot Gs,
og slik vil kunne tilpasse seg et samliv med parasitten. Forskjellene i overlevelsen mellom laksunger fra
infiserte og uinfiserte stammer i de tre geografiske gruppene (Skibotnelva og Altaelva, Drammenselva
og Numedalslagen, og Driva og Eira/Surna/Toaa) kan skyldes: (a) st@rre streifing av gytefisk med hgy
motstandskraft mot gyro mellom narliggende laksestammer (Driva og Eira/Surna/Toaa)
sammenlignet med mer fjerntliggende (Skibotnelva og Altaelva), (b) hvor lenge de tre Gs-infiserte
elvene har veert infisert med Gs, (c) ulik praksis for kultivering med klekkerifisk som ikke har veert utsett
for Gs (se faktaboks), og (d) ulikt innslag av remt oppdrettslaks i elvene. For eksempel vil trolig to
runder med rotenonbehandling av Skibotnelva og utsett av usmittet klekkeriyngel etter foreldre fra
tre Gs-uinfiserte elver (Malselva, Nordreisa og Altaelva) ha redusert effekten av den naturlige
seleksjonen for stgrre motstandskraft mot Gs i denne elven, og dermed redusert overlevelsen til
laksungene fra Skibotnelva. Overlevelsen til laksungene fra Drammenselva ville trolig ha vaert hgyere
visst ikke usmittet klekkeri-yngel har blitt satt ut hvert ar i Gs-uinfiserte sideelver (og smolt i
hovedvassdraget), noe som trolig har redusert styrken pa den naturlige seleksjonen for stgrre
motstandskraft mot parasitten. At overlevelsen av laksunger fra Driva ikke var signifikant hgyere enn
av laksunger fra Eira/ Surna/Toaa, var uventet. Men at laksungene fra Driva i smittetesten hadde
hgyest overlevelse av de seks undersgkte norske stammene, kan tyde pa at det ogsa har skjedd et
naturlig utvalg for stgrre motstandskraft mot Gs i Driva, spesielt etter 2002 — det siste aret det ble satt
ut usmittet klekkeri-yngel i Driva. Fisk med gkt resistens kan ha streifet fra Driva og de fem andre Gs-
infiserte elvene i Driva-regionen, til spesielt Surna og Toaa, og fra de sju Gs-infiserte elvene i Rauma-
regionen til Eira (se faktaboks). At det gjennomsnittlige slektskapet mellom Driva-fiskene bare var
marginalt hgyere enn mellom Driva-fiskene pa den ene siden og Eira/Surna/Toda-fiskene pa den andre
siden, tyder ogsa pa betydelig utveksling av genetisk materiale ved streifing av fisk mellom Driva, Eira,
Surna og Toaa. Det relativt hgye slektskapet mellom fisk i Driva og Surna har nok ogsa sin forklaring i
utsett av smolt fra Surna i Driva tidlig pa 1980-talet (se faktaboks). Hgyt slektskap mellom
laksestammer i denne regionen kan ogsa skyldes at laksestammer i Mg@gre og Romsdal lenge har hatt
betydelig stgrre innslag av oppdrettslaks enn laksestammer i de to andre regionene som er med i dette
forsgket (Diserud m.fl., 2019). Resultatene i dette forsgket gir imidlertid ikke grunnlag for a kvantifisere

18



effekten av noen av de ovenfor nevnte faktorene pa den observerte forskjellen i overlevelsen hos
laksunger fra de seks norske laksestammene.

St@rrelsen pa den genetiske korrelasjonen mellom antall dager til dgd i smittetesten og egenskapen
ded/levende ved slutten av testen (0.60 + 0.10), tyder pa at dette er to forskjellige egenskaper, men
ble pa grunn av minst to ulike arsaker estimert fra en ikke optimal statistisk modell: manglende data
for egenskapen antall dager til dgd for de fiskene som overlevde testen, og at noen av disse kunne
veaere ikke-mottakelige for Gs (resistente) og derfor ikke ville dg av Gs selv om testperioden ble
forlenget utover den 84 dagers testperioden. Derfor bgr de estimerte genetiske parametre for
egenskapen antall dager til dgd, re-estimeres ved hjelp av en klassisk overlevelsesmodell (survival
analyses) som tar hensyn til de hgyre sensurerte data for de fiskene som overlevde testen (Ducrocq og
Sélkner, 1998), eller med en sakalt ‘sequential threshold cure model’ som ogsa tar hensyn til at noen
av de overlevende fiskene kan veere resistente (@degard m.fl., 2011). Om den sistnevnte modellen er
mer egnet enn en klassisk overlevelsesmodell, er avhengig av om antall dager til dgd er en viktigere
egenskap enn dgd/levende ved slutten av en test der dgdeligheten har flatet ut og sveert fa fisk der.
Hvis dgd/levende ved slutten av testen er den viktigste egenskapen, er feilen ved & bruke en klassisk
overlevelsesmodell ubetydelig, men kan veere av betydning hvis egenskapen antall dager til dgd viser
stor genetisk variasjon og er lavt genetisk korrelert til dgd/levende ved slutten av testen (@degard
m.fl., 2011).

Den genetiske korrelasjonen mellom antall dager til dod og dgd/levende ved slutten av testen, kan
0gsa vaere pavirket av stgrrelsen pa den genetiske korrelasjonen mellom tilvekst og de to nevnte
egenskapene, men denne korrelasjonen finnes det ikke noe estimat for. | prosjektet har vi vektdata pa
en gruppe fisk fra de samme familiene, men som ikke ble infiserte med Gs og er slik sett et datasett
som kan gi oss et estimat av denne genetiske korrelasjonen. Men disse fiskene ma fgrst genotypes slik
at de kan spores til sine foreldre og stamme.

For en egenskap som viser genetisk variasjon og er under seleksjon i en populasjon, vil allelfrekvenser
i det aktuelle omradet pa genomet som pavirker egenskapen, endre seg over tid og til slutt fgre til
fiksering av de fordelaktige allelene (homozygositet) i populasjonen. | en nzerliggende populasjon som
ikke er pavirket av det samme seleksjonstrykket mot Gs, vil allelfrekvensene i det samme genomradet
vaere stabile forutsatt at populasjonen er stor og det ikke skjer noen innkryssing med fisk fra andre
populasjoner. Uavhengige deteksjoner av homozygositet i det samme omradet av kromosom 26 i mer
enn 6 % av alle foreldre fra de Gs-infiserte elvene, og fravaeret av homozygositet hos noen foreldre fra
de Gs-uinfiserte elvene i det samme omradet, tyder pa at det finnes genetisk variasjon for
motstandskraft mot Gs i dette omradet av kromosom 26.

Pavisningen av SNPer som viser betydelig avvik fra det vi kan vente 3 finne for ngytrale alleler i
uavhengige parvise sammenligninger av Gs-infiserte og Gs-uinfiserte stammer indikerer ogsa at
seleksjon for gkt motstandskraft mot Gs skjer parallelt i de Gs-infiserte stammene og med effekt pa
frekvensen av SNPer i den aktuelle regionen pa kromosom 26, noe som indikerer en selektiv egnethet
av en genetisk variant i forhold til en annen. | en Gs-infisert stamme kan en derfor forvente at andelen
individer med den gunstige genetiske varianten vil gke for hver ny generasjon.

| Nevastammen var andelen foreldrer som hadde homozygositet pa det aktuelle segmentet pa
kromosom 26 stgrre enn 20 % (Figur 15). Det er videre interessant at den mest signifikante SNPen pa
kromosom 26 hos de norske stammene ligger i det samme omradet pa dette kromosomet som hos
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Neva; og med unntak av Driva hadde de to andre Gs-infiserte stammene homozygositet i samme
region pa kromosom 6. Foreldrene fra de to Gs-frie stammene i Mgre & Romsdal (Eira og Surna) viste
liten grad av homozygositet i denne regionen pa kromosom 6, noe som ikke ble funnet i de to andre
Gs-frie stammene (Alta og Numedalslagen). Forekomsten av denne regionen pa kromosom 6 kan
skyldes streifing av gytefisk fra de neaerliggende Gs-infiserte stammene i Driva og Raumaregionen.

GWAS analysen for de seks norsk stammene viste at to SNPer som hver for seg forklarte 27.1 % (ssa06)
0g 19.6 % (ssa26), og til sammen (37.6 %) av den genetiske variasjonen i overlevelsen ved slutten av
smittetesten. Dette er i samsvar med Gilbey m.fl. (2006) som hos avkom etter en F1 hann (som var
avkom etter 2 stk skotsk River Cononhunner som ble krysset med 2 stk Nevahanner) og en skotsk
Cononhunn og en Nevahunn fant 10 genomiske regioner som forklarte opptil 27.3% av den totale
variasjonen i antall lus per fisk. En av disse markgrene fra Gilbey m.fl. (2006) er plassert pa Ssa06, en
kort avstand (1.7 Mb) fra en av SNPene i denne studien (AX-87246192) som forklarte 13.9 % av
variasjonen i overlevelse (Tabell 8). Sammenfallende resultater fra to uavhengige studier fungerer som
en validering av den genetiske assosiasjonen av disse markgrene med motstandskraft mot Gs. Dette
er sa betydelige andeler av den totale variasjonen i antall Gs per fisk at det muliggjer MAS (Markgr
Assistert Seleksjon) for gkt motstandskraft mot Gs i Gs-infiserte ville laksestammer hvor en utrydding
av parasitten ikke er mulig. En mate 3 gjgre dette pa er a fange en betydelig andel av de fiskene som
kommer tilbake til elven og genotype disse for de to nevnte SNPene (for eksempel nar de passerer en
fiskefelle/fisketrapp naer sjgen), og bare slippe videre dem med de mest gunstige SNP-genotypene.
Fordi frekvensen av de to SNP-allelene var om lag 50 %, kan en trolig oppna en stor positiv effekt bare
ved 3 ikke slippe videre de som er homozygote for det ugunstige allelet pa begge SNPene eller
homozygot for den ene og heterozygot for den andre. | det tidligere nevnte materialet fra
Drammenselva (Salte m.fl., 2010) ble det derimot ikke funnet noen signifikante SNP-markgr assosiert
til prosent overleving eller dager til dgd i smittetesten (Karlsson m.fl., 2020).

Ettersom infeksjonstesten ble utfgrt med Gs-infisert yngel fra Driva (haplotype A), bgr det underspkes
om de to nevnte SNPene har en lignende effekt pa resistens mot Gs hos laksunger smittet med de to
andre Gs-haplotypene i Norge: haplotype B som finnes i f.eks. Skibotnelva og haplotype F som finnes
f.eks. i Drammenselva, og om disse SNPene representerer en genetisk motstand generelt mot Gs. En
indikasjon pa en slik generell effekt kan en fa ved a lete etter seleksjonssignaturer for disse SNP-ene
hos laksunger fra stammer infisert med haplotype B og F.

| folge Hansen m.fl. (2003) tilhgrer haplotypene A, B og F forskjellige genetiske grupper: Gs-haplotype

A og B tilhgrer klad (l) og haplotype F klad (lll), noe som kan medfgre at valg av Gs-haplotype i en
smittetest ikke ngdvendigvis er uvesentlig. Hvis laksunger fra den Gs-infiserte Skibotnelva (klad I) og
den Gs-infiserte Drammenselva (klad 11l) hadde blitt smittet med sine respektive haplotyper som den
naturlige seleksjonen spesifikt har virket mot, ville kanskje overlevelsen til laksungene i smittetesten
fra disse to stammene ha veert stgrre.
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8 Konklusjon

Resultatene fra smittetestene i de to karene tyder pa at det har skjedd et naturlig utvalg for stgrre
motstandskraft mot gyro i de tre Gs-infiserte laksestammene, noe som er som forventet da det i de
samme smittetestene ble funnet en betydelig genetisk variasjon i motstandskraft mot gyro malt som
ded/levende ved slutten av smittetesten. Det gjelder bade for de tre norske Gs-infiserte stammene
(h?=0.47 + 0.07 pa den underliggende skalaen) og de tre norske Gs-uinfiserte stammene (h?=0.54 +
0.09). Den hgye genetiske korrelasjonen mellom motstandskraft mot Gs i de to smittetest-karene (0.92
+ 0.08), er en ytterligere bekreftelse pa betydelig genetisk variasjonen i motstandskraft mot Gs i de
seks norske stammene.

For de seks norsk stammene ble det funnet to SNPer, én pa kromosom ssa06 og én pa kromosom
ssa26, som til sammen (37.6 %) forklarte en betydelig del av den genetiske variasjonen i overlevelsen
ved slutten av smittetesten. Dette er en sa betydelig andel at det muliggjgr MAS (Markgr Assistert
Seleksjon) for gkt motstandskraft mot Gs i Gs-infiserte ville laksestammer hvor en utrydding av
parasitten ikke er mulig. Det vil hgyst sannsynlig resultere i at stammen raskere opparbeider seg gkt
motstandskraft og resistens mot Gs enn hva som vil skje kun gjennom naturlig seleksjon.
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9 Etterord

Prosjektet ble av ulike arsaker langt mer kostbart enn vi forutsa pa sgknadstidspunktet (Appendiks II).
De viktigste arsakene til dette er stgrre kostnader ved innsamling av stamfisk fra Driva (bygging og
utlegging av merd ved Flagya), mer arbeid med planlegging og oppfglging av innsamling av materiale
fra de andre stammene, og en forlenget smittetest fordi vi pa grunn av lite Gs pa yngel fanget i Driva,
matte oppformere parasitten pa annen fisk noe som mislyktes i fgrste forsgk. | del to av prosjektet fikk
vi tildelt ekstra midler slik at vi kunne genotype ogsa de dgde fiskene i testen slik at vi kunne regne ut
separat overlevelsen for Eira, Surna og Driva og dermed kunne estimere arvegrad for motstandskraft
Gs.

| spknaden ble det sagt at Delmal 3 ikke kunne gjennomfgres uten ekstra midler fra andre
finansieringskilder, noe som planlagt skulle skje ved Avdeling for forsgksdyr, Nr. 166, ved NHM, UiO.
Da denne avdelingen for forsgk med ferskvannsfisk ble avviklet i 2013, ble det ikke aktuelt & sgke om
midler til dette.
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11 Tabeller og figurer

Tabell 1 Genetisk materiale innsamlet sommer/hgst 2014

Tre norske gyro infiserte stammer:
Skibotnelva (Haukvik) — Gyro pavist i 1979 [ Hunnfisk

Driva

Drammenselva

— Gyro pavist i 1987

Tre norske gyro frie stammer:

Altaelva (Ims)

Numedalslagen

Fem stk 5x5 diallel sett

Hannfisk nr.

3

— Gyro pavist i 1980 —

B - I o )

O O = o i )

x o= |x = (=

S E N O
® |x =[x [= |w»

Baltisk stamme med hgg resistens mot gyro

Neva (Ims)

- En stamme ‘naer’ Skibotnelva
- En stamme ‘naer’ Driva
- En stamme ‘naer’ Drammenselva

Avkom etter 25 hannfisk og 25 hunnfisk fra hver stamme

Tabell 2 Antall fedre, mgdre og grupper i klekkeriet og strykedato og startféringsdato, for hver stamme

Antall Antall Antall grupper Til Nofima som
Elvestamme fedre mgdre i klekkeriet Strykedato gyerogn Starféringsdato
Skibotnelva 25 25 25 6. nov 6.01.14 9/4
Altaelva 23 23 23 11. nov 12.01.14 14/4
Driva 29 29 29 3. 0g 10. nov * 23/3
Surna/Todaa/Eira 26 29 29 14. okt-24. nov 5.0g26.02.14 17/4,28/4, 4/5
Drammenselva 25 25 25 24. nov 26.01.14 15/4
Numedalslagen 30 30 30 8. nov 26.01.14 15/4
Neva 25 25 25 11. nov 12.01.14 14/4

* Kilenotfanget stamfisk fra FIa til Nofima, Sunndalsgra 30.09.2014.
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Tabell 3 Antall foreldre og antall d@de og overlevende avkom og totalt antall avkom i smittetesten

Stammer Antall foreldre Antall avkom i smittetesten
Fedre Mgdre Dgde Overlevende Totalt

Gs-frie 74 66 966 424 1391

- Altaelva 22 12 259 83 342

- Eira/Surna/Toaa 15/6/2 16/6/2 74/229/17 44/150/7 118/379/24
- Numedalslagen 29 30 387 140 527
Gs-infiserte 72 70 1047 909 1956

- Skibotnelva 24 24 348 153 501

- Driva 28 25 288 210 498

- Drammen 20 21 290 182 472

- Neva 23 23 121 364 485
Ukjent opphav 222 8 230

Tabell 4 Estimerte arvegrader (h? + standardfeil) for motstandskraft mot gyro hos laks fra Gs-uinfiserte og
Gs-infiserte elvestammer

Lineaer modell Ikke-lineaer modell
Gen. var. Res. var. h2+ se Gen.var.  Res. var. h2+ se
Norske stammer 0,0753 0,1473 0,34 +0,04 0,1800 1,0 0,55 +0,06
Gs-uinfiserte! 0,0720 0,1420 0,34+0,06 0,1832 1,0 0,54+ 0,09
- Altaelva 0,0771 0,1128 0,41+0,14 0,1948 1,0 0,56+0,19
- Eira/Surna/Toaa 0,0764 0,1712 0,31+0,11 0,1541 1,0 0,47 £0,15
- Numedalslagen 0,0762 0,1231 0,38+0,10 0,2173 1,0 0,61+0,13
Gs-infiserte! 0,0648 0,1562 0,29+ 0,05 0,1516 1,0 0,47 £0,07
- Skibotnelva 0,0639 0,1504 0,30 +0,05 0,1497 1,0 0,46 £0,13
- Driva 0,0569 0,1866 0,23 +0,07 0,1187 1,0 0,38+0,12
- Drammenselva 0,1162 0,1169 0,50%0,12 0,3826 1,0 0,87+0,16
Neva, Gs-infisert 0,0171 0,1714 0,09 + 0,06 0,0291 1,0 0,11 +0,09

! Norske stammer
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Tabell 5

Estimater av gjennomsnitt og varians (i parentes) for genomisk slektskap mellom fisk innen og mellom stammer

Skibotn. Altaelva Driva Eira Surna Toaa Drammens. Numedals. Neva
. 0,11354
Skibotn. (0,01532)
Altaelva 0,03037 0,2093
(0,00077) (0,02606)
Driva 0,00918 0,00204 0,04529
(0,0001) (0,00002) (0,00048)
Eira 0,00433 0,00056 0,03546 0,0716
(0,00005) (0,00001) (0,00026) (0,00518)
Surna 0,00785 0,00168 0,04459 0,03736 0,04787
(0,00009) (0,00002) (0,00031) (0,00026) (0,00037)
Tosa 0,0059 0,00166 0,03917 0,04117 0,04068 0,04904
(0,00007) (0,00002) (0,00025) (0,00031) (0,00027) (0,00053)
Drammens 0,00038 0,00001 0,011 0,01346 0,01051 0,0099 0,13338
) (0) (0) (0,00011) (0,00015) (0,00012) (0,0001) (0,00531)
Numedals 0,00189 0,00027 (0) 0,02008 0,02345 0,02081 0,02281 0,05682 0,05746
' (0,00002) (0,00024) (0,00025) (0,00025) (0,0003) (0,00087) (0,00156)
Neva 0,00014 0 0 0 0 0 0 0,00002 0,5651
(0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0,0051)
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Tabell 6 Estimater av gjennomsnitt og varians for genomisk innavlskoeffisient (F) for hver stamme

Stamme Gjennomsnitt Varians
Skibotnelva 0,09164 0,00768
Altaelva 0,08602 0,00059
Driva 0,03764 0,00104
Eira 0,02742 0,00073
Surna 0,02615 0,00069
Toda 0,03407 0,00048
Drammenselva 0,05687 0,00711
Numedalslagen 0,04796 0,00118
Neva 0,34545 0,00316

Tabell 7 Antall homozygote strekninger (ROH) i genomene for hver stamme

Stamme Antall fisk Antall ROH Gjennomsnitt ROH/individ
Skibotnelva 59 211 3,576271
Altaelva 49 36 0,734694
Driva 33 19 0,575758
Eira + Surna 64 33 0,515625
Drammenselva 45 73 1,622222
Numedalslagen 59 36 0,610169
Neva 48 376 7,833333
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Tabell 8 Beskrivende statistikk for SNPer med signifikant effekt pd motstandskraft mot G. salaris fra GWAS
analysen (for 636 av de dgde og 1070 av de som overlevde testen) mélt som dgd/levende (0/1) ved
slutten av smittetesten basert pa data med G-matrise.

Ssa SNP Pos Al A2 MAF o+ SE P VarG, %
3 AX-87750615 56734719 T C 0,492 0,345 £ 0,016 2,62E-104 66,2
3 AX-87527601 83714953 A G 0,363 -0,300 £ 0,018 3,76E-63 46,2
3 AX-88257637 20952716 T C 0,330 -0,239 +0,018 1,69E-41 28,1
3 AX-87644629 60601706 A C 0,400 0,200 £ 0,017 6,74E-33 21,3
6 AX-98327128 24802414 A T 0,471 0,300 + 0,015 3,72E-90 49,7
6 AX-97898311 24789537 A T 0,333 -0,285 + 0,018 7,15E-58 40,0
6 AX-86951185 12146000 G T 0,340 0,173 +£0,016 9,12E-28 15,0
6 AX-87246192 37321555 C T 0,420 -0,160 + 0,016 4,49E-23 13,9

11 AX-87192887 24687183 C A 0,316 -0,268 £+ 0,019 1,45E-46 34,5

11 AX-88282806 32687604 C A 0,442 -0,122 + 0,018 3,06E-12 8,2

11 AX-87510238 20272984 T G 0,457 0,101 +0,018 1,94E-08 5,6

26 AX-141928583 15362249 G A 0,498 0,274 £ 0,015 1,95E-73 41,6

26 AX-87730353 14284860 A C 0,486 0,268 +£ 0,016 4,21E-62 39,8

26 AX-87890873 11023702 C A 0,374 -0,234 £ 0,016 7,81E-48 28,5

26 AX-96466105 19079128 T C 0,416 -0,091 + 0,015 4,12E-10 4,5

MAF=Minor Allele Frequency = frekvensen av allelet med lavest frekvens.

a=substitusjonseffekten (additive genetisk effekt) for A1=-A2; %-enheter (a x 100) endring i overlevelse i populasjonen ved
slutten av testen ved a bytte ut A1 med A2.

Andel av genetisk varians (VarG, %) forklart av hver SNP ble beregnet som produktet av genfrekvensene og substitusjons

effekten: Zpiqmiz (Hill and Mackay, 2004). Variansene til de ulike SNPene bgr ikke summeres da de ikke er uavhengige pa

grunn av koplingsulikevekt (LD) mellom SNPene.
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Eira/Toaa/Surna Flagya Driva

Kristiansund

Hendholmen
Karvag
[&]
Farstad Surnadal
[£39]
Molde  [e1] Trollt
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Vestnes
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[ £136 | Andalsnes Amotan-Grevudalen
GE3
Figur 1 Kartet viser lokaliseringen av Driva, Surna, Toda og Eira.

Figur 2 Stamfisk fra Driva ble fanget i kilenot ved Flaaya i juni-juli 2014, og oppbevart i merd der fram til
transport til Nofima, Sunndalsgra 30. september 2014.
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Figur 4 Kartet viser lokaliseringen av Skibotnelva og Altaelva. Materialet fra Skibotnelva ble hentet fra

Genbank Haukvik, Mgre og Romsdal, mens materialet fra Altaelva ble hentet fra NINA
Forskningsstasjon, Ims, Rogaland.
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Figur 5 Kartet viser lokaliseringen av Neva. Materialet fra Neva ble hentet fra NINA Forskningsstasjon, Ims,
Rogaland.
G. salaris infiserte stammer Ikke-infiserte stammer
‘ Stamme 1 H Stamme 2 H Stamme 3 H Stamme 4 | | Stamme 5 | ‘ Stamme 6 ‘ ‘ Stamme 7 ‘
ooao ooao ooao ooao ooao ooano ooao
S Tt e e I e e et T e B e B S et T et O et e T e e
~ ~ ' - _— -
— ~—— S | - _— o
T — \ \J/ - __d_,_,rr" _ -
R g ey
T =Y e
'| N=2100 | N=2100

&Y

Ved 8-10 g til smittetest (haplotype A)
300 fisk fra hver stamme til hvert kar.
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Figur 7 Yngelen fra hver stamme ble startféret i tre 0.36 m? kar i Hall 4 hos Nofima, Sunndalsgra.
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A. Flerdimensjonalskalerings analyse av genomiske IBS i foreldrefisk
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Figur 11 Flerdimensjonal skalerings analyser (MDS) av foreldrefisk med (A) og uten (B) Neva populasjonen.
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Figur 13 Manhattan-plot av Bayesian FST awvik (Foll og Gaggioti, 2008) for SNP-frekvenser hos foreldrene til
den Gs-infiserte og den Gs-uinfiserte foreldrestammen i hver av de tre regionene (Nord-Norge, Vest-
Norge, Sgrgst-Norge). FST-verdier er gitt pd y-aksen (legg merke til at skalaen er ulike for hver
figur), mens X-aksen angir disse SNPenes plassering pd hvert kromosom. SNPer uthevet i rgdt er de
som FST avviks analysen viste signifikante forskjeller mellom den Gs infiserte og den Gs uinfiserte
elven i hver region.
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Signaturer av seleksjon pG kromosom 26 i norske Gs-infiserte elver (til venstre) sammenlignet
tilsvarende signaturer i naerliggende Gs-uinfiserte elver (til hgyre). Y-aksen angir prosent
foreldrefisk (p) homozygot for gitte SNPer (ROH), mens X-aksen angir disse SNPenes plassering pa
kromosom 26. SNPer uthevet i rgdt er de som FST avviks-analysen viste signifikante forskjeller
mellom den Gs infiserte og den Gs-uinfiserte elven i hver region.
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Figur 15  Signaturer av seleksjon (ROH) pG kromosom 6 (til venstre) og 26 (til hgyre) for alle norske Gs-

infiserte og Gs-uinfiserte elver og for den Gs-infiserte Neva. Andelen (i prosent) av foreldrefisk som
var homozygot for gitte SNPer gitt pa Y-aksen (p) og kromosomposisjonen er pa X-aksen. Y-aksen
angir prosent foreldrefisk (p) homozygot for gitte SNPer (ROH), mens X-aksen angir disse SNPenes
plassering pG de to kromosomene. SNPer uthevet i rgdt er de som FST avviks analysen (Foll

og Gaggioti, 2008) viste signifikante forskjeller mellom den Gs-infiserte og den Gs-uinfiserte elven i
hver region.
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hvert av de fire kromosomene ssa3, ssa6, ssall og ssa26 ble inkludert i den statistiske modellen
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Figur 20  Partielle regresjonskoeffisienter (frekvens) fra Model 1 med A-matrise av egenskapen dgd/levende
(0/1) ved slutten av smittetesten for den mest signifikante SNPen pG kromosom ssa03, ssa06, ssall
0g ssa26 for hver av de syv stamme, for alle de seks norske stammene (Alle-N), for de tre Gs-
infiserte norske stammene (Gs-infiserte-N), og for de tre norske Gs-uinfiserte stammene (Gs-
uinfisert-N).
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Figur 21 Partielle regresjonskoeffisienter (frekvens) av egenskapen dad/levende (0/1) ved slutten av
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Figur 22
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Estimert overlevelse (%) ved slutten av smittetesten for fisk med ulike genotyper for de to mest
signifikante SNPene (ssa06/ssa26) basert pd data (og A-matrise) fra alle de seks norske stammene.
4r=rr/rr; 3r1R=rr/rR; 1r1R2NA=rR/NANA; NA=ukjent genotype.
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APPENDIKS |

Informasjon om de fire Gs-infiserte laksestammene fram til fiskematerialet i smittetesten ble samlet
inn sommeren/hgsten 2014.

Skibotnelva

Gs pavist i 1977, 1992 og 1998. Behandlet med rotenon i 1988, 1995, 2015 og 2016. Utsett av
klekkeri-yngel med foreldre fra Skibotnelva i 1982 (6600 stk.) og 1983 (10 100), og smolt i 1993 (9
000) og 1994 (7500); utsett av klekkeri-yngel etter foreldre fra Malselva i 1980 (45 000) og 1981 (35
000); utsett av klekkeri-yngel etter foreldre fra Nordreisa i 1984 (14 000); og klekkeri-smolt etter
foreldre fra Altaelva i 1984 (6 000).

Driva

Gs pavist i 1980, og har ikke vaert behandlet mot Gs. Utsett av klekkeri-yngel og smolt med til dels
ukjent opphav fra tidlig pa 1960-tallet til og med 1979. Utsett av klekkeri-yngel etter foreldre fra
Driva, i bade Driva og sideelver til Driva, i 1980, 1982, 1983, 1984, 1985 og 1995. Utsett av i
gjennomsnitt 39 000 klekkeri-smolt med foreldre fra Driva fra og med 1993 til og med 2002. Utsett
av klekkeri-smolt med foreldre fra Surna i 1981 (?), 1982 (32 000), 1983 (?), 1984 (?) og 1985 (35
000).

Drammenselva

Gs pavist i 1987, og har ikke veert behandlet mot Gs. Arlig utsett av klekkeri-avkom etter foreldre fra
Drammenselva: Om lag 300 000 én-somrig yngel i Gs-frie sideelver og 100 000—-120 000 to-somrig
smolt i elva.

Neva

Neva renn ut i Finskebukta i Austersjgen og er kjent for a ha laks med hgg motstandskraft mot Gs.
De historiske infeksjonsforholdene med Gs er ukjent. Materialet brukt i smittetesten har sitt opphav
fra egg tatt inn til Ims i 1983 fra et klekkeri i Finland som igjen hadde tatt inn egg fra Neva i 1972,
1974 og 1976.

Andre Gs-infiserte elver i Driva- og Raumaregionen:

Drivaregionen

Gs pavist i 1980 (Usma, Batnfjordelva), 1981 (Litledalselva), Bgvra (1986) og 1989 (Storelva).
Behandla med rotenon i 1986 og 1989 (Bgvra), 1991 (Storelva) og 1994 (Batnfjordelva). Friskmeldt
i 1994 (Bgvra og Storelva) og 1999 (Batnfjordelva).

Raumaregionen

Gs pavist i 1980 (Rauma/Istra, Isa/ Glutra), 1982 (Skorga), 1985 (Mana), 1991 (Innfjordelva).
Behandla med rotenon i 1992 (Rauma/Istra, Mana, Innfjordelva) og i 2013 og 2014 (alle elvene).
Friskmeldt 1. november 2019.
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APPENDIKS 11

Manhatten-plot som viser genomiske assosiasjoner for motstandskraft mot Gs i de sju
undersgkte villaks stammene.
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APPENDIKS 111

Oversikt over FoU-partnere og finansieringskilder

FoU-partnere

Nofima

NINA

NHM, UIO

Driva elveeierlag

Hellefoss-Amot Kultiveringsanlegg

Finansiering — kontanter (kr 1.725 000)

Marint miljgsikrings- og verdiskapingsfond i M&R (kr 1.245.000)
Driva elveeierlag

Sunndal kommune

@vre Eiker kommune

Hellefoss-Amot Kultiveringsanlegg ~ — kr 480 000
AquaGen AS

Marine Harvest AS

SalmoBreed AS

Dugnad (kr 460 000)

Hellefoss-Amot Kultiveringsanlegg, Hokksund, Buskerud
Rossaa settefiskanlegg, Todalen, M@re og Romsdal
NINA Forskningsstasjon, Ims, Rogaland

Haukvik genbank, Vinjegra, Ser- Trgndelag

Lardal Jeger og Fiskerlag, Svarstad, Vestfold.
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