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Sammendrag

Denne masteroppgaven undersgkte hvordan miljestress pavirket den fysiologiske tilstanden til
torsk (Gadus morhua) 1 Oslofjorden, med serlig fokus pa hvorvidt det foreld en miljorelatert
stressgradient. Fysiologiske indikatorer som kondisjonsfaktor og lever-somatisk indeks (LSI),
samt hormonelle stressmarkerer mélt i skjell og slim (kortisol, kortison og forholdet mellom
kortison og kortisol), ble analysert fra fire soner 1 Oslofjorden (Ba&rumsbassenget, Ytre Ostoya,
Ildjernet og Drebak). Tromse ble inkludert som referansesone for a representere en
torskepopulasjon utenfor pavirkningen fra Oslofjordens miljebelastning. Malet var & vurdere om
det fantes en gradient i miljostress gjennom fjorden ved & kombinere malinger av fysiologiske
variabler med konsentrasjoner av stresshormoner hos 28 torsk. Resultatene viste ingen statistisk
signifikante forskjeller 1 LSI eller kondisjonsfaktor mellom sonene. Torsk fra de indre
fjordomraddene hadde imidlertid lavere verdier av kortisol og kortison i skjell og slim, lavere
kondisjonsfaktor, heyere LSI og heyere forhold mellom kortison og kortisol, samt en yngre
aldersstruktur enn individer fra Dregbak. En negativ sammenheng mellom kortisolnivé i skjell og

kondisjonsfaktor ble observert, men var kun nar statistisk signifikant.

Studien viste at en kombinasjon av hormonelle og fysiologiske markerer ga et nyttig rammeverk
for & vurdere bade miljopavirkning og fysiologisk tilstand hos torsk i Oslofjorden. Det ble funnet
indikasjoner pa en stressgradient gjennom fjorden, der forholdet mellom kortison og kortisol
fremstod som en lovende indikator for pavisning av ulike stressresponser. Analysene av LSI
viste en positiv trend med nivéene av total organisk karbon (TOC) i sedimentene, noe som

antydet at variasjoner i fysiologisk tilstand kunne vare pavirket av lokale miljeforhold.



Abstract

This master's thesis investigated how environmental stress affected the physiological condition
of Atlantic cod (Gadus morhua) in the Oslofjord, with a particular focus on whether an
environmentally driven stress gradient was present. Physiological indicators such as condition
factor and liver somatic index (LSI), as well as hormonal stress markers measured in scales and
mucus (cortisol, cortisone, and the cortisone/cortisol ratio), were analyzed from four zones in the
Oslofjord (Barumsbassenget, Ytre Ostaya, [ldjernet, and Drebak). Tromse was included as a
reference site, representing a cod population outside the influence of environmental stressors in
the Oslofjord. The aim was to assess whether a gradient of environmental stress existed along the
fjord by combining measurements of physiological variables with concentrations of stress
hormones in 28 cod. The results showed no statistically significant differences in LSI or
condition factor between zones. However, cod from the inner fjord areas exhibited lower cortisol
and cortisone levels in both scales and mucus, lower condition factor, higher LSI, a higher
cortisone/cortisol ratio, and a younger age structure compared to individuals from Drabak. A
negative association between cortisol levels in scales and condition factor was observed,

although it was only near statistical significance.

The study showed that a combination of hormonal and physiological markers provided a useful
framework for assessing both environmental impact and physiological condition in Atlantic cod
from the Oslofjord. Indications of a stress gradient were identified along the fjord, with the
cortisone-to-cortisol ratio emerging as a promising indicator for detecting various stress
responses. Analyses of the liver somatic index (LSI) showed a positive trend with levels of total
organic carbon (TOC) in the sediments, suggesting that variations in physiological condition

may have been influenced by local environmental factors.
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1. Introduksjon

1.1.Torsk i et historisk perspektiv

Skagerrak-regionen og Oslofjorden var tidligere kjent for et rikt biologisk mangfold med
blomstrende torskebestander (Gadus morhua) pa 1970- og 1980-tallet (Nedreaas et al., 2008) .
Torskebestanden har imidlertid blitt drastisk redusert de siste tiarene (Asgeir Aglen et al., 2020;
Bryhn et al., 2022; Cook et al., 1997; Nedreaas et al., 2008; Pethon, 2021). Denne nedgangen er
drevet av flere sammensatte faktorer som spenner fra klimaendringer, habitatedeleggelser og til
andre menneskelige aktiviteter som overfiske og forurensing (Bryhn et al., 2022; Sodeland et al.,
2022). 1 Oslofjorden har nedgangen i torskebestanden vert alarmerende. Arsakene til dette kan
vaere mange, men overfiske fra kommersielt fiske og fritidsfiske har skilt seg ut som en primer
arsak bak kollapsen (Asgeir Aglen et al., 2020; Myers et al., 1996; Myers et al., 1997). 12019
innferte Norges fiskeridirektorat sterke reguleringstiltak, men det har derimot ikke sett ut til 4 ha

noe tydelig effekt (Haugen et al., 2024; Haugen et al., 2022).

Videre har avrenning av naringsstoffer fra landbaserte kilder ogsa negativ innvirkning pé
torskebestandene (Moland et al., 2021). Overfladig nitrogen og fosfor fra landbruksavrenning,
kloakkutslipp og industrielle prosesser kan fore til algeoppblomstringer og dannelsen av omrader
med lavt oksygenniva i vannet, kjent som hypoksiske soner (Diaz & Rosenberg, 2008).
Hypoksiske omrader kan ha katastrofale konsekvenser for marint liv (Breitburg et al., 2018),
inkludert torsken, som er avhengig av godt oksygenert vann for & optimal vekst og foropptak
(Thorarensen et al., 2017). Hypoksi kan fere til at torsken mister tilgang til mat og gyteomréder,
noe som vil resultere til redusert overlevelse (Brander, 2020; Hinrichsen et al., 2016). Samtidig
gir den gkte neringstilgangen fordeler til kortlevde, trddformet alger som blir kalt lurv (Frigstad
et al., 2024). Lurven konkurrerer ut makroalger og alegress 1 kystnare omrader (Infantes et al.,
2016; Moksnes et al., 2008). Nér disse hurtigvoksende algene overtar, gror de ned habitater der
tang, tare og alegras tidligere dominerte, noe som forer til tap av viktige oppvekstomrader for
torskeyngel. Uten tilgang til skjul i vegetasjon blir yngelen mer sarbar for predasjon (Linehan et
al., 2001) og rekrutteringen til bestanden svekkes. A begrense naringsstoffavrenning er derfor
avgjorende ikke bare for & forhindre hypoksi, men ogsé for & opprettholde funksjonelle

leveomréader for tidlige livsstadier av torsk (Moland et al., 2021).



1.2. Pkosystemkonsekvenser ved redusert torskebestand

Torsken er en nokkelart som spiller en avgjerende rolle 1 & opprettholde ekosystemstabilitet
(Sodeland et al., 2022). Som en primart bunnlevende predator regulerer torsken marine
okosystemer, og dens gytevaner og naringspreferanser er nert knyttet til tilgjengeligheten av
egnede habitater og matressurser. Reduksjonen av torskebestanden i Oslofjorden har fort til
betydelige endringer i gkosystemet, der arter som ulke (Myoxocephalus scorpius) har gkt i antall
og overtatt rollen som toppredator (Jakobsen, 2024; Synnes et al., 2023). Ulken, som spiser bade
tanglopper, snegler og torskefiskegg, har derfor en direkte negativ effekt pa torskens mulighet til
a rekruttere. Reduksjon av snegler og tanglopper forer ogsa til overvekst av alger, herunder den
nevnte lurven, og redusert forekomst av viktige habitater som alegressenger. Slike endringer
svekker bdde vannkvaliteten og biodiversiteten i fjorden (Infantes et al., 2016; Moksnes et al.,

2008).

1.3.Stress

Fisk kan oppleve kronisk stress grunnet forurenset vann, darlig ernaring, sykdom og
miljeendringer (Hontela, 1997). Disse faktorene kan fore til negative fysiologiske og
adferdsmessige endringer (Vindas et al., 2017). Nér fisk og andre virveldyr utsettes for slike
stressfaktorer, vil de produsere stresshormonene kortisol og kortison (Barcellos et al., 2007,
Boonstra et al., 1998; Canosa & Bertucci, 2023). Disse hormonene bidrar til fiskens
tilpasningsevne og ansees som en adaptiv metode for & hindtere stressorer i miljoet (Schreck &
Tort, 2016). Hvis miljeet derimot blir uhdndterbart over lengre tid, vil disse hormonene veare
aktivert lenge og kunne fore til kronisk stress. Dette oppstar nér normale fysiologiske
tilpasningsmekanismer ikke lenger er tilstrekkelige, noe som har negative konsekvenser for
vekst, immunforsvar og overlevelse (Barton, 2002; Virtanen et al., 2023). Langvarig eksponering
til stress kjennetegnes ogsa av nevrobiologiske endringer som redusert nevral plastisitet,
metabolsk ubalanse og strukturelle endringer i hjerneomrader som er knyttet til leering og

hukommelse (Huang et al., 2019; Overli et al., 2007).

Hos virveldyr aktiveres kroppens hormonelle stressrespons gjennom et system kjent som HPA -
aksen (hypothalamus—hypofyse—binyre-aksen) (Guilliams & Edwards, 2010). I denne prosessen
skilles CRH (kortikotropin-frigjerende hormon) ut fra hypothalamus og stimulerer hypofysen til



a produsere ACTH (adrenokortikotropt hormon). ACTH virker videre pa binyrebarken og utlgser
produksjon og frigjering av kortisol. Dette hormonet er et glukokortikoid som bidrar til &
regulere energimetabolisme, immunrespons og andre viktige fysiologiske prosesser i mgte med
stress (Guilliams & Edwards, 2010). Hos fisk foregar en tilsvarende prosess, men med en viktig
anatomisk forskjell. Fisk mangler ekte binyrer og benytter i stedet en tilpasset stressakse kjent
som HPI-aksen (hypothalamus—hypofyse—interrenal-aksen) (Nardocci et al., 2014). I dette
systemet utloser ACTH kortisolproduksjon i interrenalceller lokalisert i hodenyren, et organ som
ligger tett pa nyrevevet og har en tilsvarende funksjon som binyrene hos pattedyr (Mommsen et
al., 1999). Denne tilpasningen gjor HPI-aksen til fiskens primare system for regulering av

kortisol i mgte med bade akutt og langvarig stress (Schreck & Tort, 2016).

En viktig mekanisme for regulering av stresshormonet kortisol, er enzymatisk omdanning
mellom aktiv (kortisol) og inaktiv (kortison) form (Alderman & Vijayan, 2012). Denne
reguleringen skjer gjennom enzymene 11p-hydroksysteroid dehydrogenase type 1 og 2 (11-
HSD1 og 11B-HSD2). 11B-HSD1 omdanner kortison til kortisol og bidrar dermed til &
opprettholde glukokortikoidaktiviteten i vev (Seckl & Walker, 2001). 113-HSD2 har motsatt
funksjon av 11B-HSD1 og inaktiverer kortisol ved & omdanne det til kortison (Alderman &
Vijayan, 2012; Baker, 2010; Chapman et al., 2013; Seckl & Walker, 2001).

Ettersom kroniske stressfaktorer ikke nedvendigvis gjenspeiles i kortisolniva alene (Cyr &
Romero, 2009; Schreck & Tort, 2016), er kortisolmalinger i1 seg selv ikke alltid tilstrekkelige for
a vurdere stressnivaet hos fisk. I tillegg kan nivaene pavirkes av en rekke andre faktorer, som
kjonn, modningsstadium, tidspunkt pd degnet, matinntak og sesong (Pankhurst, 2011). Dette
understreker behovet for komplementare markerer. Selv om det forelopig ikke finnes studier
som direkte benytter forholdet mellom kortisol og kortison som en etablert biomarker, finnes det
eksisterende forskning som fremhever dette som en mulig lovende indikator for kronisk stress

(Kennedy & Janz, 2022; Mazzi et al., 2023; Patifio et al., 1987).

Fiskeskjell er forkalkede strukturer i fiskehuden som fungerer som et beskyttende lag under
slimlaget. Skjellene kan akkumulere stresshormoner som kortisol og kortison over tid. Dette gjor

kortisol mélinger i skjell til en lovende indikator pa kronisk stress hos fisk (Arumairasa, 2022;



Carbajal et al., 2019; Laberge et al., 2019). I motsetning til blodplasma, der kortisolnivaene
varierer raskt, synker kortisolnivaer i skjell langsomt etter en stresshendelse og kan pavises i
flere uker 1 ettertid (Kennedy & Janz, 2023b). Det antas derfor at hormonene bindes og lagres i
skjellenes forkalkede struktur (Laberge et al., 2019), noe som gjor skjell til en verdifull metode
for & studere langtidseksponering for blant annet miljostress som forurensning, predasjon og
naringsmangel. Det er funnet at temperatur, kjonn og foringsregime pavirker kortisolnivaer i
skjell hos regnbueorret, med sarlig hoye nivder ved 10,5 °C og hos kontinuerlig forede hunner
(O'Toole et al., 2023). En to ukers faste ser ogsa ut til & eke kortisolnivaene ved denne
temperaturen, noe som tyder pa en temperaturspesifikk fysiologisk stressrespons ved sult

(O'Toole et al., 2023)

Fiskeslim kan brukes til & pavise stresshormoner som kortisol og kortison, og representerer en
mindre inngripende metode enn blodprever. Slim produseres kontinuerlig av huden og fungerer
som en forste forsvarslinje mot infeksjoner og miljopavirkning (Guardiola et al., 2022). Pa grunn
av sin korte turnover-tid reflekterer kortisolnivéer i slim hovedsakelig akutt stress (Carbajal et
al., 2019; Ellis et al., 2013). Dette er fordi slimproduksjonen antas & vaere konstant, og har en
kortere turnover-tid enn skjell. Derfor er slim mer egnet til & male en kortvarig stressrespons
(Ellis et al., 2013). Sammenlignet med skjell er slim derfor bedre egnet til & fange opp kortvarige
stressresponser. Maling av stresshormoner i slim og skjell gir derfor et nyttig grunnlag for a

overvake miljopéavirkning pé fisk over tid (Ellis et al., 2013; Kennedy & Janz, 2023a).



1.4. Fysiologiske variabler

Torskens lever fungerer som en viktig energireserve der fett lagres og mobiliseres avhengig av
naringstilgang (Y. Lambert & J.-D. Dutil, 1997). Under perioder med sult eller forrestriksjon vil
leveren reduseres i storrelse fordi energireservene brukes, men leveren vil derimot raskt gke 1
starrelse igjen nar fisken far tilstrekkelig naeringstilfersel, slik det ble dokumentert i en NIVA-
studie (Haugen et al., 2009). Sterrelsen pa leveren beregnes ved & bruke lever-somatiske indeks
(LSI), der levervekt sees 1 forhold til somatisk vekt. LSI brukes mest for vurdering av fiskens
erneringsstatus og helse. Studien gjort pa villtorsk av NIV A viste at leveren hos sultet torsk kan
halveres 1 storrelse 1 lopet av en periode uten tilgang pa fede, men fylles betydelig opp igjen
innen fire uker etter normal neringstilfersel. Selv om torsk har en god evne til restitusjon etter
forrestriksjon, tyder forskning pa at fravaer av mat over tid likevel skaper visse fysiologiske
stressresponser, inkludert endringer i plasma-ioner og blodsukkerniva. Disse forskjellene er
imidlertid smé og gjenopprettes raskt etter gjenopptatt foring, uten at det forer til en langvarig

okning 1 stresshormoner som kortisol (Haugen et al., 2009).

Kondisjonsfaktor som beregnes ut fra fiskens vekt i forhold til lengde, er sterkt pavirket av
naeringstilgang og miljeforhold (Foster et al., 1993). Denne variabelen er derfor en viktig
indikator pé fiskens helse. Torsk som utsettes for langvarig forrestriksjon har ofte en signifikant
lavere kondisjonsfaktor enn individer med jevn neringstilgang, noe som vises i form av redusert
muskelmasse og fettreserver (Lapointe et al., 2006). Likevel viser forskning at torsk er i stand til
a téle opptil 16 uker uten mat ved 8—10 °C, uten at det medferer okt dedelighet eller langvarig
svekkelse 1 restitusjonsevne (Haugen et al., 2009). Avvik fra forventede vekstmenstre kan
derimot ogsé vere et resultat av miljostress eller hoyt energibruk grunnet eksempelvis okt

metabolsk belastning fra stresshormoner (Schreck et al., 2016).



1.5. Miljggradienter i Oslofjorden

I lys av de mange menneskeskapte belastningene som pavirker torskens leveomrader i
Oslofjorden, er det serlig relevant & se neermere pa de geografiske variasjonene i
miljeforholdene (Rinde et al., 2009). Oslofjorden har en kompleks fjordtopografi, der indre og
ytre deler skiller seg betydelig fra hverandre med hensyn til vannutskiftning, forurensning og
sediment forhold (Oslofjord, 2023; Ramon et al., 2025). Det er ogsa betydelige forskjeller i
artssammensetningen av mikrobiota, bunndyr og andre bentiske samfunn gjennom fjorden
(Andersen, 2024; Frigstad et al., 2024; Rinde et al., 2021; Walday et al., 2005). Disse
variasjonene henger nert ssmmen med vannkvalitet og grad av menneskelig pavirkning.
Habitatkvaliteten vurderes generelt som hoyere 1 de ytre delene av fjorden (Rinde et al., 2021;
Rinde et al., 2009), der vannutskiftningen er bedre og pavirkningen fra lokale utslipp er mindre

sammenlignet med indre fjordomrader.

Barumsbassenget som er ett av de mest innelukkede omradene i indre fjord, mottar trolig
avrenning fra elver og bekker som blant annet Sandvikselva (Alve et al., 2009; Johansen &
Samdal, 1995). Dette forer til opphopning av organisk materiale og slam. Som folge av lav
vannutskiftning og fjordens typografi, akkumuleres det organiske materialet i sedimentene, noe
som gjenspeiles 1 haye nivéer av total organisk karbon (TOC), darlig vannkvalitet og lavt
oksygeninnhold i dypere vannlag (Andersen, 2024; Ramon et al., 2025). Noe lengre ut i fjorden,
ved Ostaya og Ildjernet er forholdene litt bedre, noe som i hovedsak skyldes bedre
vannutskiftning og sterre avstand til utslippskilder. Dette gjor disse mellomsonene til viktige
overgangsomrader der bade fysisk vannkvalitet og kjemisk pévirkning gradvis endres (Ramon et
al., 2025). Ved Drebaksterskelen, der fjorden meter vannmassene fra Skagerrak, gir den grunne
terskelen (ca. 20 m) effektiv tidevannsutskifting og hey vanngjennomstremning (Frigstad et al.,
2024; Gade, 1968). Dette bidrar til gode oksygenforhold i bunnvannet, og Drgbak vurderes

derfor som det minst belastede omradet i denne oppgaven.



1.6. Hypotese

For 4 underseke hvordan miljestress pavirker helsetilstanden til torsk i1 Oslofjorden, tar denne
oppgaven utgangspunkt i en forventet miljogradient fra indre til ytre deler av fjorden. Jeg skal
sammenligne torsk fra flere lokaliteter med varierende miljekvalitet, med sokelys pd hormonelle
stressmarkeorer og fysiologiske indikatorer. Tromso brukes som referanseomride grunnet mindre

forurensede og mer stabile miljeforhold. Det formuleres folgende hypoteser:

e Miljogradienten pavirker den hormonelle stressresponsen hos torsk: Jeg forventer at
torsken fanget 1 de mest belastede omradene av indre Oslofjord vil ha heyere nivier av
stresshormonene kortisol og kortison enn torsk fra mindre pavirkede soner som Drabak
og overgangssonene. Videre forventer jeg at forholdet mellom kortison og kortisol vil
vare hoyest hos fisk fra indre fjord, da langvarig eksponering for miljebelastning kan

fore til okt enzymatisk omdanning av kortisol til kortison.

e Miljeforhold reflekteres 1 geografiske helseforskjeller: Jeg forventer at torsk fanget ved
Drebak har bedre fysiologisk helse (hayere leverindeks og kondisjonsfaktor),
sammenlignet med torsk fra indre fjord. Torsk fra Tromsgomradet antas & ha de beste

verdiene, ettersom dette er det mest stabile og oksygenrike omradet i studien.

e Kombinasjonen av hormonelle og fysiologiske markerer kan vise effekter av langvarig
miljestress: Jeg forventer at torsk fra omrader med heoy miljebelastning vil vise forheyede

nivaer av stresshormoner og tegn til redusert fysiologisk helse.

Ved a undersgke disse sammenhengene er mélet a fa en dypere forstaelse av hvordan miljestress
pavirker torskens helse og overlevelse 1 Oslofjorden. Denne kunnskapen vil kunne bidra til &
identifisere viktige faktorer som kan pavirke gjenoppbyggingen av bestanden og gi et bedre

grunnlag for bevaringsstrategier.



2. Materiale & metode

2.1.Studieart

Atlantisk torsk tilherer torskefamilien (Gadinae) og er utbredt over store deler av Nord-
Atlanteren (Service, 1999) I norske farvann deles arten inn 1 fire hovedbestander: nordestarktisk
torsk, kysttorsk nord for 62°N, nordsjetorsk og kysttorsk ser for 62°N (Asgeir Aglen et al., 2020;
Hesthagen T, 2021). Bestandene har ulike livshistoriestrategier, med variasjoner i vekst,
dedelighet, alder og tidspunkt for kjennsmodning (Asgeir Aglen et al., 2020). Forskjellene er et
resultat av lokale tilpasninger til de spesifikke miljeforholdene hver populasjon lever under
(Salvanes et al., 2004). Atlantisk torsk deles inn i to hovedtyper: vandrende oseanisk torsk og
stasjoner kysttorsk. Langs Skagerrakkysten er kysttorsken ytterligere differensiert i separate
kyst- og fjordbestander (Aglen et al., 2016; Synnes et al., 2021). I Oslofjorden regnes bestanden
som fjordtorsk, en subpopulasjon av kysttorsk ser for 62°N. Denne gruppen lever hovedsakelig 1
grunne vannomrader som bunnfisk og har en svaert stasjonzer livsstil (Ilestad et al., 2012).
Eggene som gytes, forblir dermed i fjorden, noe som bidrar til lokale tilpasninger og minimal
genflyt mellom populasjoner (Ciannelli et al., 2010; Lorentzen, 2018). Det er ogsa observert ulik
adferd hos torskepopulasjonene 1 Oslofjorden (Bee, 2014), noe som kan ha oppstatt som folge av

lokale tilpasninger.

Under optimale forhold kan torsk kan bli opptil 1,8 meter lang og veie 55,6 kg, men kyst- og
fjordtorsk oppnér sjelden en lengde over 80 cm og har lavere maksimal vekst og vekt enn de mer
migrerende bestandene som skrei (Asgeir Aglen et al., 2020; Pethon, 2021). I Oslofjorden ble det
12024 registrert at torsk sjelden oversteg 40 cm (Haugen et al., 2023).. Arten forekommer ned
til 600 meters dyp og maksimumsalderen pd atlantisk torsk kan variere mye mellom
populasjoner, men har en maksimal alder pa 15-20 ar (Service, 1999). Kyst- og fjordtorsk lever
ofte kortere enn skrei, noe som gjerne skyldes heyere fiskeripress og begrensede ressurser i smé
habitater. Kysttorsk er en viktig toppredator med et variert kosthold som inkluderer zooplankton,
krepsdyr, skjell og fisk. Unge individer utsettes for predasjon béade fra eldre torsk gjennom
kannibalisme og fra arter som sei, sel, hval og sjefugl (Pethon, 2021). Kjennsmodning styres
bade av genetiske faktorer og miljeforhold som temperatur og mattilgang, og skjer hos kyst- og

fjordtorsk i norske farvann vanligvis i alderen 2—6 ar (Gode & Moksness, 1987).



2.2.Studieomrade

Til tross for fiskeforbudet pa torsk i Oslofjorden, ble det for denne oppgaven innvilget
dispensasjon fra Fiskeridirektoratet for & gjennomfere provefiske (referanse: 24/14167 av
12.11.2024). Dispensasjonen inkluderte tillatelse til provefiske og avlivning av inntil 30 torsk for
forskningsformal. Innsamling av data er derfor utfert i samsvar med gjeldende lover og
forskrifter. Pravefisket ble gjennomfort i fire soner i Oslofjorden som ble valgt for & representere
en miljegradient fra indre til ytre fjord. De utvalgte sonene er Ildjernet, Ostoya,
Barumsbassenget og Drabak (Figur 1 & 2), som hver gir et bilde av fjordens miljgmessige
variasjoner. Denne gradienten fra Baerumsbassenget til Drebak reflekterer variasjoner i

hydrografi, bunnforhold (TOC) og oksygennivéer (Figur 3).
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Figur 1. Kart som viser innsamlingsomradene og de tilknyttede posisjonene til teinene (prikker) som ble
benyttet under provefiske av hummer i desember 2024. De rede punktene viser teiner uten torskefangst, mens
gronne prikker viser teiner med.
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Figur 2. Kart som viser innsamlingsomradene i indre Oslofjord og de tilknyttede posisjonene til rusene (prikker)
som ble benyttet under provefiske av hummer i november og desember 2024. De rade prikkene viser ruser uten
torskefangst, mens de grenne prikkene viser teiner med.

Barumsbassenget er et skjermet omrade med lite vanngjennomstremning, noe som resulterer i
opphopning av bunnslam og lite oksygen (Figur 3). Ostoya ligger 1 et mer dpent omrdde av
fjorden, hvor ekt vanngjennomstremning ferer til bedre utskiftning av vannmasser og generelt
heyere oksygennivaer. Ildjernet har enda mer &pne vannmasser og ekt vanngjennomstremning
sammenlignet med Ostoya, og representerer en overgang mellom de indre og ytre delene av
fjorden. Drebak, som ligger i1 ytre Oslofjord, er preget av betydelig vanngjennomstremning og
utskiftning av vann fra havet. Dette omradet har derfor de mest oksygenrike forholdene i denne

studien.
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Figur 3. Mélte verdier av totalt organisk karbon (g/kg) (TOC) i sediment og gjennomsnittlig oksygenmetning
(ODO, %) ved bunnen (malt med EXO-3 sonde) i ulike soner av Oslofjorden. TOC (venstre) representerer
mengden organisk karbon i bunnen, mens ODO (hoyre) viser oksygennivéet i de samme sonene. Disse mélingene

ble gjort i november og desember 2024.

For a kunne vurdere hvordan miljeforholdene i Oslofjorden pavirker torskens fysiologi, ble det

ogsa hentet torsk fra Tromse (Figur 4). Dette omrédet er kjent for stabile, kalde og oksygenrike

forhold, og fiskene herfra gir et godt sammenligningsgrunnlag for malingene fra Oslofjorden.
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Figur 4. Kart som viser fangstomradet i Tromsg (lilla sirkel) som ble benyttet til & innhente Torsk i februar 2025.
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2.3.Innsamlingsmetode

Torsken ble fanget 1 Oslofjorden ved bruk av torskeruser og teiner i november og desember, med
en forutsetning om at vanntemperaturen maétte vere 15 °C eller lavere for & sikre minst mulig

temperaturstress for fisken. Innsamlingsoppsettet baserte seg pA NMBUSs forskningsprosjekt som
kartlegger populasjonsresponser til vernetiltak hos torsk og hummer i indre Oslofjord (Haugen et
al., 2024). Her brukes torskeruser og hummerteiner for & muliggjere merking og gjenfangst samt

at disse gir et bredt utvalg av torsk pé tvers av ulike storrelses- og aldersklasser.

Totalt 20 torskeruser ble plassert ut, etter et stratifisert og randomisert design, i de tre ulike
torskerusesonene i indre fjord: Osteya, [ldjernet og Baerumsbassenget. I Drebak ble det plassert
ut hummerteiner, ogsa her etter et stratifisert og randomisert design, i tre ulike soner, hvor torsk
som ble benyttet i denne studien ble fanget som bifangst. Rusene ble plassert ut i hver sone i en
uke av gangen, og ble temt annenhver dag for 4 redusere unedvendig stress pé fisken. Etter
fangst ble flere av fiskene oppbevart midlertidig i keepnett i vannet for & sikre levende
oppbevaring fram til de ble avlivet og dissekert. Keepnett gir fisken mulighet til & opprettholde
normale fysiologiske funksjoner for videre handtering, i tillegg ble varigheten i keepnett

begrenset til 48 timer for & minimere stress og belastning for torsken.

Som referansegruppe ble det ogsa hentet torsk fra Tromse ved hjelp av Guttorm Christensen. 10
individer ble samlet inn med form&l om 4 etablere sammenlignbare referanseverdier for torskene
1 Oslofjorden. Provetaking av slim ble gjennomfert umiddelbart ved oppfanging, for & sikre mest
mulig ferskt biologisk materiale. Etter provetaking ble fiskene fryst ned og transportert til
NMBU i As i frossen tilstand. Ved innsamling ble det utfort lengdemalinger og vektregistrering
pa hver enkelt torsk for & samle inn grunnleggende biologiske data. Basert pa lengde- og
vektdata ble det beregnet kondisjonsfaktorer med Fultons K formel (F1). Det ble ogsa beregnet
lever-somatisk indeks (LSI) (F2).

100 x Vekt Levervekt
F.:. K =——— F2: LS| = ———

100
Lengde?3 Kroppsvekt ’

13



2.4. Prgvetakning

Fiskeskjell

Fiskeskjell ble skrapet fra hele overflaten av torsken, fra gjellene til halefinnen (Figur 5). De
innsamlede skjellene ble fordelt pa 5 mL Eppendorfrer. For & rense skjellene ble 2,5 mL 2-
propanol (Carbajal et al., 2018) tilsatt til hvert ror, for provene ble plassert 1 en ristemaskin
(vortex) og ristet i 30 sekunder. Etter risting bunnfalt skjellene, og 2-propanolen ble forsiktig
fjernet med en pipette for & unnga tap av materiale. Denne renseprosedyren ble gjentatt tre
ganger, med tilsetning av ny 2-propanol for hver runde. Etter rensing ble skjellene overfort til
lofritt papir pa en petriskal og terket i 24 timer ved romtemperatur i et avtrekkskap. De
ferdigbehandlede skjellene ble til slutt oppbevart i en ultrafryser ved —80 °C for a bevare dem

inntil videre analyse.

Fiskeskjellene ble preparert innen 72 timer, hvor de ble oppbevart i fryser frem til de ble
behandlet. Unntaket er skjellpravene fra torskene i Berumsbassenget, som ble oppbevart i
kjoleskap ved 4 °C frem til de ble preparert innen 72 timer. Skjellprevene ble sa analysert pa
veterinarinstituttet. Analysene ble gjort ved bruk LC-MS/MS T henhold til protokoll laget av
Daniela Dulgheriu (Vedlegg 1).

/ N l
Fiskeskjell Fiskeskjell Tilsetter 2-propanol
til fiskeskjell
- i)

— [ TR —_—
Vortexer Overfgrer Torkes i . Oppbevares pa
Igsningen i 30 fiskeskjell til avtrekkskap i 24 kryorgr
sekx3 lofritt papir timer

Created in BioRender.com bio

Figur 5. Illustrert prosedyre til provetakning av fiskeskjell. Laget i BioRender
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Overflateslim

For slimpravene ble overflateslimet skrapet forsiktig av torsken langs den laterale siden, fra
hodet til halefinnen, ved hjelp av baksiden pé en skalpell (Figur 6). Slimet ble deretter overfort til
1,5 mL Eppendorfrer og homogenisert ved bruk av en ristemaskin i 20 sekunder. De
homogeniserte provene ble deretter sentrifugert i 10 minutter. Etter sentrifugeringen ble
overflateslimet fordelt i kryorer og oppbevart i en ultrafryser ved —80 °C inntil videre analyse.
Slimprevene fra torskene 1 Berumsbassenget var ikke tilstrekkelig for & kunne brukes til analyse
av hormoner da de ble oppbevart 1 for store beholdere og ble oppbevart i kjeleskap 1 2 dager. De
resterende slimprovene fra torsk i de andre sonene ble behandlet samme dag som prevene ble
tatt. Slimprevene ble sa analysert pa Veterinarinstuttet. Analysene ble gjort ved bruk LC-
MS/MS 1 henhold til protokoll laget av Daniela Dulgheriu (Vedlegg 1).

Skraper av fiskens Overflateslim

overflateslim Vortex 20 sec

SECT

Sentrifuge 10 min Overflateslim Oppbevares i
pa kryorgr Superfryser

Created in BioRender.com bio

Figur 6. Prosedyren til provetakning av fiskeslim illustrert. Laget i BioRender
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Provetakning av andre biologiske prover

En rekke andre biologiske prover ble samlet inn fra torskene for & muliggjere ulike analyser
knyttet til miljopévirkning, helsestatus og fysiologiske parametere. Finneklipp ble samlet inn for
DNA -analyser. Gjelleprover ble samlet inn til bade histologiske undersgkelser og biokjemiske
analyser. Gonader, hjerte, milt og galleblere ble ogsd samlet inn. Leverprover ble innsamlet til
fremtidig undersekelse av miljegifter (PFAS, POPer, metaller), oksidativt stress, enzymaktivitet
og histologi. Magesekk ble bevart for & kunne gjore senere diettundersekelser. Nyreprover ble
innsamlet til histologiske undersegkelser. Muskelprever ble tatt for & analysere for stabile
isotoper, kvikkselv (Hg), og miljegifter (POPer). Otolitter ble ekstrahert for & kunne
aldersbestemme fisken, og hjernepraover ble tatt for & kunne gjore analyser av enzymaktivitet og
vitamininnhold. Til slutt ble det tatt prover fra ryggraden for & kunne analysere tungmetaller
(serlig Pb) og andre relevante biokjemiske variabler. Alle prevene ble oppbevart i vanlig fryser,
utenom hjerne, blod, slim og skjellprever. Disse ble oppbevart 1 superfryser 1 -80 °C. Hos torsk
fra Tromse ble det kun samlet inn skjell, DNA (finneklipp), lever, muskel og otolitt.

Aldersbestemmelse med otolitter

For aldersbestemmelse ble otolitter hentet ut fra hver torsk og renset for vevsrester. Deretter ble
de delt i to gjennom sentrum med en skalpell, og den ene halvdelen ble forsiktig oppvarmet over
en flamme til den fikk en nettebrun farge. Oppvarmingen tydeliggjorde vintersonene, som

deretter ble telt manuelt under en lupe for & fastsette fiskens alder (Vedlegg 2).

2.5.Kildebruk

Kunstig intelligens-verktoyet ChatGPT (OpenAl, 2025) er benyttet som stotte 1 arbeidet med
denne masteroppgaven. Verktoyet har blitt brukt til sprakvask og forbedring av faglig
sprakfering. Det er ogsa brukt til teknisk bistand for & gi kode til utforming av figurer og
gjennomforing av statistiske analyser i RStudio. Deler av innledningen er fra eget arbeid

utarbeidet i forbindelse med emnet MINA310.
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2.6. Dataprosessering og statistiske metoder

All analyse er gjennomfoert i R programvare (Versjon: 4.2.1 (2022-06-23)). Analysene er sa
utfort 1 RStudio og inkluderer bruk av tidyverse, ggplot2, AICcmodavg, dplyr, car, og stats.

Kilde og forarbeid til miljedata

Data for miljevariablene TOC (Total Organic Carbon), ODO (oksygenmetning), PFOA og PFOS
er utarbeidet og analysert av Ane Mathilde Runge Christansen som del av et tilknyttet
mastergradsprosjekt ved NMBU (Christansen, 2025). Beregningene, provehdndtering og
leveranalyser ble gjennomfert av henne underveis av denne oppgaven, og resultatene er gjort

tilgjengelig for bruk her etter avtale.

Datasammenstilling og opprydding

Datainnsamlingen har resultert i flere separate datasett: biologiske mélinger (bl.a. lengde, vekt,
K-faktor, LSI, otolittalder), miljevariabler per stasjon (bl.a. TOC i sediment og oksygenverdier i
bunnvann), samt hormonmalinger (kortisol og kortison) fra bade skjell og slim. For & gjore
dataene sammenlignbare ble alle datasettene slatt sammen til et felles datasett i R. Koblingen
mellom datasettene ble gjort via felles identifikatorer som individnummer og sone. Biologiske
maélinger og hormonprever ble slitt sammen pd individniva, mens miljodata ble knyttet til fisk
basert pa fangstlokalitet, ved & bruke gjennomsnittsverdier av TOC og gjennomsnittet av
oksygen i bunnvann per lokalitet. Videre ble det utfort transformasjoner og beregninger av nye
variabler. Det ble ogsa beregnet en ny variabel basert pa forholdet mellom kortison og kortisol i
bade skjell og slim. Enkelte feil og avvik (f.eks. urealistiske verdier eller manglende data) ble

fjernet etter visuell inspeksjon og filtrering.

Hypotesetesting og gruppesammenligninger

For 4 vurdere om det eksisterer statistisk signifikante forskjeller i biologiske eller hormonelle
variabler mellom de ulike sonene, ble det brukt enveis variansanalyse (ANOVA) for
kontinuerlige variabler som kortisol, kortison, kortison/kortisol-ratio, K-faktor og LSI. Ved
signifikante ANOV A-resultater ble det gjennomfert post-hoc-analyser med Tukey's HSD for &

identifisere hvilke soner som skilte seg signifikant fra hverandre.
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Modellering og variabelutvelgelse

Som en del av malsettingen om & underseke hvordan miljestress og fysiologiske faktorer
pavirker torskens helsetilstand, ble det benyttet linezr regresjonsmodellering. Malet var &
identifisere hvilke variabler som forklarer mest av variasjonen av biologiske og hormonelle
verdier. Spesielt ensket jeg & avdekke hvilke faktorer som er assosiert med ekte nivaer av
kortisol og kortison, samt vurdere hva som driver variasjonen i fysiologiske indikatorer som
leverstorrelse og kondisjonsfaktor. Modelleringen stotter dermed opp under problemstillingen,
som handler om 4 kartlegge geografiske helseforskjeller og miljebelastning hos torsk i

Oslofjorden.

For & unnga overtilpasning og samtidig identifisere de mest forklarende variablene, ble
modellene sammenlignet ved hjelp av AICc (Akaike’s Information Criterion, korrigert for smé
utvalg). Dette tillot en systematisk vurdering av konkurrerende modeller, som inkluderte ulike
kombinasjoner av forklaringsvariabler: fangstlokalitet (sone), TOC (total organisk karbon), alder,
K-faktor, LSI, PFOS og PFAS, samt enkelte interaksjonseffekter. Modellen med lavest AICc ble
vurdert som best stottet av data. Valget av AICc som utvalgskriterium er s&rlig hensiktsmessig i
okologiske studier med relativt smé utvalg, der kompleksitet mé balanseres mot
generaliserbarhet (Burnham et al., 1998; Symonds & Moussalli, 2011). For alle linezere modeller
ble forutsetningene testet ved & inspisere residualplott for & sikre at antakelser om linearitet,
normalfordeling og homoskedastisitet var tilfredsstillende oppfylt. Forutsetningene for linearitet
ble vurdert ved inspeksjon av residualplott og Q—Q-plott. Den opprinnelige modellen for
kortisol, kortison og kortison/kortisol forhold i skjell og slim viste noe heteroskedastisitet og
avvik fra normalfordeling, Etter log-transformasjon ble residualfordelingen forbedret, med
tilneermet konstant varians og normalfordelte residualer. De log transformerte modellene ble

derfor brukt 1 videre AIC-baserte modellutvalg.
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3. Resultat

3.1. Aldersstruktur

Torsken viste en forventet gkning i lengde med alder, men aldersfordelingen varierte mellom
lokasjonene (Figur 7 og 8). Eldre individer (2—4 &r) dominerte 1 Drobak og hadde hoyere lengde
enn jevnaldrende fra indre lokaliteter. I aldersgruppen 2 ar oversteg mange individer fra Drobak
og enkelte fra Berumsbassenget 30 cm, mens fisk fra Ytre Ostoya hovedsakelig 14 under 22 cm.
Yngre fisk (0—1 ar) viste mindre lengdevariasjon og ble i hovedsak registrert i de indre

omréadene, som hadde en overvekt av unge individer (Tabell 1).
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Figur 7. lengde ved gitt alder hos torsk fanget i ulike soner i Oslofjorden hest 2024. Hver prikk representerer et
individ, fargekoden viser hvilken lokasjon fisken er hentet fra.
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Figur 8. Aldersfordeling hos torsk (malt ved avlesning av otolitt) fordelt pa fire soner fanget i Oslofjorden host
2024. Hver sgyle viser totalt antall individer i hver aldersgruppe (0—4 ar), hvor farger representerer de ulike
fangstsonene.
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3.2. Kondisjonsfaktor (K-faktor)

Torsk fra Tromse hadde en gjennomgaende hoyere kondisjonsfaktor (Tabell 1, vedlegg) (MD =
1,00) enn fisk fra Oslofjorden, og stor spredning (Figur 9; Tabell 1). Drabak og Ildjernet hadde
ogsa relativt haye medianverdier (0,90) og (0,83), mens Ytre Ostaya og Baerumsbassenget 14
lavest, rundt (0,80), med minst spredning i sistnevnte. Tukey’s post-hoc test (Tabell 2, vedlegg)
viste at Tromse-fisk hadde signifikant heyere kondisjonsfaktor enn fisk fra Baerumsbassenget,
Ytre Ostoya og Ildjernet (p < 0,05). Ovrige sammenligninger var ikke signifikante, men en mulig

trend mellom Ytre Ostoya og Drebak ble indikert (p = 0,12).

1.2
. Lokasjon
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c
% lidjernet
'g Drobak
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Beerumsbassenget Ytre Ostoya lidjernet Drobak Tromso
Lokasjon

Figur 9. Fordeling av kondisjonsfaktor (Fultons K) hos torsk fanget i ulike lokaliteter i
Oslofjorden. Tromse er brukt som referanseomradet. Hver prikk representerer et individ, mens
fiolindiagrammet viser fordelingen av verdier innen hver lokalitet der tjukkere fiolindeler viser
hvor det er flest observasjoner
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3.3. Lengde - vekt forhold

Det ble det observert en tydelig positiv sammenheng mellom torskens lengde og vekt (Figur 10).

Dette innebarer at vekten gkte 1 takt med lengden.
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Figur 10. Lengde (cm) ved vekt (gram) i log10 skala hos torsk i ulike soner i Oslofjorden hasten 2024 og
Tromse februar 2025. Hver farge representerer en sone i Oslofjordgradienten fra Ytre (Drebak) til indre fjord
(Barumsbassenget) og referansesone (Troms@). Aksene er pa logaritmisk skala.

Modellseleksjonen (Tabell 3) viste at modellen som kun inkluderte lengde, hadde storst statte for
a forklare variasjonen i vekt hos torsk. (AICc =-57,26; AICcWt = 0,59). Modeller som ogsa
inkluderer TOC og bunnvannsoksygen (ODO) hadde noe hayere AICc-verdier, men liten stotte.
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Tabell 3. Modellseleksjon (AICc) for & forklare log-transformert vekt hos torsk fanget i
Oslofjorden hast 2024. Modellene inkluderer ulike kombinasjoner av forklaringsvariablene

log-transformert lengde (log(Lengde cm)), sone, TOC og bunnvannsoksygen (ODO).

Modellene er rangert etter Akaike’s Information Criterion korrigert for smé utvalg (AICc).

Modell K AlCc AAICc AICcWt LL

log(Lengde) 3 -57,26 0,00 0,59 32,13
log(Lengde)+TOC 4 -54,64 2,63 0,16 32,19
log(Lengde)+ODO 4 -54,53 2,73 0,15 32,14
log(Lengde)*TOC 5 -52,32 4,94 0,05 32,52
log(Lengde)*ODO 5 -51,92 5,34 0,04 32,33
log(Lengde)+Sone 6 -49,66 7,60 0,01 32,83
log(Lengde)*Sone 9 -44,62 12,64 0,00 36,31
Sone 5 67,20 124,47 0,00 -27,24
Snitt 2 80,18 137,45 0,00 -37,85

Resultatene fra regresjonsanalysen, basert pd modellen med storst stotte (Tabell 3), viste en sterk,

positiv og signifikant ssmmenheng mellom log-transformert vekt og log-transformert lengde hos

torsk (Tabell 4, vedlegg). Regresjonsmodellen forklarte en svart hgy andel av variasjonen i
log(vekt), med en justert R>-verdi pd 0,993. Tilherende estimat for koeffisienten til log(lengde)
var 3,17. Resultatene fra ANOVA viste at modellen var statistisk signifikant (SS = 24,31; F =

3828; p < 0,001).

Det smale konfidensintervallet langs regresjonslinjen (Figur 11) indikerte hoy presisjon i

prediksjonen, noe som ogsa ble underbygget av at de fleste datapunktene 14 tett rundt linjen.
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Figur 11. Prediksjonsplott mellom lengde og vekt hos torsk fra Oslofjord hest 2024 og Tromse februar 2025,
fremstilt i log10 skala. Den svarte linjen viser predikert vekt basert pa log transformert lengde, med grétt band
som illustrerer 95 % konfidensintervall. Punktfargene representerer de ulike lokasjonene der fiskene ble samlet
inn. Prediksjonene ble utfert ved & bruke den utvalgte lengde-vekt-modellen fra Tabell 3.
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3.4. Lever-somatisk indeks (LSI)

LSI viste litt variasjon mellom de fem undersekte lokasjonene (Tabell 5, vedlegg; Figur 12).
Gjennomsnittet varierte mellom 1,7 % og 2,5 %, med standardavvik fra 0,5 % til 1,1 %.
Barumsbassenget hadde hoyest medianverdi (2,6 %), etterfulgt av Ytre Ostoya (2,4 %) og
Ildjernet (1,5 %), mens Drebak og Tromse 14 lavest (1,4 %).

Bearumsbassenget og Ytre Ostoya hadde noe bredere variasjon og hayere konsentrasjon av LSI-
verdier 1 det evre omradet av skalaen, mens Drebak og Tromse viste en smalere fordeling rundt
de lavere verdiene. I Ildjernet og Drebak var fordelingen mer skjev mot de laveste verdiene.
Enveis ANOVA (Tabell 6, vedlegg) viste ingen signifikante forskjeller i LSI mellom lokalitetene
(F(4,33)=1,197,p=0,33).

0.04

Lokasjon
Baerumsbassenget

Ytre Ostoya

LSI

0.02 lidjernet
Drobak

Tromso

0.00

Baerumsbassenget Ytre Ostoya lidjernet Drobak Tromso
Lokasjon

Figur 12. Fiolinplott viser LSI for torsk fanget i Oslofjorden hasten 2024 og Tromse februar 2025. Hver prikk
representerer et individ, mens fiolindiagrammet viser fordelingen og tettheten av verdier innen hver lokalitet.
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Blant de testede modellene (Tabell 7), fikk modellen med TOC som eneste forklaringsvariabel
mest stotte (AICc =-186,91; AICcWt = 0,29). Modeller som ogsa inkluderer bunnvannsoksygen
(ODO), snitt og lengde hadde ogsa lave AICc-verdier, men liten stotte.

Tabell 7. Modellseleksjon (AICc ) for & forklare variasjon i LSI hos torsk i Oslofjorden fanget host 2024.
Modellene inkluderer ulike kombinasjoner av forklaringsvariablene lengde, sone, TOC og oksygenniva
(ODO), Kortisol_skjell, Kortison_skjell, Kortison/Kortisol ratio i skjell. Modellene er rangert etter
Akaike’s Information Criterion korrigert for sma utvalg (AICc).

Model K AlCc AAICe AICcWt LL

TOC 3 -186,91 0,00 0,29 96,95
ODO 3 -185,68 1,23 0,16 96,34
Snitt 2 -185,54 1,37 0,15 95,01
Lengde 3 -185,21 1,70 0,12 96,11
Kortison_Kortisol ratio_skjell 3 -183,59 3,32 0,06 95,29
Alder 3 -183,51 3,40 0,05 95,25
Kortisol.skjell 3 -183,13 3,78 0,04 95,06
Kortison.skjell 3 -183,04 3,87 0,04 95,02
Sone 5 -181,24 5,67 0,02 96,98
Sone + TOC 5 -181,24 5,67 0,02 96,98
Sone + ODO 5 -181,24 5,67 0,02 96,98
Sone + TOC + ODO 5 -181,24 5,67 0,02 96,98
Sone * TOC 5 -181,24 5,67 0,02 96,98

Resultatene fra regresjonsanalysen basert p4 modellen med mest stotte (Tabell 7) viste en positiv
sammenheng mellom total organisk karbon (TOC) og leverstarrelse hos torsk (Tabell 8,
vedlegg). Hayere TOC-nivaer var assosiert med gkt LSI (Est=0,003; SE = 0,001). Modellen var
ner statistisk signifikant (F = 3,870, p = 0,06), og forklarte en begrenset andel av variasjonen 1
LSI (justert R* = 0,096). Prediksjonsplottet (Figur 13) illustrer hgyere nivéer av total organisk

karbon (TOC) assosiert med okt predikert leverstorrelse.
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Figur 13. Prediksjonsplott mellom total organisk karbon i sedimentene (TOC) og LSI hos torsk fanget i
Oslofjord hasten 2024. Den svarte linjen viser predikert leversterrelse basert pa en linear regresjonsmodell,
og det gra bandet representerer 95 % konfidensintervall. Punktfargene angir de ulike lokalitetene fisken ble
samlet inn fra. Prediksjonene ble utfort ved & bruke den utvalgte modellen i Tabell 7.
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3.5. Skjell - Kortisol og kortison

Resultatene fra malingene av kortisol og kortison i fiskeskjell utgjorde en tydelig gradient i
hormonverdier fra indre til ytre del av fjorden (Figur 14; Tabell 9). Gjennomsnittlig kortisolniva
var hayest i Dragbak (29,3 ng/g), etterfulgt av Ildjernet (12,5 ng/g), Ytre Ostaya (10,1 ng/g), og
lavest 1 Berumsbassenget (6,0 ng/g). Medianverdiene fulgte tilnaermet samme menster. For
kortison, var gjennomsnittsnivaet ogsa hayest i Drabak (0,60 ng/g), etterfulgt av Ildjernet (0,37
ng/g), Ytre Ostoya (0,35 ng/g), og lavest i Berumsbassenget (0,21 ng/g). Resultatene fra enveis
ANOVA (Tabell 10, vedlegg) viste at forskjellene mellom sonene var statistisk signifikante for
bade log transformert kortisol (Fs,2a = 5,10; p = 0,007) og log transformert kortison (F3,24 = 4,90;
p=10,009).
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Figur 14. Viser fordeling av kortisol (venstre panel) og kortison (heyre panel) malt i fiskeskjell fra torsk fanget i fire
ulike soner i Oslofjorden (Fra indre til ytre del). Hver prikk representerer et individ, og boksplottet viser median og
variasjonsomrade for hver sone.
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Tabell 9. Statistikk for kortisol og kortison i fiskeskjell, som viser Antall fisk (N), gjennomsnittlig kondisjonsfaktor
(Gj.snitt), standardavvik (SD) og median (MD) for hver sone.

KORTISOL KORTISON
SONE N GJ.SNITT SD MD N GJ.SNITT SD MD
BZARUMSBASSENGET 6 6,05 7,21 2,98 6 0,20 0,20 0,12
YTRE OSTOYA 5 10,09 11,48 6,33 5 0,35 0,29 0,32
ILDJERNET 6 12,49 8,06 10,91 6 0,37 0,15 0,34
DROBAK 11 29,28 21,64 28,2 11 0,59 0,30 0,57

Modellseleksjonen (Tabell 11) viste at modellen med béde sone og kondisjonsfaktor hadde mest
stotte for & forklare variasjonen i log-transformert kortisol i skjell hos torsk (AICc = 84,28;
AICcWt = 0,35), tett fulgt av modellen med kun sone (AICc = 85,03; AICcWt = 0,24). Ovrige

modeller hadde vesentlig lavere statte og ble vurdert som mindre forklaringsdyktige.

Tabell 11. Modellseleksjon (AICc) for & forklare variasjon i log transformert kortisolniva i skjell hos torsk
fanget 1 Oslofjorden hesten 2024. Modellene inkluderer kombinasjoner av biologiske og miljgmessige
forklaringsvariabler som sone (lokasjon), PFOA, PFOS, Alder og LSI

Modell K AICc AAICc AICcWt LL
Sone + K_ faktor 6 84,28 0,00 0,35 -34,14
Sone 5 85,03 0,76 0,24 36,15
Sone + PFOA 6 85,19 0,91 0,22 34,59
Sone + PFOS 6 87.17 2,89 0,08 -35,59
PFOS + PFOA + Sone 7 88,60 432 0,04 -34,50
Snitt 2 90,54 6,26 0,02 -43,03
Alder 3 91,85 7,58 0,01 42,43
PFOA 3 91,99 7,71 0,01 42,49
PFOS 3 92,00 7,72 0,01 42,50
PFOS + PFOA 4 92,31 8,04 0,01 41,29
LSI 3 92,57 8,30 0,01 42,79
K_faktor 3 93,06 8,78 0,00 -43,03
Alder + LSI 4 94,27 9,99 0,00 42,27
K_faktor * LSI 5 97,63 13,35 0,00 42,45

29



Resultatene fra regresjonsanalysen basert pa modellen med mest stotte (Tabell 11) viste at bade
sone og kondisjonsfaktor bidrar til & forklare variasjonen i kortisolniva i skjell hos torsk (Tabell
12, vedlegg). Torsken fra Drabak hadde et estimat pa 2,04, noe som tilsier et hoyere kortisolniva
sammenlignet med Barumsbassenget. Estimatene for Ildjernet (1,06) og Ytre Ostoya (0,22)
indikerer en svakere, men fortsatt positiv ekning i kortisolniva i disse omrddene sammenlignet
med Barumsbassenget. Videre viste analysen en negativ sammenheng mellom kondisjonsfaktor
og kortisolnivd, med et estimat pa —4,87. Dette innebarer at individer med lavere
kondisjonsfaktor hadde tendens til hoyere nivier av kortisol. ANOV A-resultatene viste at sone
forklarte en sterre andel av variasjonen i kortisolniva (SS = 13,75; F =5,61) enn
kondisjonsfaktor (SS =2,91; F = 3,56). P-verdien for kondisjonsfaktor var 0,07, noe som ikke er
statistisk signifikant, men ligger nar det konvensjonelle signifikansnivaet. Modellen hadde en
justert R%-verdi pa 0,38, noe som betyr at omtrent 38 % av variasjonen i kortisolniva kunne

forklares av kombinasjonen av sone og kondisjonsfaktor.

Det ble funnet signifikante forskjeller i bdde log-transformerte kortisol- og kortisonnivéer i
torskeskjell mellom sonene i Oslofjorden (Tabell 13, vedlegg). Tukey’s post-hoc-test viste at
nivéene 1 Drebak var signifikant heyere enn i Berumsbassenget for bdde kortisol (p = 0,01) og
kortison (p = 0,01). I tillegg naermet forskjellen mellom Drebak og Ytre Ostoya seg signifikans

for kortisol (p = 0,08). Ingen andre sammenligninger viste seg & vaere statistisk signifikante.

Kortisolnivaet i skjell viste en tydelig negativ sammenheng med kondisjonsfaktor i
Barumsbassenget og Ytre Ostoya, mens denne sammenhengen var svakere i [ldjernet og
fravaerende 1 Drebak (Figur 15). Dette viser at torsk med lavere kondisjon 1 enkelte deler av
fjorden hadde heyere predikert kortisolniva. Den bratteste nedgangen ble observert i Ytre
Ostoeya, hvor kortisolnivaet falt markant med ekende kondisjonsfaktor. I Dregbak var trenden 1
nedgangen ikke like bratt, mens kortisolnivaet i [ldjernet holdt seg relativt konstant uavhengig av

kondisjonsfaktor.
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Figur 15. Predikert log-transformert kortisolniva (ng/g) i fiskeskjell hos torsk fanget i ulike soner i
Oslofjorden hest 2024, som en funksjon av kondisjonsfaktor. Plottet viser predikert log-kortisol
basert pa en linear regresjonsmodell med interaksjon mellom sone og kondisjonsfaktor (k_faktor),
inkludert 95 % konfidensintervaller (skyggelagte omrader).
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3.6.Slim - Kortisol og kortison

Malinger av kortisol i torskeslim viste tydelige og statistisk signifikante forskjeller mellom
sonene (Figur 15; Tabell 14). Gjennomsnittlig kortisolniva var heyest i Drebak (91,0 ng/mL),
etterfulgt av Ildjernet (14,9 ng/mL) og Ytre Ostoya (12,4 ng/mL), mens Tromse hadde det
laveste nivdet (0,42 ng/mL). Spredningen var ogsé betydelig storre i Drebak (SD = 90,6).
Medianen i Drebak (64,5 ng/mL) 1& vesentlig hoyere enn i de andre sonene, hvor verdiene
varierte fra 13,3 til 0,33 ng/mL. En enveis ANOVA pa log-transformerte verdier (Tabell 15,
vedlegg) bekreftet at forskjellen i slimkortisol mellom sonene var statistisk signifikant (Fs,27 =

45.81; p < 0,0001)

Nivéene av kortison i slim fulgte et lignende menster som kortisol (Figur 16; Tabell 14). Drgbak
hadde det hoyeste gjennomsnittet (1,64 ng/mL) og medianverdien (1,15 ng/mL), etterfulgt av
Ildjernet og Ytre Ostoya, med verdier rundt 0,7 ng/mL. Tromse hadde det laveste kortisonnivéet
med bade gjennomsnitt og median pd 0,21 ng/mL. En enveis ANOVA av log-transformerte

kortison verdier (Tabell 15, vedlegg) viste ogsa en signifikant forskjell mellom sonene (Fs,27 =
17,58; p <0,0001).

Kortisol (ng/mL)
[LL-

Kortison (ng/mL)

Lokasjon Lokasjon
Figur 16. Viser fordeling av kortisol (venstre panel) og kortison (heyre panel) pa log10 skala malt i fiskeslim fra torsk

fanget i tre ulike soner i Oslofjorden (Fra indre til ytre del) og Tromse. Hver prikk representerer et individ, og
boksplottet viser median og variasjonsomrade for hver sone.
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Tabell 14.Statistikk for kortisol og kortison i torskeslim, som viser antall fisk (N), gjennomsnittlig

kondisjonsfaktor (Gj.snitt), standardavvik (SD) og median (MD) for hver sone.

KORTISOL KORTSION
SONE N GjSnitt  SD MD N Gj.Snitt  SD MD
YTRE OSTOYA 5 12,44 8,17 13,3 5 0,64 0317 0,54
ILDJERNET 6 14,95 10,1 16,9 6 0,73 0,640 0,56
DROBAK 10 91,03 90,57 64,5 10 1,64 1,177 1,15
TROMS@ 10 0,42 0,21 0,33 10 0,21 0,035 0,21

Tukey’s HSD post-hoc-test (Tabell 16, vedlegg) viste at Tromse hadde signifikant lavere kortisol

sammenlignet med alle andre soner (p < 0,05). I tillegg var det signifikante forskjeller mellom

Drebak og bade Ytre Ostoya (p = 0,02) og Ildjernet (p = 0,02). Forskjellen mellom Ildjernet og
Ytre Ostoya var ikke signifikant (p = 0,99).

For kortisonnivéer i slim ble det funnet signifikant lavere verdier i Tromse sammenlignet med de

ovrige lokalitetene 1 Oslofjorden (p < 0,05). Signifikante forskjeller ble ogsa funnet mellom

Drebak og Ytre Ostoya, og mellom Drebak og Ildjernet (p < 0,05). Derimot var forskjellen
mellom Ildjernet og Ytre Ostaya ikke signifikant (p = 1,00).
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3.7.Kortison/kortisol-forhold

Kortison/kortisol-forholdet varierte mellom ulike soner i Oslofjorden, og var pavirket av
vevstypen som ble analysert (Figur 17; Tabell 17). I skjell var forholdet hoyest 1 Ytre Ostoya
(gj.snitt = 0,045), etterfulgt av Beerumsbassenget (0,039), Ildjernet (0,034) og lavest i Drabak
(0,026). Medianverdiene fulgte samme menster. En enveis ANOVA (Tabell 20, vedlegg) av
kortison/kortisol-forhold i skjell viste en signifikant forskjell mellom sonene (Fs,27 = 4,66; p =

0,011).

I slimprevene var det et lignende meonster, men her manglet det slimprover fra
Barumsbassenget. Gjennomsnittlig kortison/kortisol-forhold var heyest i Tromse (0,572), som
ogsé har den hgyeste medianverdien (0,638). Blant Oslofjord-sonene var den gjennomsnittlige
slim-ratioen hayest 1 Ytre Ostaya (0,065) tett etterfulgt av Ildjernet (0,052), mens Drebak har de
laveste verdiene (0,039). En enveis ANOVA (Tabell 20, vedlegg) av log-transformert
kortison/kortisol-forhold i slim viste en tydelig signifikant forskjell mellom sonene (Fs,27 =

49,76; p < 0,0001).

Skiell Slim

Kortison/Kortisol-ratio

®le $
0.01 = °

Lokasjon

Figur 17. Kortison/kortisol-forhold i log10 skala fra torsk i ulike soner i Oslofjorden og Tromse, malt i to ulike
vevstyper: skjell (venstre panel) og slim (hayre panel). Hver boks viser median, interkvartilomrade og spredning i
ratioen for hver lokalitet. Hver prikk representerer et individ.
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Tabell 17. Statistikk for kortison/kortisol-forhold i fiskeslim og skjell, som viser Antall fisk (N), gjennomsnitt
(Gj.snitt), standardavvik (SD) og median (MD) for hver sone.

SKJELL SLIM
SONE N Gj.snitt SD MD N Gj.snitt SD MD
BZARUMSBASSENGET | 6 0.039 0.009 0.038
DROBAK 11 0.026 0.01 0.025 11 0.039 0.04 0.023
ILDJERNET 6 0.034 0.01 0.032 6 0.052 0.021 0.045
YTRE OSTOYA 5 0.045 0.014 0.05 5 0.065 0.033 0.06
TROMS@ 10 0.572 0.17 0.638

Modellseleksjonen (Tabell 18) viste at modellen med sone hadde mest stotte for a forklare

variasjonen 1 kortison/kortisol-forholdet i skjell (AICc =-169,42; AICcWt = 0,20). Variabler

som alder, LSI og kondisjonsfaktor alene forte til modeller med hoyere AICc-verdier og ble

derfor vurdert som mindre egnet. Modellene som inkluderte miljogifter som PFOA og PFOS,

bade alene og i kombinasjon med sone, oppnadde heller ikke tilstrekkelig med stotte.

Tabell 18. Modellseleksjon (AICc) for & forklare variasjon i kortison/kortisol forhold i skjell hos torsk fanget
i Oslofjorden hasten 2024. Modellene inkluderer kombinasjoner av biologiske og miljgmessige
forklaringsvariabler som sone (lokasjon), PFOA, PFOS, alder, LSI, kondisjonsfaktor og oksygen i

bunnvannet (ODO)

Modell K AICc A_AICc AICcWt LL

Sone 5 -168.42 0 0.32 90.57
Sone + K_faktor 6 -167.73 0.69 0.23 91.87
PFOA + Sone 6 -166.79 1.63 0.14 91.4
PFOS + Sone 6 -165.75 2.68 0.08 90.87
ODO 3 -164.94 3.48 0.06 85.97
Snitt 2 -163.82 4.6 0.03 84.15
Lengde 3 -163.55 4.87 0.03 85.28
Alder 3 -163.47 4.95 0.03 85.24
PFOS 3 -162.59 5.83 0.02 84.8
ODO + K _faktor 4 -162.23 6.19 0.01 85.98
PFOA 3 -162.23 6.19 0.01 84.61
LSI 3 -161.87 6.55 0.01 84.44
K faktor 3 -161.61 6.82 0.01 84.3

Alder + K_faktor 4 -160.76 7.66 0.01 85.25
K_faktor + LSI 4 -159.34 9.08 0 84.54
K_faktor * LSI 5 -156.84 11.58 0 84.78
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Resultatene fra regresjonsanalysen (Tabell 19, vedlegg) basert pA modellen med mest stotte
(Tabell 18) viste at sone forklarte en signifikant andel (F =4,657; p=0,01) av variasjonen 1
kortison/kortisol-forholdet i skjell hos torsk, med et justert forklaringsniva pa R? = 0,289.
Estimatene viste at torsken fra Drebak hadde et lavere forhold mellom kortison og kortisol
sammenlignet med beerumsbassenget (Est=-0,012), det samme gjelder Ildjernet (Est=-0,005),
mens Ytre Ostaya hadde et noe hoyere forhold (Est = 0,006).

For kortison/kortisol-forhold i skjell viste Tukey’s HSD post-hoc-test (Tabell 21, vedlegg)
signifikant forskjell mellom Drabak og Ytre Ostoya (p = 0,01). I tillegg ble det observert en nar
signifikant forskjell mellom Dregbak og Berumsbassenget (p = 0,09). @vrige sammenligninger
var ikke signifikante (p > 0,05). For kortison/kortisol forholdet i slim viste Tukey’s HSD post-
hoc-test (Tabell 22, vedlegg) at Tromsg skilte seg signifikant fra alle Oslofjord-sonene (p <
0,001). I tillegg var forskjellen mellom Drebak og Ytre Ostaya naer signifikans (p = 0,08).

Ovrige sammenligninger var ikke signifikante (p > 0,05).

Det predikerte forholdet mellom kortison og kortisol i skjell var hayest i Berumsbassenget og
lavest i Drebak (Figur 18). Ytre Ostaya og Ildjernet viste verdier imellom, med relativt like

prediksjoner.
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Figur 18. Prediktert forhold mellom kortison og kortisol i skjell hos torsk fanget ved ulike lokasjoner i

Oslofjorden hest 2024. Prediksjonene er basert pa en generalisert linezer modell (GLM) med binomialfordeling og
logit-link, hvor sone ble brukt som forklaringsvariabel. Punktestimatene representerer predikert gjennomsnittlig
kortison/kortisol-forhold for hver sone, og vertikale linjer viser 95 % konfidensintervall. Prediksjonene ble utfort

ved & bruke den utvalgte modellen fra Tabell 18.
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4. Diskusjon

4.1. Hormonelle stressresponser langs miljggradienten i Oslofjorden

Resultatene fra bade skjell- og slimprever viste at torsk fanget i Dreobak hadde heyere nivaer av
bade kortisol og kortison enn individer fra de indre delene av Oslofjorden. Det ble dermed
observert en gkende trend i hormonnivaer fra indre mot ytre fjord. Selv om denne trenden er
tydelig i radataene, var ikke alle forskjellene mellom sonene statistisk signifikante. I skjell var
kun forskjellen mellom Drebak og Barumsbassenget signifikant for bade kortisol og kortison,
mens forholdet mellom dem var signifikant lavere 1 Drgbak enn ved Ytre Ostaya. I slim var
forskjellene 1 kortison/kortisol-forholdet tydeligere, med signifikant hayere verdier i Tromse
sammenlignet med alle Oslofjord-sonene. For kortison og kortisol i slim var det ogsa signifikante
forskjeller mellom Tromse og alle andre lokaliteter, samt mellom Drebak og bade Ytre Ostoya

og Ildjernet.

De lave nivéene av kortisol og kortison som ble mélt i torsk fra de indre delene av Oslofjorden
kan virke motstridende med hypotesen om forhayet hormonelt stress i omrader med kjent
miljebelastning. En naturlig antakelse er at lave nivder av stresshormoner indikerer at disse
fiskene ikke opplever stress. Denne tolkningen er imidlertid ikke entydig. Madaro et al. (2015)
rapporterte at atlantisk laks (Salmo salar) utsatt for uforutsigbart stress utviklet en gradvis
reduksjon i kortisolnivier og en dempet respons pa nye stressorer. Dette ble fulgt av gkt uttrykk
av enzymet 113-HSD2 i hypofysen, som er involvert i inaktivering av kortisol. Et lignende
menster ble rapportert av Vanhomwegen et al. (2023) som 1 tillegg viste at atlantisk laks
eksponert for kronisk stress hadde 29 % lavere kortisolniva i skjell og 25 % lavere i blod,
sammenlignet med kontrollgruppen. Ifelge Cyr & Romero (2009) finnes det flere mulige arsaker
til en redusert intensitet av den fysiologiske responsen til stressorer hos dyr. Redusert
hormonrespons kan skyldes (1) naturlige sesong- eller livshistorieendringer, (2) tilvenning til en
ufarlig stimulus, (3) fysiologisk desensitivisering uten lering, eller (4) utmattelse av

stressresponsen etter langvarig eksponering (Cyr & Romero, 2009).

I trdd med &rsak (1) kan man ikke utelukke at forskjeller 1 alder og kjennsmodning mellom

sonene har pavirket nivdene av stresshormoner. I de indre fjordomridene ble det fanget flere
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unge individer (under 2 &r), og nesten ingen av disse var kjgnnsmodne. I ytre fjord var det
derimot flere eldre fisk (2 r eller eldre), og noen av disse var ogsé kjennsmodne. Slike
biologiske forskjeller kan pavirke hormonproduksjonen, uavhengig av miljestress. Det er derfor
viktig & ta dette 1 betraktning ved tolkning av resultatene. Selv om slike biologiske forskjeller kan
pavirke hormonverdiene, er det usannsynlig at de alene forklarer de lave nivaene av
stresshormoner som ble funnet i omrader med kjent miljostress. Med tanke pa punkt (2) virker
tilvenning lite sannsynlig som forklaring. De miljomessige belastningene i indre fjord er ikke
tilfeldige eller ufarlige stimuli som fisken kan lere & overse. Tvert imot er disse miljofaktorene,
som redusert vannkvalitet, forurensning og lavt oksygeninnhold, bdde vedvarende og er

stressfaktorer med dokumentert effekt pa fiskehelse (Hontela, 1997; Thorarensen et al., 2017).

En mer sannsynlig forklaring er derfor at de lave hormonverdiene reflekterer enten en
fysiologisk desensitivisering uten lering (3) eller en reell utmattelse av stressystemet (4). Ved
desensitivisering reduseres kroppens hormonelle respons etter gjentatt eksponering, uten at
fisken nedvendigvis slutter & oppfatte miljobelastningen som skadelig. Dette kan skyldes
endringer i folsomheten eller reguleringen av HPI-aksen, og resulterer i lavere malbare nivier av
stresshormoner, selv om stressopplevelsen vedvarer (Barton, 2002). Alternativt kan langvarig
eksponering ha fort til en utmattelse av det fysiologiske stressystemet, der produksjonen av
kortisol svikter fordi systemet er overbelastet (Madaro et al., 2015). I motsetning til
desensitivisering, innebarer dette et faktisk sammenbrudd i hormonresponsen og ikke en
tilpasning. Begge prosessene er biologisk mulige og kan stemme overens med de lave verdiene

som ble malt i omrdder med kjent miljostress.

I en studie av Kennedy og Janz (2022) ble forholdet mellom kortison og kortisol undersgkt som
en potensiell biomarker i skjell og blod for kronisk stress hos gullfisk (Carassius auratus).
Studien rapporterte ingen signifikante forskjeller i kortison/kortisol-forholdet mellom den
stressede og kontrollgruppen. Den understreket imidlertid at et forheyet forhold teoretisk sett kan
indikere en nedregulert eller beskyttende hormonrespons ved langvarig stressbelastning.
Forfatterne papekte samtidig at tolkningen av dette forholdet er kompleks og mé vurderes i lys
av artsspesifikke forskjeller, vevstype samt stressorens varighet og intensitet. I en oppfelgende

og metodisk videreutviklet studie av Kennedy og Janz (2023b) ble disse sammenhengene
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ytterligere utforsket, denne gang med fokus pé regnbueerret (Oncorhynchus mykiss). Her ble det
funnet signifikant forheyede nivéer i skjellene hos stressede individer sammenlignet med
kontrollgruppen. Dette funnet fremhever potensialet for bruk av forholdet mellom kortison og
kortisol 1 skjell som en vurdering av stressbelastning over tid. Studiet illustrerer ogsa hvordan
arten og vevstypen kan pavirke bade oppdagelse og tolkning av hormonelle biomarkerer, noe

som er viktig 4 ta i betraktning ved sammenligning pa tvers av studier.

Bade Madaro et al. (2015) og Vanhomwegen et al. (2023) viste at langvarig stress hos atlantisk
laks forte til okt uttrykk av enzymet 113-HSD2 1 hypofysen. Pa bakgrunn av dette kan et
forheyet forhold mellom kortison og kortisol tolkes som et resultat av gkt enzymatisk omdanning
av kortisol til kortison. Dette er ogsé forenlig med en dempet hormonrespons ved kronisk stress
(Barton, 2002; Hontela, 1997; Madaro et al., 2015; Vanhomwegen et al., 2023). Et lavt forhold
mellom kortison og kortisol kan pa den andre siden indikere at organismen er i en fase der det er

behov for okt tilgjengelighet av aktivt kortisol, slik man ser ved akutt stress (Barton, 2002).

Tatt 1 betraktning de mulige mekanismene diskutert over, kan det lave kortisolnivéet i
kombinasjon med et forheyet kortison/kortisol-forhold hos torsk fra indre Oslofjord tolkes som
et uttrykk for en langvarig, kronisk belastning av det hormonelle stressystemet. Dette kan tyde pa
at aktiv kortisol i sterre grad blir inaktivert over tid for & begrense den fysiologiske belastningen
pa organismen eller grunnet utmattelse av HPI aksen (Cyr & Romero, 2009; Hontela, 1997;
Pottinger & Moran, 1993). Langvarig eksponering for stressrelaterte pakjenninger kan ogsa
medfore at kun de mest robuste stresstolerante individene overlever og reproduserer, mens mer
sarbare fisk selekteres bort. Det kan derfor vaere relevant & ta i betrakting en mulig naturlig
seleksjon for individer med dempet hormonrespons, og som i mindre grad aktivt skiller ut

kortisol ved nye stressorer (@Qverli et al., 2005).

En mulig forklaring pd de forheyede kortisol- og kortisonnivéene 1 skjell og slim hos torsken i
Drobak, er at de reflekterer en hormonell respons pé miljegifteksponering (Hontela, 1997).
Ifolge funn fra Christansen (2025) hadde torsk fra Drebak de hayeste nivaene av PFOS
(perfluoroktylsulfonat) i leveren sammenlignet med de andre sonene i Oslofjorden. PFOS er

kjent for & kunne forstyrre det endokrine systemet og pavirke hormonproduksjon og metabolisme
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(Gaillard et al., 2025; Lemos et al., 2023; Ma et al., 2023; Shi et al., 2009). Studier har vist at
eksponering for PFOS kan fore til aktivering av HPI-aksen og okt kortisolutskillelse 1 blod og
skjell hos fisk (Mortensen et al., 2011; Schumann et al., 2024). Dette gjor det biologisk mulig at

heye PFOS-nivéer 1 Drgbak har bidratt til den observerte gkte hormonelle stressresponsen.

Naér dette ses i forhold til at torsk fra Drabak ogsé hadde det laveste forholdet mellom kortison
og kortisol i skjell, tyder dette pé at fisken i denne sonen mulig star i en mer akutt og aktivert
stressrespons. Et lavt forhold mellom kortison og kortisol kan indikere at lite kortisol blir
inaktivert, noe som kan vere uttrykk for et okt behov for aktivt kortisol i mete med en belastning
som fortsatt pagar (Barton, 2002). I tillegg ble det observert stor variasjon i forholdet mellom
kortison og kortisol i denne sonen, noe som kan indikere at individene har ulik stresshistorikk.
En mulig forklaring er tilstedeverelsen av migrerende torsk, som tidligere er dokumentert i
omradet (Synnes et al., 2021). De migrerende torskene kan dermed ha vart eksponert for ulike

miljeforhold for provetaking.

Torsken fra Tromse hadde gjennomgéaende lavere nivaer av bade kortisol og kortison i slim
sammenlignet med torsken fra Oslofjorden. Dette er i trdd med forventningene for en
referansepopulasjon med lav miljepéavirkning. Samtidig hadde denne gruppen det hoyeste
forholdet mellom kortison og kortisol i slim. Et slikt forhold kan indikere enten gkt inaktivering
av kortisol 1 vevet, eller redusert behov for aktiv kortisol under akutt stress. Det ma imidlertid tas
heyde for at skjell fra Tromse ikke ble analysert 1 denne oppgaven, og dermed mangler det

informasjon om langtidseksponering for stress hos denne gruppen.

Selv om det ble forventet at de indre omradene, som Baerumsbassenget og Ytre Ostoya, skulle ha
de hoyeste nivdene av stresshormoner grunnet kjent miljebelastning og redusert vannkvalitet,
viste resultatene noen av de laveste kortisol- og kortisonverdiene i disse omradene. Dette var
uventet, og antyder at den opprinnelige hypotesen om heyest hormonelt stress i1 indre fjord kun
delvis stottes. Samtidig har tidligere studier vist at kronisk stress kan fore til lavere
kortisolnivaer, slik det er dokumentert hos laks (Madaro et al., 2015; Vanhomwegen et al.,
2023). Pa bakgrunn av dette kan de lave kortisol og kortisonnivdene hos torsk i indre fjord tolkes

som en dempet hormonrespons forarsaket av kronisk stress, i motsetning til fraver av stress. Selv
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om denne responsen i utgangspunktet ikke folger det forventede mensteret, kan den likevel vere

forenlig med hypotesen om at torsk i de indre omradene er utsatt for hoyere hormonelt stress.

4.2. Geografisk gradient i milj@ og fysiologisk tilstand

De studerte sonene i Oslofjorden ga et godt grunnlag for & underseke hvordan fysiologisk
helsetilstand hos torsk varierer langs en miljoegradient fra indre til ytre fjord. Det ble ikke funnet
statistisk signifikante forskjeller i kondisjonsfaktor mellom sonene, men raddataene viste en
tydelig tendens til hgyere kondisjonsfaktor hos torsk fanget i Drgbak, sammenlignet med
individer fra Baerumsbassenget og Ytre Ostoya. I tillegg viste torsk fra Drebak jevnt over bedre
vekst ved alder og en sterre andel eldre individer, noe som kan indikere bedre vekstbetingelser
og hoyere overlevelse 1 denne delen av fjorden. For lever-somatisk indeks ble det heller ikke
funnet signifikante forskjeller, men det ble observert en visuell tendens til hoyere LSI i de indre
lokalitetene. Referansesonen Tromse hadde signifikant heyere kondisjonsfaktor en
Barumsbassenget, Ildjernet og Ytre Ostoya, mens LSI-nivaet 14 omtrent pa samme niva som i

Drobak.

Kondisjonsfaktor gir verdifull innsikt i torskens energireserver (Dutil & Lambert, 2000; Y.
Lambert & J.-D. Dutil, 1997). I denne studien ble K-faktor brukt som et overordnet mal pa
kroppskondisjon for & sammenligne helsetilstanden hos torsk mellom de ulike lokalitetene. For a
undersoke mer subtile forskjeller i vekstmeonster innen Oslofjorden ble det derimot benyttet en
log-transformert regresjon mellom vekt og lengde. Resultatene fra denne analysen viste at torsk
fra ulike soner i fjorden fulgte en svert lik vekstkurve, noe som tyder pd at til tross ulike
miljebetingelser langs fjordgradienten, utviklet fisken seg etter samme grunnleggende menster.
Den allometriske koeffisienten pa 3,17 hos torsk i Oslofjorden samsvarer med verdier rapportert
for en hardt belastet bestand ved serkysten av Newfoundland (Cadigan et al., 2022), noe som kan
tyde pé lignende okologiske stressfaktorer. Verdien tilsvarer likevel en positiv allometrisk vekst
(Froese, 2006). Til sammenligning viste Arnason et al (2009) en heyere vekstkoeffisient pa 3,25
hos torsk som ble foret til metthet under kontrollerte og optimale forhold. Dette understreker at
torsk 1 Oslofjorden trolig ikke lever under optimale vekstbetingelser, til tross for at de folger et

konsistent vekstmenster pa tvers av sonene. Det er derimot ikke mange andre referanseverdier pa
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torskebestander, men Cadigan et al (2022) papeker at variasjon i den allometriske koeffisienten
kan gjenspeile fysiologiske og ekologiske forhold (som mattilgang, temperatur, modningsgrad

osv.), og ber tas hensyn til ved vurdering og forvaltning av torskebestander.

Selv om de gjennomsnittlige K-faktor verdiene i Oslofjorden 14 noe under det som regnes som
god kondisjon (<1,1), var de godt over nivaet som er forbundet med ekt dedelighet (<0,6) (Dutil
& Lambert, 2000), noe som antyder at fisken ikke er i akutt fare for redusert overlevelse. Det er
ogsa viktig & bemerke seg at kondisjonsfaktoren har sesongmessige svingninger grunnet endret
naringstilgang og gyteforhold (Dutil et al., 1995). Tidligere studier har vist at flere populasjoner
av Atlantisk torsk har heyest kondisjon og LSI om hgsten, spesielt fra september til desember,
for den avtar mot véren i forbindelse med gyting (Y. Lambert & J. D. Dutil, 1997; Rétz & Lloret,
2003). Dersom dette mensteret ogsa gjelder for torsken i Oslofjorden, er det sannsynlig at
individene i denne oppgaven ble fanget i en periode der kondisjonen var nar sitt sesongmessige
toppunkt. Til tross for at torsken ble fanget i en periode hvor kondisjonsfaktoren normalt er pa
sitt hayeste, ble det malt verdier som ligger lavere enn det som vanligvis forbindes med god
helse. Dette kan understotte antakelsen om at miljeforholdene i Oslofjorden ikke er optimale for

torskens vekst og ernaringstilstand.

Tromse ble inkludert som et referanseomrade med lav forventet miljopdvirkning. Fisken herfra
hadde signifikant heyere kondisjonsfaktor sammenlignet med de indre sonene i Oslofjorden og 14
tett opp mot 1. Dette regnes ikke som god kondisjon for torsk, men verdiene ligger derimot sveert
narme 1,1 som defineres som god. Man kan dermed fortsatt konkludere med bedre generell
helsetilstand 1 Tromse sammenlignet med indre Oslofjord. Selv om variasjoner 1 fangsttidspunkt
og genetiske forskjeller mellom populasjoner kan ha pavirket resultatene, antas bruken av torsk

fra Tromsg som referanse a vare relevant.

Nér det gjelder lever-somatisk indeks, ble det ikke funnet signifikante geografiske forskjeller
mellom sonene i denne studien. Det ble derimot observert en mulig trend av sterre til mindre LSI
fra indre til ytre del av fjorden. Variasjonen av LSI 14 i gjennomsnitt pad mellom 2,5 % til 1,4 %. |
Barumsbassenget og Ytre Ostoya 1a gjennomsnittet pa over 2%, noe som er innenfor den

forventede lever-somatiske indeksen pa mellom 2 og 6 for torsk (Jobling, 1988). I Ildjernet,
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Drebak og Tromse 14 derimot LSI pa under 2 %, noe som er mindre en det som er forventet ved
god helse. LSI hos torsk pavirkes i stor grad av neringstilgang, kjennsmodenhet og naringstype
(Jobling, 1988; Marshall et al., 1999; Pardoe et al., 2009). Studier av torsk viser at pelagisk diett
gir bedre kondisjon, LSI og gyteevne enn bentisk diett, og at sesong pa aret ogsa kan pavirke
(Mello & Rose, 2005; Sherwood et al., 2007). Fordi torsken i Oslofjorden ble fanget i desember,
og naringstilgangen 1 Dragbak antas & vaere bedre en indre fjord, er disse resultatene noe
overraskende. Det er derfor lite sannsynlig at den observerte lave LSI i Drabak og Tromse har
oppstétt grunnet forrestriksjon/sult, dette kan ogsa sees 1 sammenheng med kondisjonsfaktoren,
som var heyest i disse omraddene. Videre var det svaert fa av individene som var kjennsmodne,
men de fa som var det, befant seg hovedsakelig i Drebak og Tromse. Utviklingen av gonader i
forkant av gyting krever betydelige energireserver, noe som kan g pd bekostning av
energilagring i leveren (Dahle et al., 2003). Dette kan dermed potensielt forklare hvorfor torsken

1 ytre Oslofjord hadde lavere LSI en forventet.

Tidligere undersekelser av torsk 1 Oslofjorden har derimot vist et annerledes LSI-menster enn
det som er funnet i denne oppgaven. Bergland (2012) fant i sin masteroppgave at torsk i1 indre
Oslofjord hadde lavere LSI enn torsk i ytre deler av fjorden. Samtidig viste biomarkermalinger at
torsken i de indre omradene hadde hayere eksponering for miljegifter. Det er imidlertid viktig &
merke seg at studien til Bergland (2012) ikke maélte eksponering for PFAS-stoffer, slik som ble
pavist i torskenes lever fra Drebak (Christansen, 2025). I lys av dette blir funnene i min oppgave
serlig interessante ettersom nivaet av organisk karbon (TOC) i sedimentet hadde en neer
signifikant effekt pd LSI, tross lavt antall torsk i studien. Den utvalgte modellen (Tabell 8)
estimerte at hoyere nivéer av organisk karbon i sedimentet var svakt positivt assosiert med okt
leverstorrelse. Sammenhengen kan reflektere okt neringstilgang, men ber ogsé vurderes i lys av

potensiell miljgbelastning fra forurensning bundet til organisk karbon.

Omrader som Baerumsbassenget har gjennom lengre tid mottatt store mengder organisk
materiale, serlig fra elver, avlep, kloakk og jordbruksavrenning (Frigstad et al., 2024; Johansen
& Samdal, 1995), noe som forer til akkumulering av TOC 1 sedimentene (Hale et al., 2016;
Hinojosa et al., 2014). Nar slikt materiale brytes ned av mikroorganismer, forbrukes oksygen i

sediment og bunnvann. Dette resulterer 1 redusert redokspotensial og kan fere til periodisk
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oksygenmangel samt dannelse av toksiske forbindelser som hydrogensulfid (H.S) (Caswell et al.,
2018; Hinojosa et al., 2014), som er kjent for & kunne péfere fysiologisk stress hos fisk (Smith,
1976). Okt TOC-niva indikerer derfor hgy organisk belastning som kan fungere som et reservoar
for miljegifter (Johansen & Samdal, 1995). Disse miljogiftene kan s& akkumuleres 1 bunnmiljoet
og utgjere en toksisk trussel for bunnlevende arter (Camacho-Jiménez et al., 2023; Wenning &
Martello, 2014). Flere studier har vist at eksponering for slike miljogifter kan fore til okt
leverstorrelse hos fisk, reflektert som hoyere LSI (Blazer et al., 2018; Long et al., 2020; Morado
et al., 2017; Topi¢ Popovi¢ et al., 2023). Dette skyldes at leveren ma arbeide mer intensivt med
avgiftning og metabolisme, noe som utleser okt metabolsk aktivitet i levervevet og som ofte
resulterer i at leveren bade vokser i sterrelse og far flere leverceller (Topi¢ Popovic et al.,
2023).Denne fysiologiske tilpasningen gjor at fisken kan hindtere en storre belastning av
skadelige stoffer. Til sammen bidrar dette til & underbygge antakelsen om at miljeforholdene i

indre Oslofjord pavirker torskens helse og fysiologi.

Resultatene gir delvis stette til hypotesen om at torsk fra Dragbak skulle ha bedre fysiologisk
helsetilstand enn individer fra de indre fjordomradene. Tendensen til hoyere kondisjonsfaktor og
bedre vekst ved alder hos torsk fra Drebak samsvarer med forventningene og peker mot
gunstigere forhold i ytre del av fjorden. Samtidig viste LSI en motsatt trend, med noe hoyere
verdier 1 de indre lokalitetene, som mulig er grunnet gkt behov for avgiftning. Dette nyanserer
tolkningen av helsetilstanden og antyder at ulike fysiologiske indikatorer kan pévirkes av
forskjellige faktorer. Hypotesen stottes derfor 1 hovedsak av kondisjonsrelaterte data, mens LSI-

resultatene trekker i en annen retning.
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4.3.Sammenheng mellom stresshormoner og fysiologisk tilstand

Resultatene viste flere interessante, men sammensatte sammenhenger mellom stresshormoner og
fysiologiske helseindikatorer hos torsk. En av observasjonene var den negative trenden mellom
kortisolniva i skjell og kondisjonsfaktor, hvor individer med heyere kortisol hadde tendens til &
ha lavere kondisjon. Dette er 1 trdd med tidligere forskning som antyder at kronisk stress kan
bidra til redusert energibalanse og fysiologisk svekkelse (Barton, 2002; Overli et al., 2007; Van
Weerd & Komen, 1998; Vanhomwegen et al., 2023). Samtidig ber det understrekes at denne
sammenhengen kun var neer statistisk signifikant (p = 0,07), noe som tilsier at effekten er
indikativ, men ikke statistisk sikker. Dette antyder at lokale miljeforhold og individuelle
tilpasninger kan pavirke hormon og helsestatus pa ulike nivéer, og at sammenhengen mellom

stress og kondisjon ikke nedvendigvis er linezr nir man ser pa populasjonsniva.

Funnene i denne oppgaven ble vurdert opp mot hypotesen om at omrdder med hoy
miljebelastning ville preges av bade fysiologisk svekkelse og forheyede nivaer av
stresshormoner. Resultatene ga delvis stette til denne antakelsen. Torsk fra indre fjord hadde
lavere kondisjonsfaktor, men hgyere LSI. Samtidig var nivaene av kortisol og kortison lavere i
disse omradene enn forventet, mens forholdet mellom kortison og kortisol var heyere. I kontrast
ble det i Drabak observert haye nivier av bade kortisol og kortison, samtidig som torskene der
hadde heyere kondisjonsfaktor, lavere LSI sammenlignet med indre fjord, bedre vekst ved alder
og et storre innslag av eldre individer. Dette gir et mer komplekst bilde, der god naringstilgang
og gunstige vekstforhold kan eksistere parallelt med heyere hormonelt stress. Samlet sett viste
den kombinerte bruken av fysiologiske og hormonelle markerer at torsk har ulike stress

responser langs fjorden.

Kortisol er kjent for & pdvirke energistyring i kroppen ved & mobilisere reserver under stress, noe
som over tid kan ga pé bekostning av bade vekst og immunforsvar (Barton, 2002; Qverli et al.,
2005). Selv om statistiske koblinger mellom kortisol og LSI ikke ble dokumentert i denne
oppgaven, peker litteratur likevel mot en mulig sammenheng med fysiologisk kostnad ved okt
stress. En reduksjon i LSI hos individer i Drebak, kan mulig tolkes som resultat av okt
energiforbruk eller ved at energien i storre grad omfordeles til funksjoner som er kritisk for

overlevelse grunnet okte nivder av kortisol og kortison i slim og skjell (Van Weerd & Komen,
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1998). Det er imidlertid viktig & presisere at dette er en mulig tolkning basert pd generelle
stressmekanismer slik de er beskrevet av Van Weerd & Komen (1998), og ikke en direkte

dokumentert sammenheng.

Ba@rumsbassenget er preget av lav vanngjennomstromning og hey organisk belastning.
Individene her hadde lav kondisjonsfaktor og haye LSI-verdier. Sammen kan disse funnene tyde
pa redusert helsetilstand kombinert med okt fettlagring i leveren, noe som kan vere relatert til
eksponering for miljegifter. Analysene av stresshormoner viste de laveste nivaene av kortisol og
kortison 1 bdde skjell og slim, kombinert med heyt forhold mellom kortison og kortisol 1 skjell.
Dette kan tyde pa en nedregulert hormonell respons (Barton, 2002; Madaro et al., 2015;
Vanhomwegen et al., 2023) som mulig er forbundet med kronisk eksponering for miljostress.
Samtidig ble det hovedsakelig fanget unge individer i dette omrédet, noe som kan indikere lav
overlevelse blant eldre individer. Helhetsbildet tyder pa en mulig langvarig miljebelastning og
mulig nedregulert stressrespons som konsekvens av kronisk stress, uten tegn pa akutt hormonell

aktivering.

Ytre Ostoya er en sone med noe bedre vanngjennomstremning enn Berumsbassenget, men den
er fortsatt pavirket av indre fjords miljeforhold. I denne sonen ble det registrert den laveste
kondisjonsfaktoren blant alle lokasjonen, og LSI var ogsé relativt hoy sammenlignet med
Drebak. Kortisol og kortisonnivéene i skjell og slim 1a noe heyere enn i Baerumsbassenget, men
fortsatt betydelig lavere enn i Drgbak. Forholdet mellom kortison og kortisol var heyt, pa niva
med Barumsbassenget, noe som kan stette en tolkning av en vedvarende nedregulert
stressrespons som respons pa kronisk stress i denne sonen ogsé (Barton, 2002; Madaro et al.,
2015; Vanhomwegen et al., 2023). Alderssammensetningen viste hovedsakelig yngre individer,
med mindre vekst innen aldersklassene sammenlignet med Ildjernet. Kombinasjonen av lav
kondisjonsfaktor, hey LSI og hormonprofilen peker mot et lignende bilde som 1

Barumsbassenget.

Ildjernet 14 geografisk og miljemessig i overgangssonen mellom indre og ytre fjord, og hadde
ogsa mellomnivéer av de fleste fysiologiske indikatorene. Kortisol- og kortisonnivéene 1 skjell,
slim og forholdet mellom kortison og kortisol 1 mellom de som ble mélt i Ytre Ostoya og

Dregbak. Alderssammensetningen var bred, med bade unge og eldre individer, men vekst ved gitt
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alder var lavere enn i Drebak. Det kan tyde pd at dette omradet gir noe bedre
overlevelsesmuligheter enn indre fjord, men at vekstforholdene fortsatt ikke er optimale.
Hormonprofilen kan mulig stette en tolkning av middels miljostress med delvis regulert
hormonrespons. Dette kan antyde at fiskene 1 Ildjernet har blitt utsatt for ulike typer og nivéer av

stress over tid, og at dette omradet derfor kan fungere som en viktig overgangssone i fjorden.

Drebak skilte seg ut med de hayeste nivaene av bade kortisol og kortison i skjell og slim, noe
som tyder pa en tydelig hormonell stressrespons, mulig grunnet eksponering for PFOA. I tillegg
hadde individer fra denne sonen det laveste forholdet mellom kortison og kortisol, noe som
mulig kan indikere en mer akutt eller uregulert stressrespons sammenlignet med de andre
lokalitetene. Samtidig hadde torsken fra Drebak lavest LSI i hele fjorden, noe som kan tyde pa
redusert energilagring som en mulig fysiologisk kostnad ved det hoye stressnivaet eller utvikling
av gonader (Dahle et al., 2003; Van Weerd & Komen, 1998). Pa den andre siden viste torsk fra
Drebak heyere kondisjonsfaktor enn fisk fra de indre sonene, bedre vekst ved gitt alder og et
heyere innslag av eldre individer. Dette peker pd at vekstforholdene og overlevelsesbetingelsene
i omradet kan vaere gunstige, selv om den hormonelle statusen og LSI antyder at fisken samtidig
utsettes for stressfaktorer. Samlet sett kan dette tyde pa at god vekst og overlevelse ikke
nedvendigvis sammenfaller med lavt fysiologisk stress, og at forholdene i Drobak kan innebaere

en kombinasjon av hey ressursutnyttelse og hoy belastning fra miljegifter eller andre faktorer.

Samlet sett viste funnene at bade fysiologisk helsetilstand og hormonprofil ma tolkes i lys av de
spesifikke miljeforholdene som preger hvert omrade i fjorden. Selv om enkelte av
sammenhengene 1 datamaterialet ikke oppnadde statistisk signifikans, danner resultatene et
menster som delvis stetter hypotesen om at miljestress kan pavirke bade hormonelle og
fysiologiske markarer hos torsk. Likevel er det viktig & vare bevisst pa begrensningene ved
enkelte tolkninger, serlig nér det gjelder hormonparametere som fremdeles er under utvikling
som verktoy 1 miljgovervaking. Et eksempel pé dette er kortison/kortisol forholdet, som 1 denne
studien er brukt som en mulig indikator pé kronisk stress. Tolkningen bygger pa et begrenset
forskningsgrunnlag, og det finnes ingen etablerte referanseverdier for hva som regnes som
normale eller avvikende nivaer hos torsk. Selv om tidligere studier antyder at en hayere

omdanning av kortisol til kortison kan reflektere en regulert og langvarig stressrespons, er det
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utfordrende & trekke klare konklusjoner uten a noe sammenligningsgrunnlag. Det er derfor
avgjerende & understreke at denne parameteren alene ikke gir et tilstrekkelig grunnlag for &
fastsla varighet eller alvorlighetsgrad av stressresponsen hos torsken. I tillegg viste enkelte funn i
denne studien en kompleksitet som vanskelig lar seg forklare av enkle sammenhenger. For
eksempel hadde torsk fra Drebak bdde hoye nivéer av kortisol og kortison i skjell og slim,
samtidig som de viste hay kondisjonsfaktor og lav LSI. Dette bryter med forventningen om at
forhoyet stress skal samsvare med darligere fysiologisk tilstand, og tyder pa at andre faktorer,
som sesongvariasjon, reproduktiv status, neringstilgang eller individuelle forskjeller kan spille
en betydelig rolle. Slike motsigelser understreker kompleksiteten 1 biologiske systemer og
behovet for forsiktighet i tolkningene. Til sammen viste dette at hormonelle biomarkerer, som
forholdet mellom kortison og kortisol, har et potensial som indikatorer, men at de mi tolkes 1
kontekst og suppleres med andre fysiologiske og miljemessige data for & kunne gi en troverdig

vurdering.

4.4. Metodiske refleksjoner

Et mulig metodisk forbehold i denne studien er knyttet til lagring av skjellprever for analyse.
Skjellene fra Baerumsbassenget ble oppbevart i kjeleskap 1 opptil 48 timer for videre handtering,
og det kunne tenkes at dette kan ha pavirket hormoninnholdet og dermed resultert 1 lavere
kortisolverdier. Imidlertid tyder nyere forskning pa at kortisol 1 skjell er relativt stabil over tid og
ved ulike lagringsforhold. En studie (O’Toole et al., 2024) testet stabiliteten av kortisol i skjell
fra atlantisk laks som blant annet hadde veart lagret i romtemperatur i over 30 &r. I forsoket ble
skjell ogsa oppbevart ved forheyet temperatur (50 °C) i opptil 12 uker for & simulere flere ars
lagring. Verken lagringstid eller temperatur viste noen signifikant effekt pa malt
kortisolkonsentrasjon (O’Toole et al., 2024). P4 bakgrunn av dette er det lite som tyder pa at 48
timers oppbevaring av skjell 1 kjoleskap har hatt noen praktisk betydning for analysene i denne

studien.

Det er ogsa metodiske forhold knyttet til hdndtering og oppbevaring av fiskene som ber
vurderes. Torskene fra Oslofjorden ble holdt i keepnett frem til de ble avlivet, noe som potensielt
kan ha forarsaket gkt akutt stress og dermed forheyede kortisolnivéer i slim. I kontrast ble

torskene fra Tromsg ikke holdt i keepnett for avlivning, men avlivet sé fort de kom opp fra havet.
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Slimprevene fra Tromse fiskene ble transport fra superfryser til laboratoriet hvor de ble videre
analysert, de ble under transport oppbevart ca 20 minutter i romtemperatur. Dette kan ha fort til

en delvis nedbrytning av hormonene og dermed lavere mélte verdier.

Metodiske hensyn er ogsd avgjerende nar det gjelder vurdering av fysiologiske indekser som K-
faktor og LSI. I litteraturen finnes det ulike fremgangsmater, hvor enkelte studier velger & fjerne
gonader og magesekk for veiing (Dutil et al., 1995), mens andre inkluderer disse organene
(Froese, 2006). Begrunnelsen for & beholde dem er at kondisjonsfaktorens hensikt tradisjonelt
har veert & gjenspeile fiskens naturlige tilstand slik den forekommer i naturen, inkludert
sesongvariasjoner knyttet til gonadeutvikling og ernaringsstatus. I denne studien ble
kroppsvekten malt med bdde gonader og magesekk intakt. Dette gir et mer helhetlig bilde av
individets fysiologiske tilstand, men kan samtidig gjere det vanskeligere & sammenligne med

studier som har fjernet gonade og magesekk for beregning av LSI og K-faktor (Blazer et al.,
2018; Dutil et al., 1995).

Ved vurdering av resultatene er det viktig & ta hoyde for studiens begrensninger knyttet til
utvalgssterrelse. Antallet torsk som inngikk 1 analysene per sone var lave (5-11). Et begrenset
utvalg reduserer den statistiske styrken og eker usikkerheten knyttet til estimatene (Nakagawa et
al., 2024). Dette gjor det usikkert hvorvidt tendensen som ble avdekket i denne studien utgjer
reelle forskjeller i helsestatus eller fysiologisk respons mellom lokalitetene i Oslofjorden, eller
om de kun representerer tilfeldigheter ved utvalget av individer. Det er viktig & merke seg ar
innsamlingsregimet som ble brukt i studien er basert pa randomiserte og stratifisert plasseringer
av ruser (Haugen et al., 2024), noe som skal gi de beste forutsetninger for at utvalget som ble

samlet inn er representative for de respektive sonene (Williams et al., 2019).

50



4.5. Fremtidige studier

Forvaltningen av torskebestanden i Oslofjorden krever en helhetlig forstaelse av hvordan
miljestress pavirker fiskens fysiologiske tilstand. Fremtidige studier ber derfor ha som mal &
styrke grunnlaget for gkosystembasert forvaltning gjennom tilnerminger som kombinerer
hormondata, fysiologiske helse og miljeparametere. Et serlig viktig tiltak er utviklingen av
referanseverdier for kortisol og kortison 1 bade slim og skjell hos torsk, differensiert etter kjonn,
alder og sesong. Slike referanseverdier vil gjore det mulig & skille mellom normal fysiologisk
variasjon og hormonelle responser som skyldes miljomessig belastning. Det vil ogsa vare
relevant & se pa uttrykket av enzymet 11B-hsd2 i ssmmenheng med kortisol og kortison.
Telemetristudier vil ogsa vare relevant for 4 kartlegge torskens habitatbruk og
eksponeringshistorikk, og kan bidra til & identifisere habitater med serlig hoy eller lav
miljepdvirkning. Dersom slike omrader ogsd knyttes til for eksempel gyte eller
oppvekstomrader, vil det gi gkt innsikt i hvilke livsfaser som er mest sarbare for

stresspavirkning.

Kombinasjonsstudier der hormonelle, biologiske og miljemessige faktorer kobles sammen, vil
vaere avgjerende for & identifisere arsakene til de observerte variasjonene i stressniva og
helsetilstand hos torsk mellom de ulike sonene 1 Oslofjorden. En viktig videreforing av dette
arbeidet vil veere a gjennomfore et eksperimentelt design for & kunne teste arsakssammenhenger.
For eksempel kan sammenhengen mellom organisk belastning 1 sedimentet og LSI undersokes 1
kontrollerte forsek. Sediment fra ulike lokasjoner i Oslofjorden kan hentes inn og brukes i
kontrollerte eksponeringsforsgk. Ved 4 utsette torsk med kjent og lik fysiologisk bakgrunn for
disse sedimentene, kan man undersoke effektene av miljopévirkning under standardiserte
forhold. Et slikt forsek vil kunne kontrollere for andre pavirkningsfaktorer som alder, kjonn,
erngringsstatus og temperatur, og dermed isolere effekten av sedimentets sammensetning (som

TOC eller miljogifter) pa leverens utvikling.
Til slutt vil videre langsiktige overvakingsprogrammer, som felger populasjonsstruktur,

rekruttering og helsetilstand over tid, kunne belyse i hvor stor grad miljebelastning pavirker

torskens overlevelse og bestandsutvikling. Slike studier vil bidra til 4 stette utviklingen av
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effektive tiltak for 4 beskytte en hardt presset torskebestand i en av Norges mest befolkede og

pavirkede fjorder.

4.6.Konklusjon

Denne studien undersekte hvordan miljeforhold i Oslofjorden pavirker den fysiologiske
tilstanden til torsk gjennom malinger av K-faktor, LSI og hormonelle stressmarkarer i skjell og
slim. Data ble samlet inn fra fire soner i fjorden og sammenlignet med en referansegruppe fra
Tromse. Det ble ikke funnet signifikante forskjeller i K-faktor eller LSI mellom sonene, men
torsk fra indre fjordomrader hadde gjennomgaende lavere K-faktor og heyere LSI enn individer
fra ytre omrader. I tillegg ble det funnet en neer signifikant positiv sammenheng mellom LSI og
total organisk karbon i1 sedimentene, noe som kan tyde pé at leverens utvikling pavirkes av

organisk belastning i miljoet eller miljogifter bundet til det.

De tydeligste funnene kom fra analysene av stresshormoner. Torsk fra Drgbak hadde signifikant
heyere nivaer av kortisol og kortison 1 bade skjell og slim sammenlignet med de innerste sonene
1 Oslofjorden. Samtidig var forholdet mellom kortison og kortisol signifikant heyere i de indre
omradene, noe som kan indikere ulik type eller varighet av stress mellom sonene. Det ble ogsa

observert en nar signifikant, negativ sammenheng mellom kortisolniva i skjell og K-faktor.

Sammen tyder funnene pa at torsk i Oslofjorden utsettes for miljerelatert stress, men at
pavirkningen varierer geografisk mellom sonene. Samspillet mellom fysiologiske og hormonelle
responser er komplekst, og enkelte sammenhenger var bare nar signifikante, noe som
understreker behovet for videre forskning med sterre utvalg og flere variabler.

Kombinasjonen av fysiologiske indikatorer og hormonprofiler peker seg ut som et nyttig verktoy
for miljeovervaking, og sarlig forholdet mellom kortison og kortisol fremstir som en lovende

marker for pavisning av ulike stressresponser.
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6. Vedlegg

Tabell 1. Statistikk for kondiksjonsfaktor som viser antall fisk (N),
gjennomsnittlig kondisjonsfaktor (Gj.snitt), standardavvik (SD) og median
(MD) for hver sone.

SONE N GJSNITT SD  MD
BZARUMSBASSENGET 6 0,83 0,05 0,83
YTRE OSTOYA. 5 0,78 0,07 0,79
ILDJERNET 6 083 0,11 0,83
DROBAK 11 0,89 0,06 0,90
TROMSQO 10 0,97 0,11 097

Tabell 2. Resultater fra Tukey post-hoc test for parvise sammenligninger av
kondisjonsfaktor mellom soner i oslofjorden. Tabellen viser forskjell i
gjennomsnitt (diff), nedre og evre konfidensintervall (Iwr og upr) og justert p-
verdi (p adj).

Soner diff Iwr upr p adj
Ytre Ostaya-Baerumsbassenget -0,052 -0,197 0,093 0,835
I[ldjernet-Barumsbassenget 0,003 -0,135 0,142 1

Drebak-Barumsbassenget 0,057 -0,064 0,179 0,655
Tromse-Beaerumsbassenget 0,137 0,014 0,261 0,023
Ildjernet-Ytre Ostoya 0,056 -0,089 0,201 0,801
Drgbak-Ytre Ostoya 0,11 -0,019 0,239 0,128
Tromse-Ytre Ostoya 0,19 0,058 0,321 0,002
Drobak-Ildjernet 0,054 -0,068 0,175 0,704
Tromse-Ildjernet 0,134 0,01 0,257 0,028
Tromsg-Drabak 0,08 -0,025 0,185 0,203
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Tabell 4. ANOVA og parameterestimater for utvalgte regresjonsmodell (tabell 3) som forklarer log-transformert
vekt (g) basert pa log-transformert lengde (cm) hos torsk. Forkortelser: torskelengde (log(Lengde cm)), variabel
(Var), estimat (Est), standardfeil (SE), frihetsgrader (Df), kvadratsum (SS), F-statistikk (F) og p-verdi (p). F =

3828, R (Adjusted) = 0,993 , R (Multiple R squared) = 0,9933

ESTIMATER ANOVA
VAR Est SE Effekt Df SS F P
INTERCEPT -5,34 0,16 log(Lengde cm) 1 2431 3828 2,2E-16
LOG(LENGDE CM) | 3,17 0,05

Tabell 5. LSI i ulike lokaliteter (deler av Oslofjorden og et referanseomréde i

Tromsg). Tabellen viser antall individer (N), gjennomsnittlig leverandel (GJ.SNITT),

standardavvik (SD) og medianverdi (MD) for hver lokalitet.

SONE N GJ.SNITT (%) SD (%) MD (%)
BZARUMSBASSENGET 6 2,5 0,5 2,6
YTRE OSTOYA 5 2,1 0,6 2,4
ILDJERNET 6 1,7 0,6 1,5
DROBAK 11 1,8 1,1 1,4
TROMS® 10 1,7 0,7 1,4

Tabell 6, Resultater fra en enveis ANOVA som undersoker forskjeller i LSI
hos torsk fra fem ulike lokasjoner (4 i Oslofjorden og Tromsg). Tabellen viser
frihetsgrader (Df), sum av kvadrater (Sum Sq), gjennomsnittlig kvadrat (Mean
Sq), F-verdi og tilherende p-verdi (Pr(>F)).

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Sone 4 0,0002958 7,394e-05 1,197 0,33
Residuals 33 0,0020378 6,175e-05
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Tabell 8. ANOVA og parameterestimater for utvalgte regresjonsmodell (tabell 7) som forklarer som
forklarer LSI basert pa Total organisk karbon (TOC) mélt i 4 ulike soner i Oslofjorden. Forkortelser:
variabel (Var), estimat (Est), standardfeil (SE), frihetsgrader (Df), kvadratsum (SS), F-statistikk (F) og
p-verdi (p). F = 3,873, R? (Adjusted) = 0,09616, R? (Multiple R squared) = 0,1296

ESTIMATER ANOVA
VAR Est SE Effekt Df SS F P
INTERCEPT 0,006 0,007 TOC 1 0,0002 3,87 0,06
TOC 0,003 0,001

Tabell 10. Resultater fra en enveis ANOVA som underseker forskjeller i log tranformert kortisol og kortison i
fiskeskjell mellom ulike lokasjoner i Oslofjorden. Tabellen viser frihetsgrader (Df), sum av kvadrater (Sum Sq),
gjennomsnittlig kvadrat (Mean Sq), F-verdi og tilherende p-verdi (Pr(>F)).

KORTISOL KORTISON
Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F) | Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Sone 3 14 4,6 5,1 0.007 |3 7 2,32 4,9 0,009
Residuals 24 22 0,9 24 11 0,47

Tabell 12. ANOVA og parameterestimater for utvalgte regresjonsmodell (tabell 11) som forklarer
kortisolniva basert pa sone og K _faktor. Forkortelser: variabel (Var), estimat (Est), standardfeil (SE),
frihetsgrader (Df), kvadratsum (SS), F-statistikk (F) og p-verdi (p). Modellstatistikk: F= 5,1; R?
(Adjusted) = 0,3779, R? (Multiple R squared) = 0.4701

ESTIMATER ANOVA
VAR Est SE Effekt Df SS F P
INTERCEPT 5,33 2,17 SONE 3 13,75 5,61 <2e-16
SONE DR@OBAK 2,04 0,48 K FAKTOR 1 2,91 3,56 0,07
SONE ILDJERNET 1,06 0,52
SONE YTRE 0,22 0,56
OSTOYA
K FAKTOR -4,87 2,58
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Tabell 13. Resultater fra Tukey’s HSD post-hoc test for log transformert kortisol (ng/mL) og kortison (ng/mL) i
skjell mellom ulike soner i Oslofjorden. Kolonnen DIFF viser estimert forskjell i gjennomsnittlig kortisolniva
mellom soner, mens LWR og UPR viser henholdsvis nedre og evre grense for det 95 % konfidensintervallet. P
ADJ viser justerte p-verdier for multippel sammenligning.

KORTISOL KORTISON
Sone diff Iwr upr  p adj diff Iwr upr p adj
Drebak-Barumsbassenget 1,76 0,43 3,09 0,01 | 1,31 0,35 2,28 0,01
Ildjernet-Barumsbassenget 1,05 -0,47 2,56 0,25 | 0,89 -0,21 1,99 0,14
Ytre Ostoya-Barumsbassenget 0,48 -1,11 2,07 0,84 | 0,61 -0,54 1,76 0,48
Ildjernet-Drabak -0,71 -2,04 0,62 0,47 | -0,42 -1,39 0,54 0,63
Ytre Ostaya-Drabak -1,28 2,70 0,13 0,08 | -0,71 -1,73 0,32 0,25
Ytre Ostoya-Ildjernet -0,57 -2,16 1,02 0,76 | -0,28 -1,44 0,87 0,90

Tabell 15. Resultater fra en enveis ANOVA som undersgker forskjeller i log-transformert slimkortisol og
kortison mellom ulike soner i Oslofjorden og Tromse.. Tabellen viser frihetsgrader (Df), sum av kvadrater (Sum

Sq), gjennomsnittlig kvadrat (Mean Sq), F-verdi og tilherende p-verdi (Pr(>F)).

KORTISOL KORTISON
Df SumSq MeanSq F value Pr(>F) Df SumSq MeanSq F value Pr(>F)
Sone 3 123,7 41,23 45,81 le-10 3 17,523 5,84 17,58 1,57e-06
Residuals 27 24,3 0,9 27 8,969 0,332

Tabell 16. Resultater fra Tukey’s HSD post-hoc test for log transformert kortisol (ng/mL) og -kortison (ng/mL)
i torskeslim mellom ulike soner i Oslofjorden og Tromse. Kolonnen DIFF viser estimert forskjell i
gjennomsnittlig kortisolnivd mellom soner, mens LWR og UPR viser henholdsvis nedre og gvre grense for det
95 % konfidensintervallet. P ADJ viser justerte p-verdier.

KORTISOL KORTISON

diff Iwr upr p adj diff Iwr upr p adj
ILDJERNET-YTRE 0,16 -1,41 1,73 0,99 -0,05 -1,01 0,9 1
OSTOYA
DROBAK-YTRE 1,66 0,24 3,09 0,02 0,87 0,01 1,74 0,05
OSTOYA
TROMS@-YTRE -3,2 -4,63 -1,78 0 -1 -1,86 -0,13 0,02
OSTOYA
DROBAK- 1,51 0,16 2,85 0,02 0,92 0,11 1,74 0,02
ILDJERNET
TROMS@- -3,36 -4,7 -2,02 0 -0,95 -1,76 -0,13 0,02
ILDJERNET
TROMS@-DROBAK -4,87 -6,03 -3,71 0 -1,87 -2,58 -1,17 0
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Tabell 19. ANOVA og parameterestimater for utvalgte regresjonsmodell (tabell 17) som forklarer forklarer
kortison/kortisol forhold basert pé sone. Forkortelser: variabel (Var), estimat (Est), standardfeil (SE), frihetsgrader
(Df), kvadratsum (SS), F-statistikk (F) og p-verdi (p). Intercept er Baerumsbassenget. Modellstatistikk: F=4,657;

R? (Adjusted) = 0,2889; R? (Multiple R squared) = 0.3679

ESTIMATER ANOVA
VAR Est SE Effekt Df SS F P
INTERCEPT 0.039 0.004 SONE 3 0.001 4.657 0.01
SONE -0.012 0.005
DROBAK
SONE -0.005 0.006
ILDJERNET
SONE YTRE 0.006 0.006
OSTOYA

Tabell 20. Resultater fra en enveis ANOVA som undersgker forskjeller 1 kortison/kortisol-ratio i skjell og log-
transformert kortison/kortisol ratio i mellom ulike soner i Oslofjorden og Tromsg.. Tabellen viser frihetsgrader
(Df), sum av kvadrater (Sum Sq), gjennomsnittlig kvadrat (Mean Sq), F-verdi og tilherende p-verdi (Pr(>F)).

SKJELL

SLIM

Df SumSq MeanSq F value Pr(>F) Df SumSq MeanSq F value Pr(>F)

Sone 3 0,001 0 4,657 0,011 3

49,769 16,59 49,756 2,2e-16

Residuals 27 0,003 0 27

9,002 0,333

Tabell 21. Resultater fra Tukey’s HSD post-hoc test for
kortison/kortisol ratio i skjell mellom ulike soner i Oslofjorden.
Kolonnen DIFF viser estimert forskjell i gjennomsnittlig kortisolniva
mellom soner, mens LWR og UPR viser henholdsvis nedre og evre
grense for det 95 % konfidensintervallet. P ADJ viser justerte p-verdier
for multippel sammenligning.

SKEJLL
Sone diff Iwr upr  p adj
Drebak-Barumsbassenget -0,01 -0,03 0,00 0,09
[ldjernet-Barumsbassenget -0,01 -0,02 0,01 0,82
Ytre Ostoya-Baerumsbassenget | 0,01 -0,01 0,02 0,75
Drobak - Ildjernet -0,01 -0,02 0,01 0,47
Drobak - Ytre Ostoya -0,02 -0,03 0,00 0,01
Ildjernet - Ytre Ostoya -0,01 -0,03 0,01 0,28
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Tabell 22. Resultater fra Tukey’s HSD post-hoc test for log
transformert kortison/kortisol ratio i slim mellom ulike soner i
Oslofjorden og Tromse. Kolonnen DIFF viser estimert forskjell i
gjennomsnittlig kortisolniva mellom soner, mens LWR og UPR viser
henholdsvis nedre og evre grense for det 95 % konfidensintervallet. P
ADJ viser justerte p-verdier for multippel sammenligning.

SLIM
Sone diff Iwr upr  p adj
Ildjernet-Ytre Ostoya -0,21 -1,17 0,75 0,93
Drgbak-Ytre Ostoya -0,79 -1,65 0,08 0,08
Tromse-Ytre Ostoya 2,21 1,34 3,07 0,00
Drgbak - Ildjernet -0,58 -1,40 0,24 0,23
Tromse-Ildjernet 2,41 1,6 3,23 0,00
Tromsg-Drabak 3,00 2,29 3,70 0,00
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Vedlegg 1: Prosedyre for analyse av skjell og slim

Dato:15.02.2025DD
| ) Institutt for Parakliniske Fag, Farmakologi Ikke
B akkreditert
M_TJ M-FT 36
N M-FT 36.Analyse av kortisol og kortison i

fiskeskjell og fiskeslim ved bruk av
hoytrykksvaeskekromatografi-tandem
massespektrometri (LC-MS/MS)

LC-MS/MS analysemetode
1. ANALYSEPRINSIPP

Fiskeskjell/ fiskeslim prevene homogeniseres med homogeniseringsmaskin med sma kuler.
Fiskeskjell: analyttene ekstraheres med blanding av acetonitril og metanol, deretter renses
ekstraktene opp med SPE -HLB kolonner.

Fiskeslim: analyttene ekstraheres med blanding av etylacetat og heksan gjennom SLE
opprensingskolonner.

Ekstraktet dampes til torr, loses i 50% metanol(v/v) og analyseres med LC-MS/MS.

2. UTSTYR
2.1. Glass og engangsutstyr

2.1.1. 15mL sterile PP (polypropylen) sentrifugerer med safe lock (VWR)

2.1.2. Spin-X (1.5mL sentrifugefiltre) (Merck)

2.1.3. HPLC-vials (2mL med inserts) (Agilent, Matriks AS)

2.1.4. Pasteur pipetter 150 mm (WVR)

2.1.5. Milekolber, analytisk grad type A(VWR)

2.1.6. 2mL homogeniseringsrer (VWR)

2.1.7. 1mL Supel Swift HLB SPE (solid phase extraction) kolonner (Supelco, Merck)
2.1.8. 1mL Novum SLE (solid liquid extraction) kolonner (Phenomenex)

2.2. Instrumenter

2.2.1. Analytisk vekt (FT 20) (Mettler)

2.2.2. Sentrifuge (FT 103) (Beckman Coulter)

2.2.3. Mikrosentrifuge med kjoling (Heraeus Fresco 21, Thermo Scientific)
2.2.4. Vortex mikser (FT 100) (VWR)

2.2.5. Automatpipetter (P1, P3-P4, P29) (Thermo Scientific)
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M-FT 36

M-FT 36.Analyse av kortisol og kortison i
fiskeskjell og fiskeslim ved bruk av
hoytrykksvaeskekromatografi-tandem
massespektrometri (LC-MS/MS)

2.2.6.
2.2.7.
2238.
22.9.

2.2.10.

LC-MS/MS API 4000 (FT 39- FT 118-FT 125) (Agilent-Sciex)
Precellys 24 homogenisering maskin (Bertin Technologies)
Vakuum manifold (Supelco, Merck)

Ultralydbad (VWR)

Reacti-Vap Inndamper (Thermo Scientific)

3. KJEMIKALIER OG REAGENSER

3.1. Rene kjemikalier

3.1.1.
3.1.2.
3.1.3.
3.14.
3.1.5.
3.1.6.
3.1.7.

Metanol- HPLC grad (MeOH)(VWR)

Etylacetat (Merck)

Maursyre (VWR)

Acetonitril -HPLC grad (AcN)(VWR)

Heksan (VWR)

Isopropanol (IPA, VWR)

Elga vann (18.2 mQ, TOC<I) (Elga Ultrapure Laboratory)

3.2. Lesninger

3.2.1.
3.2.2.

3.23.
3.24.
3.2.5.
3.2.6.

Sluttlesemiddel: 50%MeOH(v/v); gyldig i en méined.
Ekstraksjonsblanding: AcN/MeOH 9:1 med 0.2% HCOOH(v/v). lages ny til
hver analyse.
Elueringsmiddel: Etylacetat/Heksan 75:25(v/v). Gyldig i en uke.
Nilvask:0.2%HCOOH i AcN: MeOH: IPA: H20:1:1:1:1(v/v)
Mobilfase A: 0.1%HCOOH i H20
Mobilfase B: 0.1%HCOOH i AcN
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3.3. Standarder

3.3.1. Cortisol (Merck, Sigma)

3.3.2. Cortisol-13C3 (Cerilliant, Merck)
3.3.3. Cortisone (Merck, Sigma)

3.3.4. Cortisone-d8 (Merck,Sigma)

3.4. Standardlesninger

3.4.1. 1 mg/mL stamlesning lages ved a lose stoffet i metanol.

3.4.2. 10 pg/mL standardlesning/internstandardlesning lages ved a fortynne 100pL
hver av 1 mg/mL stamlesningene (3.4.1) til 10 mL med metanol i én 10 mL
malekolbe.

3.4.3. 100ng/mL standardblanding/internstandardlesning lages ved & fortynne 100puL
av 10 pg/mL standardblanding (3.4.2) til 10 mL med metanol i én 10 mL
malekolbe.

3.4.4. 10ng/mL standardblanding/internstandardlesning lages ved & fortynne 1000pnL
av 100ng/mL standardblanding (3.4.3) til 10mL med
sluttlesemiddel(metanol) i en 10mL malekolbe.

3.4.5. 50ng/mL standardblanding/internstandardlesning lages ved & fortynne 50pL av
10pg/mL standardblanding (3.4.2) til 10mL med metanol i en 10mL
malekolbe.

*Alle standarder oppbevares pa frys (-20°C). Sett i kjeleskap rett for bruk

*Til spiking av prever/tillaging av kontrollprever brukes fortynninger i

metanol
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3.5. Mottak /Oppbevaring av preve: mottatte praver settes pi -80°C til henholdsvis analyse

4. PROVEOPPARBEIDELSE

4.1.Fiskeskjell:

4.1.1. Ferdig renset skjell tines pa is(4°C), deretter veies i 2mL mikrorer (2.1.6).

4.1.2. Tilsett 1x6 mm zirkonium oksid kule og en spatel med sandmatriks A i hver.

4.1.3. Tilsett 1000pL nylaget 0.2% maursyre i 9+1 AcN /MeOH (3.2.2)

4.1.4. Tilsett 30uL IS (intern standard) mix 10/50ng/mL (kortison-D8/13C3-kortisol) i

metanol til 30mg skjell eller tilsvarende for mer eller mindre mengde preve.

4.1.5. Tilsett 1000puL nylaget 0.2%maursyre i 9+1 AcN /MeOH (3.2.2)

4.1.6. Vorteks i 30s.

4.1.7. Prevene homogeniseres 3xHard program ved hjelp av Precellys 24
homogenisering maskin (2.2.6).

4.1.8. Sett provene pa vannbad med blanding av is og vann (4°C) i 15 minutter.

4.1.9. Sentrifuger prevene i 30min ved 20.000g, 4°C. (2.2.3)

4.1.10. Rens opp supernatanten med 1mL Supel Swift HLB SPE kolonne ved bruk av
vakuum manifold og 15mL PP sentrifugerer.

4.1.11. Damp inn ekstraktet til torr under nitrogen ved 37°C. (2.2.9)

4.1.12. Les i 100puL sluttlesemiddel (3.2.1).

4.1.13. Sentrifuger i 2 min ved 3500rpm (2.2.2).

4.1.14. Filtrer med Spin -X sentrifugefiltre i Imin ved 10.000 rpm.

4.1.15. Overfeor til HPLC-vial med inserts.

4.2 Fiskeslim:
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4.2.1. Slimprevene tines pa is(4°C).

4.2.2. 20puL (eller mindre) pipetteres i 2 mL homogeniseringsror ved 4°C (pa is).
4.2.3.Tilsett en spatel med 1.4 mm zirkonium oksid kuler (ca 20stk).

4.2.4. Fortynn prevene med 200pL vann.

4.2.5. Tilsett 20puL IS mix 10/50ng/mL(kortison-D8/13C3-kortisol) til 20uL slim prove.
4.2.6. Vorteks i 30 sek.

4.2.7. Homogeniser prevene 3xWork program ved bruk av Precellys 24 (2.2.6).

4.2.8. Sett pa ultralydbad i 15 minutter ved 4°C.

4.2.9. Sentrifuger kort for 4 samle volumet i den nedre delen av roret.

4.2.10. Sett proven pa ImL SLE Novum opprensing kolonne ved 5 Hg vacuum i 10 s.
4.2.11.La det sta i 5 minutter ved gravitasjon.

4.2.12.Eluer med 2x600puL Etylacetat/Heksan 75:25(3.2.3)

4.2.13.Ekstraktet dampes til torr under N2 ved 37°C.

4.2.14.Los i 100pL sluttlosemiddel (3.2.1)

4.2.15.Vorteks i 30 sekunder.

4.2.16.Sentrifuger i 2min ved 3500rpm (2.2.2)

4.2.17 Filtrer provene med Spin-X sentrifugefiltre i 1 min ved 10.000rpm.
4.2.18.0Overfeor til HPLC-vials med inserts.

4.3 Kalibreringsskurve

Til utregning av konsentrasjoner i prover benyttes en ekstern kalibreringskurve (med
standard og internstandard) beregnet ut ifra matriksefekter og oppnadd konsentrasjon etter
preveopparbeidelsen. (1)

Eksempel for konsentrasjonsberegning av kortisol beregnet for 30 mg fiskeskjell:
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Konsentrasjon 0 25 5 10 25 50 100
Kortisol (ng/g) )
Beregnet
Konsentrasjon etter
proveopparbeidelse 0 0.33 0.66 13.2 3.3 66 | 132
(ng/mL):
Konsentrasjon intern
standard (13C3- 50 50 50 50 50 50 50
Cortisol) (ng/g)
Beregnet intern
standard
Konsentrasjon etter 6.6 6.6 6.6 6.6 6.6 6.6 6.6
preveopparbeidelse
(ng/mL):

NB:

Minst en kontroll prave tas med til hver analyse. (1)

Kalibrator standarder lages i sluttlesemiddel. (3.2.1)
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5. ANALYSEBETINGELSER

5.1 LC-betingelser (Agilent 1100 HPLC oppsett)

Kolonne: Kinetex-F5 100 x 2,1 mm i.d., 2.7um (Phenomenex)
Mobilfase A: 0.1%HCOOH i H20
Mobilfase B: 0.1%HCOOH i AcN

Injeksjon volum:  20puL

Autosampler temp: 5°C

Kolonneovn temp: 35°C

Analysetid: 20min

Nalvask: 0.2%HCOOH i AcN: MeOH: IPA: H20:1:1:1:1(v/v)

5.1.1 Pumpeprogram LC (Agilent 1100)

Tid Flow Mobilfase A Mobilfase B
Min HL/min % %
0 250 85 15
23 250 85 15
9.7 250 15 85
10 250 10 85
10.5 250 5 95
11 250 5 95
12 250 2 98
12.2 250 0 100
15 250 0 100
15.1 250 85 15
20 250 85 15
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5.2 MS/MS-betingelser (API 4000 Q-Trap, Sciex)

Komponent Retensjonstid Precursor Produkt Polarity
Min m/z m/z
331 Negative
Cortisol 8.52 407.4 297
334 Negative
Cortisol-13C3 8.52 410.2 300
329 Negative
Cortisone 8.8 405.5 301
337 Negative
Cortisone-d8 8.8 411.4 309
Scan type: MRM
Polarity: negative

CAD (Collision gas N2): 7 psi
CUR (Curtain gas N2): 25psi
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GS1 (Nebulizer gas N2): 50 psi

GS2 (Turbo gas N2): 60 psi
IS (IonSpray Voltage): -4400V
TEM: 500°C

6 ANALYSEKVALITET OG BEHANDLING AV DATA

6.1. Aksept av analyseserie

6.1.1. For analyseserien startes injiseres en MS-standard minst to ganger for 4 sjekke
felsomheten pa instrumentoppsettet.

6.1.2. Huvis regresjonskoeffisienten til en eller flere av kalibreringskurvene er darligere
enn 0,99(linear regresjon) blir praveserien forkastet. (1)
6.2. Kvantifisering
Resultatbehandling og kvantifisering blir utfert ved bruk av programvaren Analyst 1.7.0

Kvantifiseringsmetoden som benyttes skal vare i henhold til gjeldene SOP.
Ion overgangene med heyest signal ble brukt til kvantifisering.

For kvantifisering av analyseresultatene benyttes en ekstern kalibreringskurve (4.2).
Konsentrasjonen plottes mot forholdet mellom topparealet til analytten og topparealet til

internstandarden.
Den resulterende kalibreringskurven brukes til  regne ut konsentrasjonen av analytten i
prevene.
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BIDRAG TIL USIKKERHET
Handling Bidrag til usikkerhet
Innveiing /Pipettering kokk
Tilsetting av standard /intern standard Frx
Homogenisering, ekstraksjon, opprensing og *k
sentrifugering
Overfering av supernatant *
Tilsetting av sluttlesemiddel e
Spin-X og overfering til HPLC-glass *
Ekvilibrering av HPLC-kolonne og ionekilde *
Dadvolum i HPLC-oppsettet Hkk
* = lite bidrag til usikkerhet

ex = middels bidrag til usikkerhet
**% = stort bidrag til usikkerhet

7. REFERANSER
Egenutviklet metode.

1.Commission Implementing Regulation EU 2021/808 of 22 March 2021 on the
performance of analytical methods and the interpretation of the results (2002/657/EC)
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Vedlegg 2: Aldersbestemmelse av otolitter
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