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Yhteenveto

Maza- ja metsatalousministerion Kala- ja riistaosasto myonsi 16.6.1998 mééarédrahan
Pesca-yhteistybaloitteeseen, jonka tarkoituksena oli toteuttaa hanke "Ympiristtteki-
joiden vaihtelun vaikutukset kirjolohituotannossa”. Hankkeen tavoitteena oli selvitet-
tdd kalojen stressin ja ympiristotekijoiden ikillisten muutosten suhdetta ja merkitysti
kirjolohen viljelyssid etenkin kirjolohen energiatalouden kannalta mittaamalla kalojen
ruokailua, hapenkulutusta ja kasvua tietokoneohjatussa integroidussa itseruokinta- ja
hapenkulutusmittauslaitteistossa. Stressireaktiota jiljiteltiin kohottamalla keinotekoi-
sesti kalojen veren kortisolipitoisuuksia vaikka kohonneet kortisolipitoisuudet muo-
dostavatkin vain osan kalojen stressireaktiosta. Tulosten perusteella voidaan todeta
seuraavaa:

* kohonnut veren kortisolipitoisuus niyttii lisdsiviin Iyhytaikaisesti kalojen ruokai-
luaktiivisuutta, mutta myShemmin stressin pitkittyessid vaikutus muuttua hitaasti
inhiboivaksi,

= Kortisolipitoisuuden kohoaminen ei nfyttinyt lisdfivin hukkarchun méirdd yhdes-
sikiiin tehdyssé kokeessa, jossa hukkarehun méird mitattiin,

» kortisolipitoisuuden kohoaminen hidastaa kalan kasvua ilmeisesti pienentimilli
kalojen ravinnonkulutusta,

¢ kohonnut veren kortisolipitoisuus ei liséinnyt kalojen hapenkulutusta,

e kohonnut kortisolipitoisuus néyttiisi voivan ohjata kalan aineenvaihduntaa valku-
aisainesynteesistii rasvavarastojen kerfymisen suuntaan, mik#i vaikuttaa rehun val-
kuaisaineiden hyddyntimistehokkuuteen.

¢ kalojen stressi ndyttidd vaikuttavan ympéristokuormituksen suuruuteen valillisesti
kasvun hidastumisen kautta,

e yksittdiset dkilliset I#impdtilan tai happipitoisuuden muutokset nédyttdvat vaikutta-
van vain vihiin kalojen stressiin.







1. Johdanto

Suomalainen kalanviljely tuottaa vuosittain 17500-22000 tonnia kirjolohta (RKTL
1997). Kalanviljelyn vesistékuormitus koostuu péfosin typesti ja fosforista, jotka ovat
perdisin syOomittdmastd kalanrehusta, ulosteista sekii kalan aineenvaihdunnassaan ku-
luttamasta aineesta. Kalankasvatuksen ravinnekuormitusta on esitetty alennettavaksi
noin 30 % (Suomen ympéristSkeskus 1996), mutta kalanviljelyn kannattavuus ja in-
vestointikyky ovat huonoja. Elinkeinon tulevaisuuden kannalta onkin olennaista kyetd
viihentiimiin kuormitusta ja alentamaan tuotantokustannuksia menetelmilld, jotka ei-
viit vaadi suuria investointeja ja jotka voidaan ottaa helposti ja laajasti kiyttoon. Rehu-
ja kehittimélld on kyetty vihentiméiin kalanviljelyn ominaiskuormitusta huomattavas-
ti viimeisen 30 vuoden aikana (Ruohonen & Vielma 1998). Ominaiskuormitusta voi-
taneen edelleen vihentiii parantamalla kalankasvatuksen hyotysuhdetta. Titd varten
tarvitaan kalan kasvun ja siihen vaikuttavien tekijéiden tutkimusta. Parempi tietimys
kalan kasvusta ja siihen vaikuttavista tekijoistd voi myds alentaa tuotantokustannuksia.

Valtaosa Suomen kirjolohesta tuotetaan verkkoaltaissa Saaristomerelld ja Ahvenan-
maalla. Verkkoallas on kasvatusympéristéni erittdin vaihteleva ja vaikeasti ennustet-
tava. Vaihtelevuus onkin yksi merkittiivimmisti kalankasvatuksen tehokkuuteen vai-
kuttavista ympiériston ominaisuuksista. Kalanviljelijin mahdollisuudet vaikuttaa ym-
paristotekijoihin ovat rajalliset: hin voi pyrkid sopeutumaan vallitseviin olosuhteisiin
tai pyrkid vakioimaan tai mouuttamaan ympéristod toivottuun suuntaan. Vaihtelevien
ympiristtolojen vaikutukset kalanviljelyn tehokkuuteen tunnetaan huonosti.

Ympiristotekijin muuttuessa kala pyrkil sopeutumaan uusiin oloihin, se saattaa muut-
taa ravinnonkulutustaan, raokailurytmiifin ja sen aineenvaihdunta pyrkii saavuttarnaan
uusiin oloihin soveltuvan tasapainotilan. Uuden tasapainotilan saavuttamiseen kuluu
aikaa, joka riippuu kalan fysiologisen s#itelyn tarkkuudesta ja nopeudesta. Siitelyyn
kuluu energiaa ja se saattaa vaikuttaa kalan ruokahaluun. Viljeliji puolestaan pyrkii
toimimaan havaitsemansa kalan kiyttiytymisen mukaan vaikka ei ymmaérrikéasin miten
kala reagoi erilaisiin ympiristotekijoiden muutoksiin. Témé on hyvi strategia vain, jos
kalat pystyviit siitim4sin omat elintoimintonsa kulloinkin optimaalisiksi. Todennikdi-
sesti niiin ei ole, koska kala ei ole geneettisesti sopeutunut kasvatusympiéristoonsi. Ka-
lan sopeutuminen muutoksiin ja muutosten aiheuttamat fysiologiset vasteet saattavat
aiheuttaa stressid, joka vaikuttaa aineenvaihduntaan, ruokailuk#yttiytymiseen ja kas-
voun (Rice 1990, Davis & Schreck 1997, Beyers et al. 1999).

Luonnossa stressi auttaa kalaa sopeutumaan uhkaaviin ilmidihin ja valmistaa sen pa-
kenemista varten mutta kalanviljelyssd stressi on haitallista, koska stressireaktio on
osittain hyddytdn: kala ei pddse pakenemaan (Wedemeyer 1997). Ruokahalun ja ym-
péristoolojen merkitystd kalan ravinnonoton s#ftelyssd ei tunneta kovinkaan hyvin,
misti seuraa ettd kalanviljelijikéin ei tiedd tarpeeksi voidakseen siiitisi kasvatuspro-
sessia muuttuvien olojen mukaan. Tdmén seurauksena osa kasvatukseen kiytettivistd
rehusta hukataan ja se péityy kuormittamaan vesistdji. Tilanteen parantamiseksi ka-
lanviljelijdt tarvitsevat tietoa seki kalan sopeutumisesta vaihteleviin olosuhteisiin etté
keinoista vaikuttaa sopeutumiseen.

Sydidystii ravinnosta osa menetetdin ulosteissa ja osa aineenvaihdunnan kautta. Ai-
neenvaihdunnan osuus koostuu useista osatekijoistd, joihin ympiristdn muutokset vai-
kuttavat eri tavoin. Osa syodyistd ravintoaineista kulou kalan vilttiméttomien toimin-
tojen ylldpitimiseen. Stressi voi aiheuttaa aineenvaihdunnan kithtymisti (Davis &
Schreck 1997), joka osaltaan voi nostaa aineenvaihdunnassa menetetyn ravinnon
osuutta. Syominen kohottaa aineenvaihduntatasoa ja timén lisdksi kalat kéyttivit ra-
vinnosta saamaansa energiaa liikkumiseen. Muutokset aineenvaihdunnassa vaikuttavat
kasvatuksen tehokkuuteen, mutta néiden havaitseminen ja ennakoiminen on kasvatus-

vioida aineenvaihdunnassa tapahtuvia muutoksia.
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Yksi tapa vihentdd ympéristkuormitusta ja pienentiis tuotantokustannuksia on paran-
taa rehun hyviksikiyttosuhdetta. Tihin voidaan vaikuttaa paitsi rehun koostumuksen
avulla myds ymmirtimilld paremmin ympéristétekijiden vaikutus kalaan. Koska re-
hun hyviksikiyttotehokkuus riippun aineenvaihduntanopeudesta, voidaan aineenvaih-
duntaan kuluvaa osaa pienentamalli parantaa ravinnon hyotysuhdetta ja alentaa ravin-
nekuormitusta. Koska stressi voi kohottaa aineenvaihduntatasca (Davis & Schreck
1997), stressid alentamaila voidaan parantaa kasvatustulosta. Tamin projektin yhteni
tavoitteena oli selvittid paljonko stressi voi vaikuttaa kirjolohen kasvatuksen tehok-
kuuteen sekd lisdksi pyrkid selvittimiin nikyyko stressi ravinnonoton tai aineenvaih-
dunnan rytmiikassa, jolloin stressid voitaisiin arvioida titi rytmiikkaa seuraamalla. Jos
kalojen stressautuminen kasvatuksessa vihenee, voidaan my&s kalojen sairastuvuuden
Ja kuolleisuuden olettaa alenevan (Weyts et al.1999).

Ympiristoolojen vaihtelu voi heikentii# tuotannon tehokkuutta aiheuttamansa stressin
kautta. Projektin toisena perustavoitteena olikin selvitti#i miten happipitoisuuden ja
lampétilan muutokset nikyvit kalojen stressitasoissa. Projekti kiynnistettiin syksylld
1998 Riista- ja kalatalouden tutkimuslaitoksen Evon kalantutkimusasemalla. Projekti
péiittyi 30.6.2000.




2. Aineisto ja menetelmat

Projektia varten ryhdyttiin syksylld 1998 rakentamaan kalojen respirometri-
jérjestelmiii, johon liitettiin kalan ruokailuaktitvisuuden seurantalaitteisto. Tavoitteena
oli rakentaa 48-kanavainen jirjestelmd, jossa suhteellisen pienelld pdivittdiselld hoi-
dolla kyetiin ruokkimaan kaloja niiden ruokahalun mukaan, mittaamaan jatkuvasti
kalojen hapenkulutusta seki seuraamaan méiravilein kalojen kasvua.

Jirjestelmiin vesitys rakennettiin (huhti-toukokuussa 1999) ensin kiertovesiperiaat-
teella veden kiiyton minimoimiseksi. MyShemmin marras—joulukuussa 1999 jérjes-
telmi muutettiin ldpivirtausperiaatteella toimivaksi, koska kiertovesityksessd havait-
tiin mittauksia ja kalan kasvatusta haittaavia ongelmia. Mittaus-, ruckinnanohjaus- ja
veden limpétilan s#itojirjestelmit, koealtaat sekd tarvittavat tietokoneohjelmat tehtiin
itse. Runsas koeyksikkomiiird edellytti uuden ruokintalaitteen kehittimisen, koska ai-
kaisemmat olivat joko liian tyGtelifiitd, epétarkkoja, kalliita tai suurikokoisia. Tassé ta-
voitteessa onnistuttiin ja lisdksi kehitettiin mittaustekniikkaa ottamalla kiiytt6on uusia
anturitiedon kisittelymenetelmis. Jirjestelmin tekniset yksityiskohdat ja kehitystydn
kulku on kuvattu liitteessé.

2.1. Kokeiden kulku

Koetta ennen kalat akklimoitiin eli totutettiin tutkimuslaitteistossa kulloinkin kiytet-
tyyn veden limpétilaan erillisissé altaissa. Kalat siirrettiin akklimointiin noin 2—4
viikkoa ennen kokeen alkua. Kerralla siirrettiin 70 kalaa, jotka punnittiin siirron yhte-
ydessi yksiloittiiin ja huonot/sairaat yksilot karsittiin pois. Limpdtila oli akklimoinnin
aikana 12-15 °C tulevista koelimpdétiloista riippuen ja ruokintasuhde 1-1,4 % ruu-
miinpainosta piivissi. Kaloja pidettiin 12:12 tunnin (valot piilla joko klo 8-20 tai 6-
18) valojaksossa kuten varsinaisen kokeen ai kana. Akklimointialtaiden veden Iampoti-
la tarkistettiin piivittiin ja altaat puhdistettiin tarpeen mukaan. Akklimoinnin jidlkeen
48 kalaa siirrettiin kukin omaan koealtaaseensa. Lo put 70 kalasta otettiin a lkunéytteik-
si, joista méritettiin kalojen kosteus seki kuiva-aineen energiapitoisuus.

Kaloja ruokittiin kaupallisefla 5 mm rehulla, joka valmistajan ilmoituksen mukaan si-
sélsi 40 % proteiineja, 30 % rasvaa, 17 % hiilihydraatteja, 1 % kuitua, 6 % tuhkaa ja 6
% vetti. Laskennallinen rehun energiapitoisuus oli koostumustietojen mukaan 24,3 kJ
g, Rehun mitattu energiapitoisuus oli 24,88 kJ g’ ja vesipitoisuus 1,1 %.

Veden happipitoisuutta mitattiin jatkuvasti koko kokeen ajan ja antureita kalibroitiin
1-3 kertaa viikossa. Antureiden kalvot pidettiin puhtaina. Lampotila-anturit kalibroi-
tiin kerran, koska ne ovat vakaita (valmistajan suositus). Virtausmittarit kalibroitiin
kunkin kokeen aikana kiisin mitattujen virtaamien avulla.

Altaita puhdistettiin tarpeen mukaan 3-5 kertaa viikossa ja veden virtaamaa altaassa
sifidettiin veden happipitoisuuden mukaan. Happipitoisuus koealtaissa pyrittiin pité-
miAn koko ajan yli 6 mg:n litrassa, mutta kuitenkin my&s niin, ettd altaan happipitoi-
suus oli korkeintaan 95 % tulevan veden happipitoisundesta.

Syddyn ravinnon mittaaminen tehtiin eri kokeissa eri tavoin ja on kuvattu koekohtai-
sissa menetelmissi.

Kaikki kokeissa olleet kalat seki akklimoinnista ylijdéineet kalat pakastettiin, jauhettiin
leikkurilla (Metos VCM-041) hienoksi, jauhetusta massasta otettiin kolme niiytetti
/yksilo, jotka kuivattiin kylmikuivurilla vakiopainoon (3—4 piivid). Tdamin jilkeen
saman yksilon niiytteet yhdistettiin ja jauhettiin pommikalorimetrille sopivaksi mas-
saksi, josta méfiritettiin kuiva-aineen energiapitoisuus.

Kokeille on myonnetty RKTL:n koe-eldinlupa 17/99.

5



2.2. Tulosten laskentamenetelmat ja tilastollinen analyysi

Kasvunopeutta kuvaavina suureina kiytettiin piivittdistd kasvunopentta (SGR, kasvu
% ruumiinpainosta péivissd), jonka laskemisessa tarvitaan kasvukerrointa (G):

G = [In(WW,)-In(WW )1/t>-t,), missi

G =kasvukerroin
WW; = yksilén paino hetkelli 2 (t;)
WW, = yksilon paino hetkelld 1(t,)

Témin jilkeen laskettiin kasvunopeus (SGR) seuraavasti:
SGR = 100%(e®-1)

Kokeissa, joissa laskettiin myds muita energiabudjetin komponentteja (ravinnonotto,
hapenkulutus), kasvun yksikkoni oli:

kasvu (g kg d™)= (WW-WW )/ [(WW 1, s WW,)/2]/t , missi

WW,, =kalan paino hetkelli 2 (g)

WW, = kalan paino hetkelli 1 (g)
WWoy, = kalan paino hetkelld 2 (kg)
WW ,, = kalan paino hetkelld 1 (kg)

t = jakson kesto hetken 2 ja 1 vililli (vrk)

Kasvu muutettiin energiaksi estimoimalla kalan energiapitoisuus kokeen alussa ja
kéyttimiilld yksilokohtaista mitattua energiapitoisuutta energiapitoisuuden loppuarvo-
na ja sijoittamalla em. arvot edelld esitettyyn kaavaan.

Kirjolohen hapenkulutus laskettiin seuraavasti:
M2 = Q*(O3in12-O20u112)*Oxatip + V*(O20u1-O20u2) *Orativ, MiSsé

M,; = kalan hapenkulutus (mgh™) ajanjaksolla 1-2
Q =virtaama (1 h'")
Ouin2 = keskimiiiiriinen mV-arvo altaaseen tulevalle vedelle jaksolla 1-2

Ozou12 = keskimiisirdinen happianturin mV-arvo altaan vedelle jaksolla 1-2
Ouaip = kalibrointikerroin (mg mV™")




V = altaan tilavuus (1)
Os0u1 =happianturin mV-arvo altaan vedelle hetkelld 1
Os0u2 = happianturin mV-arvo aitaan vedelle hetkells 2

Vuorokautinen hapenkulutus (g d') saatiin kertomalla em. arvo 24:113 ja jakamalla
1000:1la. Hapenkulutus muutettiin painokorjattuun muotoon (g kg™ d') jakamalla ka-
lan painolla (kg) ja energiaksi kertomalla hapenkulutus rehun raakakoostumuksen pe-
rusteella arvioidulla kertoimella (13,73 kT kg™ d).

Ravinnonoton kuvaamiseen tarvitaan useita suureita, koska kyseessid on itseruokinta-
Jjarjestelmd, jossa mitataan suoraan vain kalan ruokailuaktiivisuutta ja altaaseen syéte-
tyn rehun miifirds. SyOmiiton rehu vihennetdin sySttoméirists, jofloin kyetiifin epi-

Ruokailuaktiivisuus (kpl kg d') = mokinta-anturiin ruokinta-aikana vuorokaudessa
kohdistettujen iskujen méari

Ravinnon sySttomisiri (g kg d™') = vuorokaudessa altaaseen ruokailuaktiivisuuden
perusteella sydtetty rehumiisird

Syoty ravintoméiiri (g kg d) = ravinnon syottdmiiri — syomiitdn rehu

Syoméittoméin rehun laskentatapa vaihteli koekohtaisesti ja on kuvattu koekohtaisissa
menetelmissd. Ravinnonoton suureet muutettiin energiaksi kertomalla em. suureet re-
hun energiapitoisuudella (24,88 kJ g

Tilastollisessa analyysissa kiytettiin SYSTAT 9 -ohjelmaa. Veriparametrien analyy-
simenetelménd oli yksisuuntainen varianssianalyysi. Jos kisittelyryhmid oli yli 2,
merkitseviit erot identifioitiin parittaisilla kontrasteilla. Kasvun, hapenkulutuksen ja
ravinnonoton suhteen sovellettiin joko yksisuuntaista varianssianalyysia tai kovarians-
sianalyysia, mikiili jonkin tekijdn aiheuttama vaihtelu selitettiiviissi muuttujassa halut-
tiin poistaa. Normaalisti havaintojoukkona kiytettiin kalakohtaista mittausta tai ha-
vaintojakson keskiarvoa (eli havaintojoukko = kalaméérd). Luvussa 3.1. ja 3.5 tebtyjen
aika-tarkastelujen havaintojoukkoina kytettiin tunti- ja piivikohtaisia mittauksia.




3. Tehdyt kokeet

3.1 Paastoavan kirjolohen aineenvaihdunta

Aineenvaihduntaa voidaan mitata epasuorasti mittaamalla hapenkulutusta. Timé voi-
daan muuntaa energia-arvoiksi happikalorisen kertoimen avulla, joka vaihtelee eri
piiravintoaineille vililld 13,36-14,72 kJ g™ happea. Happikalorinen kerroin on suurin
hiilihydraateilla ja pienin rasvoilla. Koska kertoimet ovat suhteellisen ldhelld toisiaan
(pienimmién ja suurimman vilinen ero on <10 %), aineenvaihdunnan energiankulutuk-
sen arvioinnissa voidaan tehdi korkeintaan timén suuruinen virhe. Kédytinnossd virhe
on pienempi, koska kalat kayttdvit aineenvaihduntansa ensisijaisena energianlihteeni
péiasiassa proteiineja ja rasvoja, joiden kertoimet ovat lihempiini toisiaan (rehu koos-
tuu padasiassa rasvoista ja proteiineista).

Paastoavan kalan aineenvaihdunta kuvastaa kalan aineenvaihdumtatasoa pienimmil-
144n.

Liikkumattoman, paastoavan kalan aineenvaihdunnasta kiytetédin termii standardime-
tabolia.

Kesikuussa 1999 tehtiin esikoe paastoavilla kaloilla. Kokeen pifasiallisena tarkoituk-
sena oli toimia kiytinnon testind vesindytteenotto- ja mittauslaiticiston toimivuudelle.
Témén lisdksi haluttiin saada minimiarvio kirjolohen hapenkulutuksesta koeldmpoti-
lassa (15 °C) sekd arvioida siirron jilkeiseen toipumiseen tarvittavaa aikaa sekd mil-
laista vuorokausirytmi# paastoavat kalat noudattavat.

Kalat (keskiarvo=369 g, keskihajonta=110 g, vaihteluvili 154604 g) punnittiin, siir-
rettiin 15 °C:een veteen koejirjestelmiin ja kalojen hapenkulutusta mitattiin hieman
yli viikon ajan. Tdmén jalkeen kalat punnittiin uudelleen painonmenetyksen mittaami-
seksi.

Paastoavalla kalalla havaittiin hapenkulutuksen vuorokausirytmi. Hapenkulutus oli
korkeimmillaan vilittomésti valojen syttymisen jilkeen klo 6 ja laski sitten hitaasti ol-
len alimmillaan puolen yon aikaan (kuva 1). Pédivikohtainen hapenkulutus laski koko
mittausjakson aikana yli 30 %. Ensimmiisend péivin keskimé#riinen hapenkulutus oli
noin 102 mg kg™ h ja kokeen lopussa vain 67 mg kg’ h™' (kuva 1). Kalojen viliset
erot hapenkulutuksen tasossa olivat suuria ja yksiléiden keskimériiiset hapenkualutuk-
set kokeen aikana vaihtelivat vililli 44-155 mg kg™ h* (kuva 2). Energiankulutuksek-
si muutettuna em. vastaa 14,5-56,0 (kJ kg d') energiankulutusta. Keskimiriinen
hzipenkulutus paastoavalla kirjolohella oli 85,3 mg kg h™ (keskihajonta=26,5 mg kg™
h™, n=27)
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Kuva 1. Koko koejakson hapenkulutuksen {mg kg’ h") keskimiirdinen
vuorokausirytmi seké pdivikeskiarvon kehitys kokeen aikana paastoavalla
kirjolohella (n=27) (364 g, keskihajonta = 110 g) 15 °C:ssa.

Esikokeen perusteella voidaan todeta, ettd hapenkulutuksen vuorokausirytmi siilyi
selke#ind paastoavalla kalalla (P<0,01). Korkean hapenkulutuksen vaihe oli kuitenkin
suhteellisen lyhyt - vain 4-5 tuntia valojen syttymisen jilkeen. Koska piivittiiinen ha-
penkulutus laski koko kokeen ajan voidaan arvioida, ettd kirjolohen toipuminen ja ai-
neenvaihdunnan tasantuminen siirron jilkeen voi kest#i yli viikon 15 °C:ssa. Tulos on
yllittive, ja merkitsee kiytinnOssé siti ettd hapenkulutuksen perustaso ylittyy 15-20
% viitkon ajan siirrosta. Koska kaloja ei paastotettu ennen koetta, hapenkulutuksen
laskeminen saattoi johtua my&s kalojen ruuansulatuskanavan tyhjenemisesti.
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Kuva 2. Kirjolohiyksildiden (n=27) keskimaériisen hapenkulutuksen (mg kg
h”) jakauma esikokeessa. Piivien vilisen ja vuorokaudenaikaisen vaihtelun
vaikutus hapenkulutukseen poistettu.

kalayksilon ja pédivin vilinen interaktio selittivit yhdessi vajaat 60 % kaikesta hapen-
kulutuksen vaihtelusta kokeen aikana. Loppuosa hapenkulutuksen hajonnasta oli vuo-
rokauden ja kalayksilon vilisen interaktion aiheuttamaa, miki tarkoittaa lihinnii ka-
layksiln lyhytaikaisen aktiivisuuden vaihtelua seki mittausvirhetti.
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Koe osoitti, ettd mittauslaitteisto toimi hyvin ja kalojen hapenkulutusta kyettiin mit-
taamaan suunnitellusti. Ongelmaksi muodostui kuitenkin se, ettd viikon aikana yh 40
% kaloista hyppisi pois altaasta. Altaan katteen rakennetta muutettiinkin kokeen jil-
keen. My0s vesiniytteiden mittausohjelmaan, virtaamamittareiden rakenteeseen, lim-
potila-antureiden telineisiin, kiertoveden ilmastukseen seki tuloveden esikisittelyyn
tehtiin parannuksia esikokeesta saatujen kokemusten perusteella.

e Paastoavan kalan hapenkulutuksessa esiintyi vuorokausirytmi.

» Siirron jilkeen paastoavan kalan hapenkulutus alenee viikon aikana selvisti.

3.2. Kortisolin vaikutus kirjolohen veriparametreihin ja kasvuun ryh-
massa

Stressin vaikutuksen tutkimiseksi kiytettiin implanttitekniikkaa (Specker et al. 1994).
Tekniikassa tutkittavaa ainetta sekoitetaan rasvaseokseen. Rasvaseos sijoitetaan kalan
vatsaonteloon, josta se liukenee hitaasti ja mahdollistaa siten pitkikestoisten vaikutuk-
sien tutkimisen. Koska implanttitekniikka oli uusi, tiytyi selvittid miten hyvin implan-
tit kykeneviit pitiméin kalan plasman kortisolipitoisuuden korkeina.

Kaloihin asennettiin passiivinen radiolidhetin, joka toimii yksilémerkkini eli ns. PTT-
merkki, jotta eri késittelyjen kalat kyettdisiin tunnistamaan ja samasta kalasta tehdyt
mittaukset yhdistdmiin toisiinsa. 10 pdivin kuluttua kaloille asennettiin joko placebo-
rasvaimplantti tai Kkortisoli-rasvaimplantti. Kortisoliannos oli 91,3 ug g'. Kalat
sijoitettiin yhteen altaaseen ja niitd sydtettiin 2 viikon ajan 1,4 % ruumiinpainosta
pdivissi samalla rehulla kuin mitd kiiytettiin respirometrijirjestelméin kokeissa.
Kaloista oteftiin verindyte ennen implanttien asennusta ja 2 kertaa timin jilkeen
(viikon vilein) kaudaalipunktuurilla. Verindytteitd sentrifugoitiin 6000 rpm:ssd 1-2
minuutin ajan, plasma erotettiin ja s#ildttiin nestetyppeen. Naytteisti mitattiin plasman
glukoosi-, kortisoli-, natrium-, kalium-, proteiini- ja kalsiumpitoisuus. Analyysit teh-
tiin RKTL:n Helsingin toimipisteen laboratoriossa.

Kalojen maksat punnittiin hepatosomaattisen indeksin méérittimiseksi:

HSI = 100%* (WW,/ WW), missi

HSI = hepatosomaattinen indeksi (% kalan painosta)
WW, = maksan paino (g)
WW = kalan paino (g)

Kokeella tutkittiin miten hyvin kortisoli-implantit kohottavat kirjolohen plasman kor-
tisolitasoja ja miten kauan timi kortisolitasojen kohoaminen sdilyy. Tdmén lisdksi ha-
luttiin selvittdd minkélaisia heijastusvaikutuksia korkeilla kortisolitasoilla on muihin
veriparametreihin ja kalan kasvoun ryhmissi.

Ennen implanttien asennusta ryhmien keskimidrdiset kortisolitasot olivat samat
(P>0,1). Kortisoliryhmissd plasman kortisolipitoisuus kohosi implantin asennuksen
jélkeen ja oli selvisti korkeampi kuin placeboryhmilld kahden viikon ajan implanttien
asennuksesta (P<0,01). Placeboryhmiin plasman kortisolipitoisuudet laskivat asennuk-
sen jélkeen ja kohosivat sitten hieman kokeen loppupuolella.

10



14 DOplacebo
1200 Hkortisoli
§ 12
1000 Oplacebo
e & kortisol a 1
800
i [
3 800 ®
g 08
£
g
a

: |

R -I -
Lt - i

amen 1 vitko jikeen 2 vilkkoa |Slkeen i 1 vikko jioen 2 wildun dhim
35
80
3 [=] placebo
i I_I' T Em B kortisoll
E 25 T E T
!t ' : r
= 8 M
g 2 | Clpiscebo _‘_% - 1
i E
i 16 | Wnetisol 307
a
|
£ &
o5 % 1o
o — — o - —
annan 1 vikke Jilkeen 2 vilkkoa [ERkoen ] 1 vilkico jalkcesn 2 vkl llsan

Kuva 3. Implanttiasennuksen vaikutus kirjolohen plasman kortisoli- (ug I')
glukoosi- (g I") proteiini- (g I') ja kalsiumpitoisuuteen (mmol I''). Pystyviivat
eslttavit 95 % luottamusvilejd estimaateille.

Kasittelyryhmien plasman keskiméirdinen glukoosipitoisuus oli sama ennen implant-
tien asennusta. Implanttien asennuksen jélkeen kortisoliryhméissi plasman glukoosipi-
toisuus nousi selvisti (P<0,05). Kaksi viikkoa implanttien asennuksen jilkeen kiisitte-
lyryhmien plasman glukoosipitoisuudet olivat jilleen keskimizrin samat (kuva 3).

Kiisittely ei vaikuttanut plasman kalsiumpitoisuuteen tilastollisesti merkitseviisti
(P>0,1) mutta plasman kalsiumpitoisuus kohosi molemmissa ryhmissi kokeen aikana
tilastollisesti merkitsevisti (P<0,001) (kuva 3).

Kortisolikisittely kohotti selvasti kirjolohen plasman proteiinipitoisuutta (P<0,001).
Plasman proteiinipitoisuudet olivat korkeimmillaan kokeen lopussa. Kisittelyryhmien
sisélld ei esiintynyt erilaista ajallista muutosta plasman proteiinipitoisuuksissa (P<0,1)
(kuva 3).

Kortisoli-implantti ei aiheuttanut eroja plasman keskimiiiriisiin kalium- ja natriumpi-
toisuuksiin rasvaimplanttiryhméén verrattuna. Hepatosomaattinen indeksi oli hieman
korkeampi placeboryhmilld kuin kortisoliryhmilld, mutta ero ei ollut tilastollisesti
merkitsevd (P=0,1) (kuva 4).
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Kuva 4. Kortisoli- ja placeboimplantin vaikutus kirjolohen hepatosomaat-
tiseen indeksiin (% ruumiinpainosta), kaksi viikkoa implantin asennuksen
jdlkeen. Pylvait esittdvit kisittelykeskiarvoja ja virhejanat keskiarvojen 95
% luottamusvilejd.
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Kuva 5. Kortisoli- ja rasvaimplantin vaikutus kirjolohen kasvunopeuteen (%
ruumiinpainosta vuorokaudessa) 15 °C:ssa, virhejanat kuvaavat 95 % luot-
tamusviileja keskiarvoille.

Kirjolohen kasvunopeus oli lihestulkoon sama kummassakin kisittelyryhmiissi ennen
implanttien asennusta (P>0,1). Asennuksen jilkeen placeboryhmiilli oli selkedsti posi-
tiivinen kasvukerroin, kun taas kortisoliryhmiin kalat laihtuivat selviisti (P<0,01) (kuva
5).

» Kortisoli-implantit kykenivit kohottamaan kalan plasman Kortisolitasoja vihin-
tddn kahdeksi viikoksi.

» Korkeat kortisolitasot kohottivat plasman proteiini- ja glukoosipitoisuuksia.

e Korkeat kortisolitasot alensivat kalan kasvunopeutta kasvatettaessa kaloja ryhméssi.
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3.3. Kortisolin vaikutus kirjolohen veriparametreihin, kasvuun, ai-
neenvaihduntaan ja ravinnonottoon - osakoe 1

Kun kala kokee #killisen muutoksen ympéristossiin, peldstyy jotakin tai on vaikeissa
olosuhteissa kala pyrkii sopeutumaan tilanteeseen stressireaktion avulla. Lyhytaikai-
sesti stressi kohottaa kalan kykyi sopeutua ja selviytyd. Kun rasitus pitkittyy, stressi
muuttuu kalalle epdedulliseksi. Tété tilaa kutsutaan krooniseksi stressiksi, ja sen yhte-
ni tunnusmerkkini ovat kohonneet veren kortisolitasot. Tutkiaksemme miten krooni-
nen stressi vaikuottaa kirjolohen energiabudjettiin, sijoitimme kalan vatsaonteloon joko
stressihormoni-implantin (kortisoli), puhtaan implantin (rasva) tai kortisolin vaikutusta
estivin implantin (mifepironi) (Vijayan & Leatherland 1992, Vijayan et al. 1994,
Mommsen et al. 1999).

Kaloja akklimoitiin 2 viikkoa 15 °C:ssa ja siirrettiin sen jilkeen koejérjestelmisn.
T#min jilkeen kaloja paastotettiin 10 piivii, jonka jllkeen kaloille asennettiin, ras-
vaimplantti, kortisoli-rasvaimplantti (kortisolia 7,92 % painosta) tai mifepironi-
rasvaimplantti (mifepironia 5,32 % painosta), kalat punnittiin ja niistd otettiin veriniy-
te. Veden happipitoisuuksia ja altaiden virtaamia mitattiin sekii ennen implanttien
asennusta etti sen jdlkeen. Ruokintajlirjestelmi kHynnistettiin implanttien asennusta
seuraavana piivini. Kaloja ruokittiin 3 viikkoa, jonka jilkeen kalat nukutettiin nope-
asti (1,5 g MS-222 + 2 ml Aqui-S 10 I')), punnittiin ja niisti otettiin veriniyte (23G
neulalla kaudaalisuonesta, 0,5 ml niiyte). Niytteet esikisiteltiin kuten aikaisemmin on
kuvattu ja niistd tehtiin samat analyysit,

Plasman kortisolitasot olivat korkeimpia kortisoli- ja mifepironiryhmisséd implantin
asennuksen jdlkeen. Niiden ryhmien kortisolitasot asennuksen jilkeen olivat myds
selkeiisti korkeampia kuin asennusta edeltdvit arvot. Placeboryhmilld oli alhaisempi
plasman kortisolipitoisuus kuin muilla ryhmillé (kuva 6).

Implantin luonne vaikutti tilastollisesti merkitsevisti plasman natrium- ja kalrompitoi-
suuksiin, mutta ei plasman proteiini-, glukoosi- ja kalsiumpitoisouksiin (taulukko 1).
Plasman kaliumpitoisuus oli korkein kortisoliryhmiissd kolme viikkoa asennuksen jil-
keen (taulukko 1) ja erosi tilastollisesti merkitsevisti mifepironiryhméin plasman ka-
liumpitoisuudesta (P<0,05). Mifepironiryhmill4 oli myos kortisoliryhmiisi alhaisempi
plasman natriumpitoisuus (P<0,05). My6s kalsiumpitoisuus oli hivenen alhaisempi
kuin kortisoliryhmilld, mutta ei eronnut siitd tilastollisesti merkitsevisti (P>0,1).
Implanttien luonteella ei ollut vaikutusta plasman glukoosi- tai proteiinipitoisuuteen.
Mifepironi ndyttiisi kokeen tulosten valossa ldhinni estivin kortisolin kykyi yllApitii
plasman ionitasapainoa.
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Taulukko 1. Kirjolohen plasman glukoosi-, proteiini-, Na-, K-, Ca-pitoisuudet, kasvu, hapen-
kulutus ja ravinnon sy6ttoméaédra ennen ja jélkeen placebo-, mifepironi- ja kortisoli-im-
planttien asennuksen. Sarakkeissa ensin keskiarvo ja sitten sulkeissa keskiarvon kes-
kivirhe. P= tilastollinen todennikoisyys ryhmien samanlaisuudelle,

placebo mifepironi kortisoli P
ennen n=13 n=13 n=14
Glukoosi (g/T) 1,23 (0,17) 1,23 (0,20 1,01 (0,16) -
Proteiini {g/l) 43,26 (1,03) 39,37 (1,43) 40,35 (1,66) -
Na {mmol/1) 156,69 (3,02) 155,54 (4,01) 160,14 (3,86) -
K (mmol/1) 207 (0,12) 2,11 017 229 (0,12) -
Ca (mmol/1) 2,38 (0,06) 2,18 (0,06) 2,25 (0,06) -
Kasvu (kJ/kg/d) -11,95 (3,38) -14,08 (3,26) 9,57 (5,07) -
Hapenkulutus 35,84 (2,16) 41,711 (7,79 45,07 (5,18) -
(ki/kg/d)
Jjilkeen n=9 n=7 n=6
Glukoosi (g/1) 1,63  (0,12) 1,21  (0,28) L1l (©0,14) >0,1
Proteiini (g/1) 36,57 (2,32) 34,07 (5,17) 42,77 (3,44) >0,1
Na (mmol/1) 154,33 (3,70) 138,86 (5,45) 156,00(4,78) <0,05
K (mmol/1) 2,81 (0,09 307  (0,21) 3,63 (0,21) <0,01
Ca (mmol/1) 2,19 (0,17 1,87  (0,16) 2,18 (0,09 >0,1
Ravinnonsyotto 138,14 (40,84) 121,97 (43,31) 146,36 (50,01) -
(k)/kg/d)
Kasvu (kJ/kg/d) 14,28 (20,31) 6,67 (13,04) -4,98 (18,86) -
Hapenkulutus 60,58 (4,77) 56,85 (4,56) 54,83 (10,22) -
(k)/kg/d)

Implantin luonne vaikutti hepatosomaattisen indeksiin (P<0,05), joka oli korkein pla-

ceboryhmiilld ja pienin kortisoliryhmilld (kuva 7).

Kirjolohen ruokailuaktiivisuuteen implantin luonne ei vaikuttanut vaan kaikissa ryh-
missé keskiarvo oli sama (P>0,1) ja hajonta suuri. My®s ravinnon systtomaird (kJ kg™

d) oli eri ryhmissi samansuuruinen (taulukko 1).
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Kuva 6. Kortisoli-, mifepironi- ja placeboimpiantin vaikutus kirjoiohen plas-
man kortisolipitolsuuksiin (ug I'"), kasvuun, kuiva-aineen kasvuun ja hap-
enkulutukseen (g kg" d") ennen ja jilkeen implantin asennuksen. Ennen im-
plantin asennusta kalat paastosivat. Implantin asennuksen jilkeinen kasvu,
ja kuiva-aineen kasvu on suhteutettu ruokailuaktiivisuuteen (n=22) ja hap-
enkulutus ravinnon syéttémaésrian (g kg™ d'). Virhejanat esittavit 95 % luot-
tamusvéleja keskiarvoille
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Kuva 7. Kortisoli-, placebo- ja mifepironi-implantin vaikutus kirjolohen hepa-
tosomaattiseen indeksiin (% ruumiinpainosta) kolme viikkoa implantin
asennuksen jélkeen. Pylvéat esittdvit késittelykeskiarvoja ja virhejanat ke-
skiarvojen 95 % luottamusviileja.

Implantin luonne vaikutti kokeessa selviisti kalan kasvuun (kuva 6). Kasvua implantin
asennuksen jilkeen selitti hyvin kovarianssianalyysimalli, jossa selittiving tekijoind
kiytettiin kalan saamaa rehuméfirid ja implantin luonnetta. Malli on ositettuna seuraa-
va:

kortisoliryvhméile: G=1.05*C-6.84
placeboryhinille: G=1.05*C-2.04
mifepironiryhmiille: G=1.05*C-4.40

Malleissa G = kasvu (g kg d''), C=syoty ravintomsizirs (g kg™ d™).

Koko malli selitti 81,6 % kirjolohen kasvusta siirrinnéisten asentamisen jiilkeen. K-
sittelyn vaikutus oli tilastollisesti merkitsevd (P<0,05) ja rasvaimplantilla varustetut
kalat kasvoivat selkedsti nopeammin kuin mifepironi- ja kortisoli-implantilla varuste-
tut kalat.

Kisittelyjen vililli ei ollut tilastollisesti merkitsevid eroja kalan vesipitoisuudessa
(P=0,1).

Vesipitoisuuden keskiarvot kortisoli-, placebo- ja mifepironiryhmille olivat 67,4 %;
67.6 % ja 68,6 % (keskivirhe=0,3 %). Kuiva-aineen kasvu (g kg™ d) oli implantin
asennuksen jilkeen korkeinta placeboryhmiissé ja alhaisinta kortisoliryhmiissid (kuva
6). Implantin luonne vaikutti tilastollisesti merkitsevisti asennuksen jilkeiseen kuiva-
aineen kasvunopeuteen (P<0,05).
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Kortisoliryhmiin kaloilla hapenkulutuksen taso oli alhaisempi kuin muilla kaloilla
(kuva 6) (P<0,05) ja ravinnon syOottomadrd vaikutti selvasti hapenkulutukseen
(P<0,001). Yhden rehugramman syttéminen altaaseen kohotti kalan hapenkulutusta
0,19 g kg’ d"'. Kovarianssimalli, jossa selittivini tekijoini kiytettiin ravinnon syot-
tOméirit ja implantin luonnetta, selitti 75,4 % hapenkulutuksen vaihtelusta implantin
asennuksen jdlkeen. Selitys hapenkulutuksen alhaiselle tasolle kortisolisiirréinnéisryh-
miissi 16ytyy todennékdisesti siité, ettéd ryhmiin kalat eiviit sySneet altaaseen syStettyd
rehua. Titi ei voida kuitenkaan vahvistaa, koska tissi kokeessa et mitattu syométtd-
miin rehun ma#rii.

Kokeen aikana yli 50 % kaloista kuoli. Téhén oli todennékoisimpénd syyni ruokinnas-
ta johtuva kiertovesijirjestelmén likaantuminen, joka aiheutti virtaaman alentumisen
ja happipitoisuuden laskun altaassa. Saatujen kokemusten perusteella koerakennel-
maan tehtiin lukuisia parannuksia. Altaiden vesitysputkia, katteita, ruokintalaitteita,
mittausohjelmaa, ruokintaohjelmaa, hoitorutiineja, altaan sisdistd kiertoa, moduulin
kiertoveden ilmastusta ja akklimointijakson hoitorutiineja parannettiin ennen seuraa-
vaa koetta. Toimilla lisdttzin laitteiston toimintavarmuutta ja pyrittiin vihentiméin
kuolleisuusriskid myShemmin tehtivissi kokeissa.

e Plasman kortisolitasot pysyvét kohonneina kolme viikkoa implantin asennuksesta.

e Koska mifepironi-implanttikalojen plasman natrium ja kaliumpitoisuudet olivat
alhaisemmat kuin kortisolikaloilla, kortisolilla ndyttiisi olevan plasman ionitasoja
yllépitiivi rooli.

s Kortisoli-implantit alensivat kalan kasvua my&s yksittiin pidetyilld kaloilla.

e Kasvuero kortisoli ja palceboryhmin vililld ei selity hapenkulutuserojen avulla,
joten kasvun tiytyy muuttua jonkin muun vaikutusmekanismin kautta.

3.4. Kortisolin vaikutus kirjolohen veriparametreihin, kasvuun,
aineenvaihduntaan ja ravinnonottoon - osakoe 2

Edellinen koe toistettiin. Kokeessa kiytettiin 3 viikkoa 15 °C:ssa akklimoituja kirjolo-
hia. Kirjolohet siirrettiin koejéirjestclmiifin ja niiden annettiin olla ja ruokailla jarjes-
telmiissd 2 viikkoa. Témin jilkeen kaloille asennettiin joko rasvaimplantti tai kortiso-
li-rasvaimplantti (kortisolia 7,92 % painosta) ja kalat punnittiin. ImPIantin koko suh-
teutettiin kalan painoon siten, etti kortisoliannos oli 91,3 ug g. Kolme viikkoa
implanttien asennuksen jilkeen koe lopetettiin, kalat punnittiin, ja niistd otettiin veri-
niyte, joka sentrifugoitiin ja plasmasta miiritettiin kortisoli-, glukoosi-, proteiini-,
kalsium-, kalium- ja natriumpitoisuus.

SyOomiittomiin rehun kappalemaiiri laskettiin poistoputkesta 3 kertaa viikossa. Sydmiit-
tomiin rehun miifird laskettiin seuraavasti:

UC = [average(4Wnu Y Wel/t, missd

UC =sydmiiton rehu (g kg'd?h

D = 1/4 muovikartiossa havaittujen rehupellettien mésristd (kpl d™)
W, =rehupartikkelin paino (g)

'W; = kalan keskiméirdinen paino havaintojaksolla (kg)

t = aika (d)

average = laskentapéivien keskiarvo
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Kuva 8. Kirjolohen plasman kortisolipitoisuus (ug I'') kolme viikkoa kortisoli-
ja placeboimplanttien asennuksen jélkeen. Pylviiét kuvaavat keskiarvoja ja
virhejanat keskiarvojen 95 % luottamusvileja.

Plasman kortisolipitoisuus oli noin kolminkertainen kortisoli-implanttiryhmill4 place-
boryhmiiin verrattuna (kuva 8). Ero oli tilastollisesti merkitsevd (P<0,05). Placebo-
ryhmiin kortisolitaso oli myds korkeampi kuin aikaisemmissa kokeissa, miki viittaa
voimakkaaseen stressiin. Timé on saattanut olla seurausta kokeessa kiytetyn kiertove-
sijéirjestelmin kontaminoitumisesta.

Plasman proteiini-, glukoosi-, natrium- tai kaliumpitoisuuksiin implantin luonne ei
vaikuttanut tilastollisesti merkitseviisti (taulukko 2). Plasman kalsiumpitoisuus oli kor-
tisoliryhmilld 10 % korkeampi kuin placeboryhmiilli (taulukko 2).

Taulukko 2. Kirjolohen plasman glukoosi-, proteiini-, Na-, K-, Ca-pitoisuudet
kolme viikkoa kortisoli- tai placeboimplantin asennuksen jilkeen seki asen-
nuksen jélkeisen jakson ravinnonoton, kasvun ja hapenkulutuksen energia-
arvot. symbolit: ka =keskiarvo ja kv=keskivirhe ja P=tilastollinen toden-
nékoisyys ryhmien samanlaisuudelle.

placebo . kortisoli

ka kv ka kv P
Glukoosi (g/1) 1,91 (0,16) 1,81 (0,16) >0,1
Protetini (g/1) 43,10 (1,52) 47,01 (0,05) >0,05
Na (mmol/1) 143,53 (2,68) 150,37 (2,68) >0,05
K (mmol/1) 321 (0,19 292 (0,19 >0,1
Ca (mmol/l) 2,47 (0,05) 2,70 (0,05) <0,01
Ravinnonotto 218,17 (52,36) 252,87 (36,81) -
(kI/kg/d)
Kasvu (kJ/kg/d) -76,65 (7,25) -81,85 (7,20) -
Hapenkulutus 74,47 (4,56) 83,14 (4,56) -
(kJ/kg/d)
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eybmétdn rehumésri

Ravinnon sy®ttOmiirissd ei oilut koko koejaksolla tilastollisesti merkitsevii eroja

myoskiin ollut kisittelyjen vililld merkitsevid eroja (P>0,05), mutta syOmittSmén re-
hun miérd aleni kokeen aikana (kuva 10). Implanttien asennuksen jilkeen sytmiéitto-
méin rehun mifird oli vain noin 50 % implanttien asennusta edeltiiviisti tasosta. Thmin
seurauksena syddyn rehun méiré kasvoi toisella koejaksolla, mutta siinikiéin ei esiin-
tynyt tilastollisesti merkitsevid eroja kiisittel yjen vilille (P>0,05) (kuva 10).
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Kuva 9. Ravinnon sybttéméérit (g kg” d') ennen ja jélkeen kortisolija pla-
ceboimplanttien asennusta. Pylviiat edustavat kisittelykeskiarvoja ja virhe-
janat keskiarvojen 95 % luottamusvileja.
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Kuva 10. Syomiitén ja sydty rehumiiéiré (g kg™ d') ennen Ja jélkeen kortisoli-
ja placeboimplanttien asennusta. Pylvadit edustavat kasittelykeskiarvoja ja
virhejanat keskiarvojen 95 % luottamusvileja.

Implanttien asennusta seuraavien S péivin aikana ruokailu-aktiivisuus oli korkeampaa
kortisoli-implanttiryhmiilld placeboryhmiiin verrattuna (P<0,05). Jos ravinnon syét-
tomidrid tarkastellaan koko implanttien asennusta seuraavan kolmen viikon jaksolla
kiisittelyiden vililld ei kuitenkaan ollut eroa (P>0,1). Tulos viittaa siihen ettd kortisolin
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vaikutus ruokailu-aktiivisuuteen on ajasta riippuva, ja etti se stimuloisi lyhytaikaisesti
ruokailuaktiivisoutta.
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Kuva 11. Kirjolohen tuorepainon ja kuivapainon kasvu (g kg'd") ennen kor-
tisoli- ja placeboimplantin asennusta ja sen jilkeen. Pylvéat esittévat kasit-
telykeskiarvoja Ja janat pylvéiden sisélla keskiarvojen 95 % luottamusviilejé.

Ennen implanttien asennusta kalat kasvoivat yhti nopeasti, mutta asentamisen jilkeen
kummankin ryhméin kalat laihtuivat. Kortisoliryhmén kalat laihtuivat nopeammin kuin
placeboryhmiin kalat (P<0,05) (kuva 11).

Alkuniytteeni otettujen kalojen vesipitoisuus oli 63,4 % (keskivirhe, kv.=0,2 %). Ko-
keen lopussa kortisolikalojen vesipitoisuus (61,3 %, kv.=0,1 %) oli hieman alhaisempi
kuin placebokalojen (63,1 %, kv.=0,1 %) ja ero oli tilastollisesti merkitsevi (P<0,01).
Jotta kalojen kasvua kyetisin arvioimaan energiana (kJ kg d), tiytyy kyetd arvioi-
maan kalan kuiva-aine- ja energiapitoisuus seki kokeen alussa etti lopussa. Koska ka-
lasta kyetdéin mdfrittimiin em. arvot vain kerran, tiytyy kuniva-aineen alkuarvot arvi-
oida epdsuorasti. Kalan vesipitoisuus (%, W) alkuhetkelld voitiin kuvata regressio-
mallilla (+kv.):

Wyq = -0,0037(0,0015)W+65,0322(+0,6951), missi W=kalan tuoremassa (g) alku-
hetkelli.

Koska vesipitoisuudessa oli kokeen lopussa kisittelyjen vililldi eroa, kuiva-aineen
kasvunopeus oli implantin asennuksen jilkeen samansuuruista Kisittelyryhmilld
(P>0,1) huolimatta erilaisesta tuoremassan keskimé#iriisestd painonmenetyksesti (ku-
va 11). Jos painonmenetystii arvioidaan energiana, kisittelyjen vililld ei ollut merkit-
sevii eroa (P>0,1). (taulukko 2).
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Kuva 12. Kirjolohen keskim##rdinen hapenkulutus (g kg' d') ennen asen-
nusta ja sen jalkeen. Pylvdat kuvaavat kdsittelykeskiarvoja ja virhejanat 95
% luottamusvaleja keskiarvoille.

Kalojen hapenkulutus oli alhaisempaa ennen implanttien asennusta kuin sen jilkeen,
mutta implanttien luonteella ei ollut vaikutusta hapenkulutuksen tasoon kokeen aikana

(P>0,1) (kuva 12).

SyOmittdmén rehun méiri oli ensimmiiiselld jaksolla korkeampi kuin syédyn rehun
méird. Vaikka kalat laihtuivat jilkimméiselld jaksolla timi suhde oli kifintynyt toi-
sinpiin ja mittaustemnme mukaan kalat olivat syoneet jopa hieman enemmiin kuin en-
simmiiiselld koejaksolla. Néimé seikat yhdessd viittaavat siihen, ettd itseruokintajérjes-
telmiissd, syOmattomin rehun mittaustavassa ja kierrdtysvesijirjestelméssé oli jotakin
kaloja ja mittauksia hiiritsevid elementteji. Timéi nikyy myds energiabudjetin kom-
ponenttien estimaateissa (taulukko 2). Témén johdosta jérjestelmiin vesityksen toimin-
taperiaate muutettiin kiertovesijiirjestelmiistii lipivirtausjirjestelmiksi ja syOmittéméin
rehun mittausmenetelmii parannettiin.

® Placeboryhmiin kortisolitasot olivat kokeen lopussa korkealla, mikd viittaa stres-
sauturniseen koeoloissa. Vaikka komsohryhmalla oli vielikin korkeammat plas-
man kortisolipitoisuudet, kokeen tuloksista ei voitane tehdd kovin voimakkaita
paitelmii.

® Kortisoli-implantti ei kohottanut kalan hapenkulutustasoa eikii vaikuttanut merkit-
seviisti kalan laihtumisnopeuteen energiana tai kuiva-aineena tarkasteltuna miki
tukee edellisen kokeen havaintoa, ettei kortisoli-implantti vaikuta kalan hapenku-
lutuksen tasoa kohottavasti.

® Korkea kortisolitaso voi lisétéd lyhytaikaisesti kalojen ruokailuaktiivisuutta.
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3.5. Kortisolin vaikutus kirjolohen veriparametreihin, kasvuun,
aineenvaihduntaan ja ravinnonottoon - osakoe 3

Kokeessa kiiytettiin aikaisempaa miedompaa Kkortisoli-implanttia, koska aikaisemmis-
sa kokeissa kortisolikalat olivat laihtuneet implantin asennuksen jilkeen (katso luvut
3.2, 3.3. ja 3.4.) ja kokeen lopussa kortisolipitoisuudet olivat niin korkeita, ettii ne vas-
tasivat ldhinnd akuuttia (katso luvut 3.3. ja 3.4.) kuin kroonista vastetta. Mittausjirjes-
telmd oli muutettu ldpivirtausperiaatteella toimivaksi, jotta kalojen kasvuolot séilyisi-
viit parempina koko kokeen ajan ja jotta kalojen keskindinen, ts. moduulien sisiinen
riippuvuus vihenisi.

Kaloja akklimoitiin 12 °C:ssa kolme viikkoa, jonka jilkeen ne siirrettiin koejirjestel-
miiin. Kolmen viikon mittausjakson jilkeen kalat saivat joko aikaisempaa miedom-
man kortisoli-implantin (kortisolia 4,90 % painosta) tai pelkiin rasvaimplantin vatsa-
onteloonsa, Altaiden happipitoisuuksia, virtaamia, limpétiloja sekdi ruokailuaktiivi-
suutta mitattiin kolme viikkoa ennen ja jilkeen implanttien asennuksen. Kalan kasvu
mitattiin kahdessa jaksossa: ennen ja jélkeen implanttien asennuksen.

Kokeen lopussa kaloilta otettiin veriniytteet, jotka esikiisiteltiin ja joista analysoitiin
samat veriparametrit kuten aikaisemminkin. Kalat pakastettiin ja kiisiteltiin sen jilkeen
kuten on kuvattu kokeiden yhteisissi menetelmissi ja kalojen kosteus- ja energiapitoi-
suus mitattiin.

Muovikartioon kertyneet syomittdmat rehupartikkelit sekd pubdistuksen yhteydessd
poistuvat rehupartikkelit laskettiin 5 kertaa viikossa ja altaan pohjalle jd#neet rehupar-
tikkelit kerran viikossa. SySmittomin rehun (UC, g kg™ d) miifiri arvioitiin seuraa-
vasti:

UC = [(4Znyy + Zny, +Zn, )W /Wl/t, missi

UC = syomittdmin rehun misrid (gkg' d?)

n, = puhdistuksessa poistuneiden rehupartikkelien mazri (kpl d™)
n, = altaassa olevien rehupartikkelien miiri (kpl d')

W, = rehupartikkelin paino (g kpl')

W;=kalan keskimiifirdinen paino havaintojaksolla (kg)

t = aika (d)

Kortisoli-implantti kohotti plasman kortisolipitoisuutta siten, ettd Kortisolipitoisuus
2,5-kertainen placeboryhmiiéin verrattuna vield kolmen viikon kuluttua implantin
asennuksesta. Ero oli tilastollisesti merkitsevi (P<0,05) (kuva 13).
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Kuva 13. Kortisoli- ja placeboimplantin vaikutus kirjolohen plasman kortisol-
ipitoisuuteen (ug I') kolme vilkkoa Implanttien asennuksen jilkeen. Pylviét
esittavat keskiarvoja ja janat 95 % luottamusvileja keskiarvoille.

Muiden mitattujen veriparametrien osalta implantin luonteella ei havaittu olevan vai-
kutusta eniid kolme viikkoa asennuksen jilkeen (taulukko 3).

Taulukko 3. Kortisoli- ja placeboryhmien veriparametrit kolme viikkoa implanttien
asennuksen jéilkeen seké ravinnonoton, kasvun ja hapenkulutuksen energia-arvot en-
nen ja jalkeen implanttien asennuksen. ka.=keskiarvo ja kv. keskiarvon keskivirhe.
P=tilastollinen todennéikdisyys ryhmien samanlaisuudelle.

muuttuja placeboryhmii kortisoliryhmi P
ka. kv. ka. kv.
Glukoosi (g/1) 1,24 (0,16) 1,42 (0,16) >0,1
Na (mmol/l) 169,80 (2,60) 171,81 (2,60) >0,1
K (mmoll) 3,09 (0,12) 2,77 (0,12) >0,05
Ca (mmold) 2,64 (0,07) 2,54 (0,07) >0,1
Proteiini (g/1) 47,58 (1,68) 47,79 (1,68) >0,1
ennen-Ravinnonotto (ki/kg/d) 384,53 (39,13) 359,78 (31,58) -
Kasvu (kJ/kg/d) 134,98 (19,55) 142,23 (20,17) -
Hapenkulutus (kJ/kg/d) 52,62 (3,53) 51,60 (3,67) -
jélkeen- Ravinnonotto (kJ/kg/d) | 371,55 (38,99) 280,10 (41,39) -
Kasvu (kJ/kg/d) 138,97 (18,72) 84,07 (40,80) -
Hapenkulutus (kJ/kg/d) 7347 (4.91) 62,12 (3,07 -
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Ruokailuaktiivisbudessa oli suurta yksilon sisdisti ajallista vaihtelua. Kortisoli-
implanttiryhméin keskiméfirdinen ruokailuaktiivisuus niiytti laskevan implantin asen-
nuksen jélkeen, kun taas placeboryhmissi keskimi#riinen ruokailuaktiivisuus siilyi
ennallaan (kuva 14). Implanttien asennuksen jilkeists ruokailuaktiivisuuden (kpl d™)
aikariippuvuutta tutkittiin laskemalla jokaiselle kalalle regressiomalli:

ruokailuaktiivisuus = a*aika+b

Mallin antamia kulmakertoimia (a) ja lihtotasoja (b) vertaamalla havaittiin, ettd log-
transformoitu plasman kortisolipitoisuus (In(cort)) korreloi negatiivisesti ruokailuak-
tiivisuuden ja ajan (pdivid asennuksen jilkeen) viilisen suhteen kulmakertoimeen (a):

a= -3,27(+0,84)*In(cort)+8,96(+3,32), *=0,25, P<0,01; funktion kulmakertoimelle.

Plasman kortisolipitoisuus vaikutti myos positiivisesti lihtdtasoon (b):

b=25,87(x10,31)*In(cort)+61,88(+29,81), r’=0,12, P<0,05; funktion kulmakertoimel-
le.

Alhaiset selitysasteet viittaavat siihen, ettii ruokailuaktiivisuuden dynamiikkaan vai-
kuttavat myos muut tekijat.
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Kuva 14. Kortisoli- ja placeboimplantin vaikutus kirjolohen ruokailuak-
tiivisuuden (kp! d”) ajalliseen kehittymiseen, pisteet esittaviit késittelyke-
skiarvoja ja janat keskivirhetta.
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Ennen implanttien asennusta sydmiittoméin rehun miird oli kummassakin ryhmissd
keskimiiirin samanlainen (6,4 g kg™ d”, P>0,1) ja aleni 30-50 % implanttien asennuk-
sen jilkeen. Implantin luonne ei kuitenkaan vaikuttanut sySmiéittéméiin rehun mirézn
(P>0,05) (kuva 15).
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Kuva 15. Kortisoli- Ja placeboimplantin vaikutus kirjolohen syémétta |&t-
timén ja sydmén rehun madriéan (g kg' d”). Janat palkkien sisilla kuvaavat
kasittelykeskiarvojen 95 % luottamusvilejd. Kummankin mittausjakson
kesto 20 vuorokautta.

Implantin luonne vaikutti asennuksen jilkeiseen syotyyn ravintoméirizn ( g kg” d™)
tilastollisesti merkitsevisti (P<0,05). Kortisoli-implantilla varustetut kalat sdiviit kes-
kimii#irin kolmanneksen vihemmiin kuin placeboimplantilla varustetut kalat (kuva 15).
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Kuva 16. Kortisoli- ja placeboimplantin vaikutus kirjolohen kasvuun ja kuiva-
aineen kasvuun (g kg" d”) seki kasvu ennen implanttien asennusta. Janat
pylvélden slsélld kuvaavat 95 % luottamusvilejd pylvadn esittdmélle kes-
kdarvolle.
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Kirjolohet, joille oli asennettu kortisoli-implantti kasvoivat huomattavasti hitaammin
kuin ne kalat, joille oli asennettu placeboimplantti (P<0,01). Kasvu oli kortisoliryh-
mélld vain noin kolmanneksen placebokalojen kasvunopeudesta. Fnnen asennusta
kummankin ryhméin kalat kasvoivat yhti nopeasti (> 10g kg* d?) ja my®8s n#ihin ar-
voihin verrattuna kortisoliryhmiin kalat kasvoivat hitaammin implantin asennuksen
jélkeen, kun taas placeboryhmin kalat kas voivat lihestulkoon samalla nopeudella kuin
ennen asennusta (kuva 16).

Sybty ravintoméiiri (C, g kg™ d™) ja implantin luonne vaikuttivat kalan kasvuun seu-
raavasti (kovarianssimalli, r’=0,46, n=43):

kortisoliryhmi: G=0,68*C-1,59
placeboryhmii: G=0,68*C-0,13

Kisittelyjen vilinen ero ei ollut tilastollisesti merkitsevi (P>0,1) vaan mallin mukaan
kalan kasvu kokeen aikana selittyi syddyn ravintomiirin avulla. Havaitut kasvuerot
implanttiryhmien vililld selittyivit siten silld, ettd implantit vaikuttivat kasvuun epi-
suorasti ravinnonkulutuksen kautta.

Alkuniiytteiden keskiméirdinen vesipitoisuus oli 71,0 % (kv.=0,2%). Kalan koko vai-
kutti negatiivisesti kalan vesipitoisuuteen (%, Wq) ja voitiin arvioida seuraavasti
(tkv.):

Wag, = -0,0127(10,0055)W+73,4399(+1,0606), missi W=kalan tuoremassa (g).

Kokeen lopussa kalojen vesipitoisuus oli alhaisempi kuin alkuniytteissi ja kuiva-
ainepitoisuus vastaavasti korkeampi. Placeboryhmiin kuiva-aineen kasvunopeus oli
implanttien asennuksen jilkeen nopeampaa kuin kortisoliryhmén (P<0,05) (kuva 16).
Jos sydtyd ravintomaardd kiytettiin kovariaatting, implanttiryvhmien kuiva-aineen kas-
vunopeudessa ei kuitenkaan ollut tilastollisesti merkitseviid eroa (P>0,1). Energiakas-
vussa ei ollut tilastollisesti merkitsevii eroa (P>0,05) kisittelyryhmien vililti.

Implanttien asennusta edeltéving jaksona energian sitoutumistehokkuus oli placebo-
ryhmiilld 33,95 % (kv.=6,40 %) ja kortisoliryhmilld 41,53 % (kv. =2,78 %). Placebo-
ryhmin keskiméiriinen energian sitoutumistehokkuus oli implanttien asennuksen jil-
keen 36,65 % (kv.=6,45 %) sybdyn ravinnon energiaméiiristi ja kortisoliryhmilld
23,79 % (kv.=7,22 %). Implantin luonne ei vaikuttanut tilastollisesti merkitsevisti
energian sitoutumistehokkuuteen (P>0,1).
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Kuva 17. Kortisoli- ja placeboimplantin vaikutus kirjolohen hapenkulutuk-
seen (g kg"' d”) (vasemmalla) seké hapenkulutukseen, kun kasvun vaikutus
on poistettu (oikealla). Janat esittivat 95 % Iluottamusvélejéd kdsittelyke-
skiarvoille. Molempien mittausjaksojen kesto oli 20 vuorokautta. Kalojen lu-
kumééra ofi 20 placeboryhméssa ja 22 kortisoliryhméssé.

Ennen implanttien asennusta ryhmien keskimi#riisessd hapenkulutuksessa ei ollut
eroa (P>0,1) (kuva 17). Implantin asennuksen jilkeen kummankin ryhmiin keskimés-
riinen hapenkulutus kohosi jonkin verran, mutta implanttien vililld ei ollut eroa
(P>0,1). Seki ennen asennusta etti asennuksen jédlkeen kalan kasvu vaikutti tilastolli-
sesti erittiiin merkitsevisti hapenkulutuksen tasoon (P<0,001). Ennen implantin asen-
nusta kalan kasvu yhdelld grammalla (g kg™ d”) kohotti hapenkulutusta 0,086 g kg™ d
! ja asennuksen jilkeen 0,080 g kg™ d” kertoimien vilinen ero ei ollut tilastollisesti
merkitsevd (P>0,1). Kun kasvunopeuden ero otettiin huomioon, keskimé#riinen ha-
penkulutus oli lihes identtinen implanttiryhmien vililli (kuva 17). Témé tukee osal-
taan sitd, etti kortisoli vaikuttaa kasvuun vaikuttamalla ravinnonottoon, kuten myds
muut timéin kokeen tulokset osoittivat, eiké kohottamalla hapenkulutusta.

o Aikaisempaa miedommat kortisoli-implantit kykenivit kohottamaan kirjolohen
plasman kortisolipitoisuuksia kolmen viikon ajan.

o Kortisoli vaikutti aikariippuvaisesti ravinnonottoon, lyhytaikaisesti kortisoli
stimuloi ruokailuaktiivisuutta ja myShemmin laskee sitd hitaasti.

o Korkea kortisolipitoisuus ei kohota hapenkulutusta.

o Korkea kortisolipitoisuus hidastaa kalan mérki- ja kuiva-aineen kasvua.

s Korkea kortisolipitoisuus ei kuitenkaan hidasta tilastollisesti merkitsevisti kalan
kasvua energiana, miki viittaa siihen, etti kortisoli saattaa stimuloida kasvun
suuntaamista rasvakasvun suuntaan.
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3.6. Lampédtilan nousun vaikutus kirjolohen stressitasoon

Limpétilannousun on osoitettn kohottavan kalan hapenkulutusta lyhytaikaisesti yli
samassa limpétilaan sopeutuneen (akklimoituneen) kalan hapenkulutustason (Evans
1990, Lyytikdinen & Jobling 1998). Tilli kokeella halusimme selvittiisi aiheuttaako
nopea ldmpétilannousu stressis, joka voisi selittéd osittain ldmpétilan nousuun liitty-
viin hapenkulutuksen kohoarisen.

Kaloja ei ruokittu kokeen aikana, muita ruokintajéirjestelmé pidettiin piiilld, jotta kyet-
tiin mittaamaan kalojen ruokailuaktiivisuuden kestoa ilman rehuannosta. Viikon paas-
ton aikana noin 40 % kaloista poistui koealtaista hyppaimilli. Akklimoinnin jilkeen
veden limpbtiloja nostettiin 24 altaassa 13:sta 19 °C:een ja 24 allasta pidettiin saman-
aikaisesti 13 °C:ssa. Kaloista otettiin verindyte, joka esikésiteltiin kuten edelld ja josta
maiiritettiin kortisoli-, kalsium-, kalium-, natrium-, glukoosi- ja proteiinipitoisuus.

Yksittdinen limpétilan nousu ei aiheuttanot mitattavaa stressié kirjolohelle, koska
plasman kortisoli-, glukoosi-, proteiini- ja kalsiumpitoisuudet olivat samanlaisia kuin
ryhmissi, jonka lampétila pidettiin 13 °C:ssa. Kaliumpitoisuudet kohosivat plasmassa
kuitenkin noin 20 % ldmpétilan nousun seurauksena ja indikoivat luultavasti hermos-
tollista stimulaatiota, joka on aiheutunut lampétilan noususta (taulukko 4).

Tauiukko 4. Lampétilan nousun vaikutus kirjolohen veriparametreihin.
ka.=keskiarvo ja kv. =keskiarvon kaskivirhe. P=tilastollinen todennikdisyys
ryhmien samanlaisuudelie.

muuttuja normaali limpétilan nousu P
ka. kv. ka. kv.

Kortisoli (ug/h 17,74 (5,69 22,57  (5,69) >0,1
Glukoosi (g/1) 0,721 (0,05) 0,729  (0,05) >0,1
Proteiini (g/1) 29,35 (0,95) 31,22 (1,00) >0,1
Na (mmol/1) 175,09 (L,71) 176,00 (1,89) >0,1
K (mmol/) 2,89 (0,17) 3,58 ©,19) <0,05
Ca (mmol/) 1,99 (0,07) 2,01 (0.07) >0,1

®  Yksittdinen limpétilan nousu 6 °C:lla ei aiheuta vilitonti stressireaktiota kirjolo-
hella, koska plasman kortisoli- ja glukoositasot olivat samanlaiset kuin vakiolim-
potilassa pidetysséd ryhmiissi.

28



3.7. Happipitoisuuden alenemisen vaikutus kirjolohen stressitasoon

Vastaava koe kuin limpétilan dkillisen muutoksen kanssa tehtiin myds veden happipi-
toisuuden nopealla laskulla. Kaloja ei ruokittu kokeen aikana, mutta ruokintajérjestel-
mi pidettiin pilld, jotta kyettiin seuraamaan kalojen mokailuaktiivisuuden kehitysti
ilman rehuannosta. Viikon akklimoinnin jilkeen vesitys pysdytettiin 24 altaassa ja 24
altaan vesitys pidettiin normaalina. Kaloista otettiin verindyte noin tunnin kuluttua py-
siytyksesti. Veriniyte esikésiteltiin kuten aikaisemmin on kuvattu ja siitd méfritettiin
plasman kortisoli-, kalsium-, natrium-, kalium-, glukoosi- ja proteiinipitoisuus. Ko-
keella haluttiin selvittd4 aiheuttaako happipitoisuuden aleneminen stressid.

Yksittdinen happipitoisuuden lasku altaan vesitys pysdyttéimilld ei aiheuttanut stressin
tunnusmerkkeji kirjolohelle, plasman kortisoli-, glukoosi-, Na-, K-, Ca- ja proteiinipi-
toisuus olivat samanlaisia kuin normaaliryhmissé. Kortisolitasot olivat kummassakin
ryhmisséd matalia (taulukko 5).

Taulukko 5. Happipitoisuuden laskun vaikutus kirjolohen veriparametreihin
noin tunnin kuluttua vesityksen pysdyttamisestd. ka.=keskiarvo ja
kv.=keskiarvon keskivirhe. P=tilastollinen todenndkdisyys ryhmien

samanlaisuudelle.
normaali happipitoisuuden
lasku
muuttuja ka. kv. ka. kv. P
Kortisoli (ug/1) 9,91 {2,38) 9,27 (2,44) >0,1
Glukoosi (g/l) 0,750 (0,03) 0,759 (0,03) >0,1
Proteini (g/1) 29,38 (0,78) 28,33 0,79) >0,1
Na (mmol/) 174,70 (1,41) 171,26  (1,44) >0,1
K (mmol/l) 3,03 {0,08) 2,92 (0,08) >0,1
Ca (mmol/1) 2,06 (0,05) 2,02 0,05) >0,1

e Yksittiinen happipitoisuuden lasku ei aiheuttanut mitattavaa stressireaktiota kirjo-
lohen plasman kortisoli- ja glukoosipitoisuuksissa.

29



4. Paatelmat

4.1. Stressi ja sen merkitys

Tyypillisesti stressireaktio voidaan jakaa kolmeen osaan, hilytysvaiheeseen, sietovai-
heeseen ja voipumisvaiheeseen (Wedemeyer et al. 1990). Ensimmiisessd vaiheessa
hypothalamus-aivolisike-munuaisakseli aktivoituu, katekolamiineja ja kortikosteroi-
deja eritetdn ja niiden vaikutuksesta fysiologiassa tapahtuu useita muutoksia, joilla
kala pyrkii sopeutumaan ja s#ilyttéimiin sisdisen tilansa vakaana.

Sietovaiheessa kalan elimisté on kyennyt palauttamaan sisdisen fysiologisen tilan va-
kaaksi. Kala on toipunut, mutta on voinut uhrata paljon voimavarojaan, jolloin kalan
kyky toimia on heikentynyt. Voipumisvaiheessa stressi on ajallisesti kestinyt niin pit-
kiiin, ettei kala endd kykene ylldpitimiiin sisiistd vakauttaan ja osasta fysiologisista
prosesseista, joilla kala on alunperin pyrkinyt sopeuttamaan elimistdiin stressiin tulee
vihitellen kalan sisdisti tilaa edelleen pahentavia.

Jos kalan elimistd jaetaan organisaatiotasoihin, voimme erottaa toisenlaisen jaottelun
kalan stressin ilmenemiselle (Wedemeyer et al. 1990). Primaarissa stressireaktiossa
keskushermosto stimuloi stressihormonien tuottamista. Sekundaarisessa stressireakti-
ossa ndmd kohonneet stressihormonipitoisuudet aiheuttavat muutoksia kudoksissa ja
veressi (esim. nostavat veren glukoositasoja, vihentivit veren hyytymisaikaa, lisaavit
virtsaneritysti ja elektrolyyttien menetysti seki alentavat maksan glykogeenipitoisuut-
ta). Tertiaarisessa stressireaktiossa ndmi primaariset ja sekundaariset stressireaktiot
vaikuttavat kokonaisen kalayksilon kykyyn kasvaa, sietid taudinaiheuttajia, lisaantyi
ja siilyé elossa.

Yleisin esimerkki voipumisvaiheesta on kortisolin vaikutus elimisttssd. Primaarivai-
heessa sitd eritetiiin verenkiertoon ja sen pitoisuus nousee moninkertaiseksi lepovai-
heen kortisolipitoisuuteen verrattuna. Jos stressi menee ohi, pitoisuudet alkavat laskea
mutta jos stressi jatkuu, kortisolitasot voivat pysyi korkeina pitkiifinkin. Kohonneiden
kortisolipitoisuuksien on osoitettu lisd#viin kahden viikon mittaisissa altistuskokeissa
maksan katekolamiinireseptorien miiirds (Reid et al. 1992). Tamé puolestaan lisii ka-
lan reaktivisuutta dkillisiin stressitekijoihin. Jos kortisolitasot ovat vield kanemmin
korkeita, ne aiheuttavat kortisolireseptoreiden miirin alenemista (Pottinger 1990,
Weyts et al. 1998), jolioin vastaavaan kortisolipitoisuuden nousuun reagoidaan lai-
meammin.

Téssd tyossa haluttiin tutkia stressin vaikutusta tertidéiritason ominaisuuksiin simuloi-
malla primaarivaiheen reaktiota. Tim tehtiin kohottamalla kirjolohen kortisolitasoja
rasvaimplanttien avuila. T4min Lihetymistavan validiteettia voidaan tarkastella tutki-
malla miten kortisoli-implanttien vaikutukset vastaavat "luonnollisen” stressin vaiku-
tuksia sekundaarivaiheen stressireaktiossa. Jos vaikutukset ovat samansuuntaisia, mut-
ta vain osittaisia (ndkyvissd vain osassa parametreistd), lihestymistapamme johtaa
stressin vaikutusten aliarvioon tertiaarivaiheessa.

Kortisoli-implantit kohottivat plasman kortisolitasoja selvisti ja vield kolmen viikon
kuluttuakin nimé olivat selvésti korkeampia kuin placebokaloilla tai samoilla kaloilla
ennen kortisoli-implantin asennusta. Kortisoli-implantit kohottivat plasman kalsium-,
proteiini- ja glukoosipitoisuuksia ja alensivat hepatosomaattista indeksisi aivan kuten
kohonneiden kortisolitasojen on havaittu vaikuttavan muissakin toissd (Leach & Tay-
lor 1982, Flik & Perry 1989, Vijayan & Leatherland 1989, Postlethwaite & McDonald
1995, Morgan & Iwama 1996). Kortisoli-implantti ei kuitenkaan alentanut plasman
Na- ja K-ionien maéréi, joka poikkeaa selviisti sekundaarisen stressireaktion kaavasta
(Barton & Iwama 1991, McDonald & Milligan 1997). Tuloksesta voidaan pésitells, et-
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td veren ionien tasapaino jirkkyy todenmikoisesti muiden tekijoiden kuin kortisolin
vaikutuksen vuoksi eli 1dhinni katekolamiinien erityksesti (McDonald & Milligan
1997). Sitii vastoin mifepironi- ja kortisoliryvhmien viliset erot plasman ionitasapai-
nossa osoittavat, ettd kortisoli auttaa ylldpitiméiin plasman ionitasoja normaaleina ja
sen vaikutuksen estiminen mifepironilla johtaa plasman ionitason alenemiseen. Tulos
on samansuuntainen aikaisempien tutkimustulosten kanssa (esim. Bern & Madsen
1990, Morgan & Iwama 1996, McDonald & Milligan 1997). Kortisoli-implantin vai-
kutukset ovat tietylld tavalla aliarvioita todellisesta stressisté, koska katekolamiinien
eritykseen liittyvii stressireaktioita ei mitattu eiké niiden vaikutusta siten kyetd arvi-
oimaan timén tutkimuksen perusteella.

Kortisoli-implantti alensi kasvua kuten kohonneiden kortisolitasojen on havaittu aikai-
semminkin vaikuttavan (Barton et al. 1987, Vijayan & Leatherland 1989, Pickering
1990b). Timi vaikutus selittyi viimeisesséd kokeessa, jossa syOmiittomén rehun mitta-
us oli menetelméllisesti tarkinta, suoraan alentuneella ravinnon sySntiméirilis. Ha-
penkulutukseen kortisoli-implantti ei juur vaikuttanut, joten on oletettavaa, efti ha-
penkulutuksen kohoaminen stressisséd (Barton & Schreck 1987, Morgan & Iwama
1996) on seurausta katekolamiinien erityksestd. Aikaisemmin julkaistut positiiviset
korrelaatiot hapenkulutuksen ja plasman kortisolipitoisuuden vililli (Barton &
Schreck 1987, Morgan & Iwama 1996), indikoivatkin ehkid vain sitd etti kateko-
lamiinien ja kortisolipitoisuudet korreloivat voimakkaasti. Toinen selitysmalli tulosten
eroille voi olla, etti kortisolipitoisuudet stimuloivat hapenkulutusta vain lyhytaikaises-
ti kortisolipitoisuuden kohoamisen jilkeen. Em. tutkimuksissa hapenkulutusta on mi-
tattu lyhytaikaisesti (60-90 min) ja pian kortisolipitotsunden kohoamisen jilkeen (1,5
tuntia-3 piivéid). Jos hapenkulutuksen nousu stressireaktiossa on seurausta katekola-
miinierityksesti, tisti seuraa myds se, ettd hapenkulutuksen muutokset stressireaktios-
sa ovat hyvin nopeita ja myds hividvit nopeasti. Korkeisiin kortisolitasoihin Littyvé
osa stressisti voi vaikuttaa rehun hyviksikdyttGtehokkuuteen alentamalla ravinnon
sydntimiiirdi, jolloin kasvuun kéytettivi osuus alenee. Timi vaikutus oli ruokailuak-
titvisuuden perusteella aika-riippuvainen ja ilmeni vasta, kun kortisolitasot olivat ol-
leet kohonneina noin 10 piiviid. Mittaustulostemme perusteella vaikutus on myds suh-
teellisen pieni, koska suoraan mitattuna rehun hyviksikiiyton tehokkuudessa ei 16yty-
nyt tilastollisesti merkitseviis eroa kuin osakokeessa 1 (GLM-malli luvussa 3.3). Tissé
kokeessa ravinnonkulutus ja kasvu olivat niin pieni, ettei sen perusteella voida viit-
tés, ettd ravinnon hyviksikiyttotehokkuus alenisi huomattavasti kohonneiden kortiso-
lipitoisuuksien vaikutuksesta myds silloin, kun ravinnon syontimiifird ja kasva ovat
"normaalilla” tasolla.

Kirjallisunden perusteclla kortisolipitoisuudella voi olla yhteytti kirjolohen vuorokau-
sirytmiin (Boujard & Leatherland 1992). Tdll6in pitk#iaikaisesti kohonneiden kortiso-
lipitoisuuksien voi odottaa vahentdvin kalan voorokausirytmiikkaa (eli hapenkulutuk-
sen ja ravinnonoton vuorokausirytmii), koska kohonneet kortisolitasot alentavat korti-
solireseptorien mi#rdd ja siten vihentiviit kalan reaktiivisuutta kortisolipitoisuuksien
muutoksiin (Pottinger 1990, Weyts et al. 1998). Toisaalta katekolamiinivasteet voivat
toimia nopeina hapenkulutus- ym. rytmien tahdistajina, jolloin niité voisi kenties tut-
kia episuorasti tarkastelemalla kalan rytmejé. Pitkdaikaisen stressin (pitkizin kohon-
neiden kortisolitasojen) tulisi néky# vuorokausirytmin vaimenemisena ja katekolarnii-
nivasteet nopeina epésiinnéllisind vasteiden kohoamisina.

4.2. Ymparistotekijéiden muutosten vaikutus stressiin

Yksittiisten dkillisten ympéristdmuutosten vaikutus kirjolohen stressitasothin vaikut-
taa vihiiselti. On epitodennikoistd, ettd katekolamiinitasot kohosivat tekemisséimme
ympiristdtekijikokeissa, koska plasman glukoositasot eiviit kohonneet altistusten ai-
kana (luvut 3.6. ja 3.7.). Samaan suuntaan viittaa myds se, etteiviit plasman natriumpi-
toisuudet laskeneet ryhmissi, joissa limpétilaa tai happipitoisuutta muutettiin. Kateko-
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lamiinierityksen kohoamisen tulisi aiheuttaa plasman glukoositasojen kohoamista
(Pankhurst & Van Der Kraak 1997), koska katekolamiinit s#zitelevit glykogeenin
muuntamista glukoosiksi. Vaikka kalan aineenvaihdunta reagoi nopeasti ympiristtte-
kijoiden muutoksiin (esim. Evans 1990, Lyytikiiinen & Jobling 1998), nimi reaktiot
eivit tuloksiemme mukaan liity suoranaisesti kalan stressireaktioon - vaan ovat luon-
teeltaan toisenlaisia. Niinpd ympéristotekijoiden muutosten tutkimisessa voidaan
stressireaktio jittda ottamatta huomioon yhteni selitysmallina, jos ympiristomuutokset
ovat alueella, jonka sisdlld kala kykenee siiitelemiiéin toimintaansa eli sopeutumaan
uusiin olosuhteisiin. Jos ympiristotekijdiden muutokset ovat suurempia, ne saattavat
laukaista pakoreaktion ja siihen liittyviin primaarisen stressireaktion. Kirjolohituotan-
non ja ympéristotekijoiden muutoksien suhdetta tulisi jatkossa tarkastella akklimoitu-
misen ja sidtelyn epétarklkuuden kautta, koska yleensd ympiiristotekijéiden muutokset
ovat alueella, jolla kala on vield kykenevi sopeuttamaan elintoimintonsa uuteen tilan-
teeseen (esim. 6 °C dkillinen limpétilannousu on suhteellisen harvinainen - joskaan ei
mahdoton - kalanviljely-ympiristdssd). Sopeutumisen vaatimaa aikaa ja ser kustan-
nuksia kalalle ei kuitenkaan tunneta vield riittdvisti, jotta kykenisimme arvioimaan
niiden vaikutukset kalanviljelyn tuotannon tehokkuuteen ja ympiristdkuormitukseen.

4.3. Stressin merkitys kirjolohituotannossa

Kohonneisiin kortisolipitoisuuksiin Hittyvi osa stressistii ndyttdd lisddvan lyhytaikai-
sesti kalan ruokailu-aktiivisuutta, Tall# hetkelld ei kuitenkaan vield tiedetd johtuuko
timéd kohoaminen lisééntyneesti ravinnonkulutuksesta vai "innostuksesta”. Myshem-
min ruokahalu niyttiisi alenevan korkeiden kortisolipitoisuuksien seurauksena (luku
3.5.). Tami vaikutus ndyttdisi olevan hidas ja nikyvin vasta, kun kortisolitasot ovat
olleet kohonneita yli 10 piivéi. Normaaleissa kasvatusolosuhteissa niin pitkikestoi-
nen kortisolitasojen kohoaminen edellyttii taajaa pakoreaktion laukeamista tai suurta
akuuttien stressitekijdiden esiintymistiheytti. Tilld hetkelldi emme mydskiin tieds
kuinka nopeasti timin hitaan alenemisen jilkeen ruokahalu kykenee palautumaan
normaaliksi.

Kortisolipitoisuuksien kohoaminen ei ndyttényt kohottavan hukkarehun mérii yh-
dessiikiiiin kokeessa, jossa asiaa mitattiin (luvut 3.4 ja 3.5.). Nami arviot pitevit kui-
tenkin vain koko mittausjaksolle ja my6s tissé tekijissd saattaa olla kortisolipitoisuu-
den ja ajan viilistd vuorovaikutusta. Asian tutkiminen edellyttisi hukkarehun rytmiikan
ja kortisolipitoisuuden vilisen suhteen tarkastelua.

Kalan kasvu oli korkeiden kortisolipitoisuuksien vuoksi negatiivista kaikissa kokeissa
(luvat 3.2., 3.3. ja 3.4) paitsi viimeisessd (luku 3.5.). Viimeisesséd kokeessa kortisoli-
implanttiryhméin kortisolipitoisuuksien keskiarvo oli jopa alhaisempi kuin edellisen
kokeen placeboryhmissi. Implantin kortisolipitoisuus oli my6s asennushetkellid huo-
mattavasti alhaisempi kuin aikaisemmissa kokeissa (noin 62 % aikaisemmasta pitoi-
suudesta). Tulokset viittaavat sithen, ettii kortisolipitoisuuden vaikutus kasvuun saattaa
olla annosriippuvainen: mit4 suurempi kortisolipitoisuuden nousu, sitd suurempi kas-
vunopeuden alenema. Kasvunopeuden alenemisen seurauksena kirjolohen tuotanto-
kierto hidastuu ja aika tietyn markkinakoon saavuttamiseen pitenee.

Kohonneet kortisolipitoisuudet eivit vaikuttaneet pitkiaikaisesti hapenkulutukseen
(luvut 3.3., 3.4. ja 3.5.). Tistd seuraa, ettei kifjolohen hapen/veden virtaaman tarve
painoyksikkdi kohden nouse pitkiaikaisessa stressissi. Normaalin akuutin stressireak-
tion katekolamiinivaste kuitenkin kohottaa hapenkulutusta ja niinpi "normaalisti”
stressaantuneiden kalojen hapen/veden virtaaman tarve kohoaa. TAméi vaikutus on ly-
hytaikainen ja riippuu siit4, miten nopeasti kala kykenee toipumaan akuutin stressire-
aktion aiheuttamista aineenvaihduntamuutoksista. My®s kortisolilla voi olla lyhytai-
kaisia hapenkulutukseen vaikuttavia funktioita, joiden ilmenemisti tulisikin tutkia pro-
Jektin tuottamista hapenkulutuksen aikasarjoista.
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Koska kortisolipitoisuus alensi kasvua ja ravinnonottoa mutta ei hapenkulutusta, kas-
vun aleneminen oli seurausta ravinnonoton alenemisesta. Ravinnon hyviksikiyttote-
hokkuudessa ei kuitenkaan 16ydetty tilastollisesti merkitsevid eroja miki saattaa johtua
siité, etti ravinnonoton mittaaminen on metodisesti vaikeaa. Kuitenkin, koska hapen-
kulutuksessa ei ollut tilastollisesti merkitseviii eroa kisittelyjen vililli, timiin vaiku-
tuksen voi olettaa olevan suhteellisen vilhiinen, silloin kun kalat ruokailevat normaa-
listi. Katekolamiinivasteiden vaikutusta rehun hyviksikiyttétehokkuuteen olisi myds
tutkittava, jolloin saataisiin parempi kuva stressin vaikutuksesta kirjolohen tuotantopa-
rametreihin,

Tissi tutkimuksessa keskityttiin stressin vaikutuksen arvioimiseen yksilttasolla. Jat-
kotutkimuksissa olisikin selvitettdvd milla tavalla tulokset ovat siirrettidvissd ryhmita-
solle. Ryhmiitasolla stressi voi vaikuttaa myos sosiaalisten hierarkioiden ja aggression
muutosten kautta (@verli et al. 1999), jolloin ryhmai itsessddn voi muuttaa stressireak-
tion aiheuttamaa yksildtason vastetta tuotantoparametreissé.

Stressi néyttdd vaikuttavan ympiérstokuormitukseen vilillisesti kasvun hidastumisen
kaotta. Kasvun hidastuminen aiheuttaa vdistimitti myds rehun hyviksikiyttdotehok-
kuuden alenemisen. Koska tietyn kokoisen kalan trottamiseen menee tuolloin enem-
miin aikaa ja timi taas aiheuttaa standardimetaboliaan kiytetyn energiaosuuden kas-
vua (kala kiyitii osan syOmistiin energiasta jatkuvasti standardimetaboliaan). Koska
rehun hyviksikdyttotehokkuudessa ei ollut siinnénmukaista tilastollisesti merkitsevid
eroa eiki korkea kortisolipitoisuus kohottanut hapenkulutuksen tasoa pitkidaikaisesti,
t4imé vaikutus on kuitenkin suhteellisen pieni.

Jos kirjolohen rehun hyviksikiyttStehokkuutta tarkastellaan proteiinien kannalta, ti-
lanne voi olla toinen mutta t#lld hetkelld ei ole olemassa tutkimustietoa, jonka pohjalta
voisi tehdd pésitelmid ndiden asioiden suhteesta. Kortisoli- ja katekolamiinistressivas-
teen vaikutuksia kalan typpieritykseen tulisi tutkia, jotta saataisiin kokonaiskiisitys
stressin vaikutuksesta ympéristokuormitukseen. Viimeisessd implanttikokeessa (luku
3.5.) saatiin lievid viitteitd siitd, etti korkeat kortisolitasot saattaisivat suunnata kalan
kasvua rasvakasvun suuntaan (pois proteiinikasvusta), mik# osaltaan vahvistaa kiisi-
tysti, ettd typpierityksen ja stressin vilistd suhdetta tulisi tutkia tarkemmin.

Koska korkeilla kortisolipitoisuuksilla oli selkeitd tertiaarisia vaikutuksia, kuten kas-
vun hidastuminen ja muutokset ruokahalussa, pitkéaikaisesti kohonneita kortisolitaso-
ja voidaan tunnistaa tutkimalla kalan ruokahalun rytmiikkaa ja trendeji. On myos
mahdollista, ettd hapenkulutuksen ja typpierityksen rytmeji tutkimalla (esim. vuoro-
kausirytmien vaimenemista) voidaan edelleen parantaa rytmeisti tehtidvien péitelmien
luotettavuutta.
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Liite. Laitteiston tekninen kuvaus

1. Altaat

Altaat valmistettiin 30 litran kanistereista, joiden sunaukkoon asennettiin poistoputki
(PEH, 75 mm halkaisija) ja yksi kanisterin laita leikattiin auki. Poistoputkessa oli va-
kiokorkeudella T-kappale, josta vesi ohjattiin joko suoraan pois altaasta tai virtausmit-
tarin kautta. Poistoputken alaosassa oli kiinnitettyns lipinikyvd muovikartio. Muovi-
kartioon oli kiinnitetty poistoletku, jota kiytettiin altaiden puhdistukseen. Ensimmai-
sessd versiossa letku kiinnitettiin poistoputkeen pyykkipojalla, mutta lopulta p#sidyt-
tiin siiben ettii lyhyt kumiletkun kappale kiinnitettiin muoviseen hanaan.

Poistoputken kiinnityskohdasta - altaan siséipuolelta - hiottiin altaan kokoamisvaihees-
sa tarpeetonta muovia pois, jotta altaan sisdpuolelle ei jdisi rehua kerdévid rakenteita.
Tamén liséksi altaat asennettiin 2 cm kallistukseen, mik# osaltaan paransi rehun pois-
tumista altaasta.

Altaan etuosassa oli 4 reikiid, joihin kiinnitettiin ruokinta-anturi, ruokinta-automaatin
syottdaukko sekii altaaseen tulevan veden etti kierriitysveden putki. Altaan sisilli vet-
td kierrétettiin poistoputkeen sijoitetulla akvaariopumpulla (Sicce), josta se ohjattiin L-
muotoiseen syottoputkeen altaan etuosaan. Vuoden 1999 kokeissa ilmeni, ettd akvaa-
riopumput tukkeentuivat kalan ulosteen ja syométtomin rehun tukkeuttamina. Tukke-
tumisriskii vihentimiiin asennettiin poistoputkeen akvaariopumpun alapuolelle pala
muovitettua teridsverkkoa. Samoin poistoputken suulle altaan siséipuolelle asetettiin
jousiterdksestd valmistettu lanka, joka esti kalojen pakenemisen poistoputkeen.

Altaan vesipinnassa kiiytettiin kelluvaa muovikalvoa vihentimiifin lmasta liukenevan
hapen maaraa My&hemmin kelmun piiii]le sijoitettiin vieléi metalliverkosta va]mistcttu
altaaseen ensin U-mallisen rautalangan ja myGhemmin hakasen ja kuminauhan avulla.
Huhtikuussa 2000 kelluvaan katteeseen ja hyppyesteeseen tehtiin edelleen rakenteelli-
sia parannuksia.

2. Vesitysjirjestelma

Koko koejirjestelmi perustui vuoden 1999 kokeissa kiertovesiratkaisuun, jossa 48 al-
lasta oli jaettu 8 moduuliin, kullakin moduulilla oli oma ylivesisiilid, joista vetté jaet-
tiin moduulin altaille. Altaan poistoputken T-kappaleen toinen haara oli kytketty altai-
den alapuolella sijaitsevaan keruualtaaseen. Keruualtaasta vettd nostettiin tehokkaaila
akvaariopumpulla takaisin yldvesisiilioon noin 25 1 min’, ja valtaosa vedestd palasi
takaisin ylﬁvesisﬁi]iﬁn ylijuoksuputken kautta, koska altaiden virtaamat olivat yleensé
alle 11 min". Keruualtaaseen johdettiin kaivosta tuleva korvausvesi, jonka miitirii
sifideltiin moduulikohtaisella hanalla. Keruualtaassa oli suodatinyksikko (Fluval), jo-
ka suodatti veden kiintoainetta ja epépuhtauksia pois. Ylimiiriinen vesi johdettiin
pois keruualtaan ylivuodon avulla.

Ylivesipontot rakennettiin samoista kanistereista kuin koealtaatkin, Kuhunkin yldvesi-
s#iliotn kiinnitettiin 6 hanaa, joihin kiinnitettiin 12 mm PVC-letku, joka toisesta péis-
ti oli supistettu noin 6 mm halkaisijaan. T4hén kiinnitettiin 6 mm akvaarioletkua, ja
toinen péd liitettiin altaan tnlovesiputkeen. Aluksi putki tySnnettiin suoraan tulovesi-
putkeen mutta myShemmin siirryttiin kéyttiméin T-kappaleita, joilla vakioitiin tulo-
vesiputken korkeus suhteessa altaan vedenpintaan. Laboratorioletkuissa kiytettiin let-
kunkiristimi4, joiden avulla kunkin altaan virtaamaa kyettiin s#fitimézin,

Kun jérjestelmid muutettiin ldpivirtausperiaatteella toimivaksi, alavesiptntot havitet-
tiin. Kaivovesi johdettiin kahteen 300 1 astiaan, joihin oli yhdistetty uusi veden 18m-



mitysjirjestelmé. Altaisiin tulevaa vetti ilmastettiin, ja se pumpattiin kahden vesiau-
tomaatin avulla runkoputkiin, joista se johdettiin altaisiin. Ylijuokseva vesi johdettiin
takaisin limmitysastioihin. Altaista poistuva vesi johdettiin suoraan pois lattiakaivoi-
hin samoin kuin vesindytteitd varten johdettu vesi.

3. Lammitysjarjestelmé

Tulevaa vettd (kaivovesi 4-6 °C) limmitettiin kiertovesijirjestelmiissd (15 °C) (luvut
3.1, 3.3. ja 3.4.) akvaariolammittimilli (600 w / moduuli) ja s#dettiin kahdeksan
lampétila-anturin (PT-1000), tietokoneen ja tarkoitusta varten tehdyn limmonsito-
ohjelman avulla (Labview-sovellutus). Ohjelma avasi relekortin kanavia (12V DC),
joilla ohjattiin voimareleiden (16A) toimintaa,. Voimareleet pisistiviit tiyttd virtaa
{220V AC) moduulikohtaisille virtasy&toille, joista kuhunkin oli hitetty 2 akvaario-
limmitintd. MyShemmin jérjestelmiiin lisattiin erillinen 2 kW ldmmitin, jolla vettd
esikimmitettiin ennen kuin se ohjattiin moduulien yldvesis#ilidihin.

Koko vesitysjérjestelmd muutettiin marraskuun 1999 ja tammikuun 2000 viliseni ai-
kana lapivirtausperiaatteen mukaiseksi. Tulevaa kaivovetti (30 1 /min) limmitettiin
maksimissaan 30 kW teholla, joka oli jaettu kahteen erilliseen Eimmitysastiaan, joissa
kummassakin oli kaksi erillisti limmons#itojarjestelméd. Jokaisella vastuksella on
oma termostaattinsa (on-off kytkentivili 0.7 °C), jota voitiin ohjata myds kellokytki-
melld.

4. Ruokintajirjestelmi

Ruokintajirjestelmiksi valittiin itseruokintaperiaatteella toimiva jérjestelmi. Valmiita
itseruokintajérjestelmii yksittiisille kaloille €i ollut kaupan, joten jérjestelmi suunni-
teltiin, kehitettiin ja rakennettiin itse.

Ruokinta-antureina testattiin kahta eri tyyppid. Ensimméisend testattiin valokuituop-
tiikkaan perustuvaa anturia, joka toimi veden alla hyvin. Varsinaiseen koejiirjestel-
méin hankittiin kuitenkin jo aikaisemminkin kiytossi ollut ruokinta-anturityyppi. An-
turi koostuu induktiivisesta anturista, johon on kytketty heiluritanko, jonka piissi on
punainen pallo. Kun heiluritanko liikkuu pois anturin keilasta, induktiivinen anturi 14-
hettéia 12 V (DC) viestin tietokoneelle. Tdma anturityyppi oli osoittautunut suhteelli-
sen luotettavaksi ja anturi antoi kalalle viilittdmiin havaittavan palautteen toisin kuin
valokuituoptiikkaan perustuva anturi. Anturi on myds hieman edullisempi kuin valo-
kuituoptiikkaan perustuva anturi.

48 ruokinta-anturia ovat kukin kytketty erilliseen optoerotettuun tietokonelinjaan
(ACL-7122 digitaalikortti kytkettynd kahteen TB-24P optoisoloituun digitaalikorttiin).
Tietokone luki ruokinta-antureiden on-off -tilaa 100 ms vilein, mikd on alle puolet
keskiméiirdisestd heiluritangon heilahdusajasta. Samaan digitaalikorttiin oli kytketty 2
kpl 12 V vaihtovirralla toimivaa relekorttia (TB 24R), jotka sizinnostelivit 24 V (AC)
jénnitteen jakamista ruokinta-automaateille.

Sckd antureiden lukemista, ettd ruokintalaitteiden virransyGttdd ohjattiin tarkoitusta
varten kehitetylld tietokoneohjelmalla (Labview-sovellutus). Lisiksi ohjelma yllipiti
kalakohtaisia tiedostoja, joihin tallennettiin kalan pyytimien rehupartikkelien kello-
najat. Ohjelman rakenne oli modulaarinen eli ohjelman sisélld oli 48 itseniisesti toi-
mivaa pienempéi ohjelmaa - yksi kutakin ruokintalaite—ruokinta-anturi yhdistelmsiz
varten. Ohjelmaan tehtiin virheenkorjaus, joka vihentdd virheruokinnan mé#ris: jos-
kus ruokinta-anturi saattaa juuttua on-tilaan, jolloin anturi libettdd ruokkimispyyntdji
jatkuvasti. Ilman virheenkorjausta tillaisessa tilanteessa ruokintalaite tyhjentyisi ko-
konaan altaaseen. Virhelaskuri rekisterdi ruokinta-anturin pyynnon virheeksi, jos edel-



lisestd pyynnostd oli kulunut alle 15 sekuntia (atka saadettdvissd). Ruokinnan péivit-
tiiseksi seuraamiseksi ja virhetilanteiden korjaamiseksi ohjelman etupaneelissa olivat
myds kalakohtaiset ruokintapyyntdlaskurit, jotka nollautuivat vuorokauden vaihtuessa
sekd indikaattorivalo, joka syttyi palamaan, jos joku ruokinta-anturi oli antanut vuoro-
kaudessa vihinti#in kymmenen virheellistéi pyyntoa.

Ohjelman asetukset padtettiin sijoittaa erillisecen tekstitiedostoon. Tekstitiedostossa oli
mahdollista séétid ruckinnan alku ja loppu-aika vuorokauden sisélld. Asetusohjelman
avulla ruokkimia voitiin ohjailla myds ilman ruckinta-antureita - eli kayttiis ruokinta-
suhteiden ruokkimiseen. Asetustiedosto sisélsi myos ruokintalaitteiden yksilokohtaiset
kalibrointitiedot.

Jirjestelméid varten kehitettiin uusi ruokintalaite, koska aikaisemmat tyypit eivit so-
veltuneet tarkoitukseen. Yksiltiden ruokinnassa on kiiytettéivd yhden pelletin kerral-
laan ruokkivaa laitetta, koska esimerkiksi 500 g kirjolohi syd vain noin 5-10 g p#ivis-
s#. Koska kalat olivat suhteellisen pienid 150-700 g , ajateltiin ettd 5 mm (150 mg) re-
hupellettikoko on sopiva ldhtSkohta ruokintalaitteen kehityksessd. Lisiksi automaatin
oli kyettivi ruokkimaan pelletti suhteellisen nopeasti altaaseen, jotta kala oppisi var-
memmin ymmértimiin ruokinta-anturin kiiyton ja rehun ilmestymisen vilisen yhtey-
den. Tavoitieeksi asetettiin 5 sekuntia. Koska automaatteja tulisi jérjestelmisin yhteen-
si 48 kappaletta, olisi hyvi jos laitteen tiyttiminen olisi mahdollisimman helppoa,
esim. kaatamalla.

Laitteen lihtGkohdaksi valittiin hihnaruokkijaa muistuttava ratkaisu, jonka hihnassa
olisi kuppeja, joihin mahtuisi vain yksi pelletti kerrallaan. Ensin kokeiltiin perinteisid
ratkaisuja, joita kallistettiin ja joihin asennettiin erillinen sytttosa. Lopulta civallet-
tiin sijoittaa kallistus automaatin sisdédn. Ruokintalaite rakennettiin 4 mm akryylilevys-
té, se oli sivulta katsottuna nelitn muotoinen (kukin sivu 15 cm), leveytti automaatilla
on 2,5 cm. Laitteen runko koottiin livottamalla akryylid kloroformiin ja kiyttamalls
saatua liimaa osien liittimiseen. Toinen sivuprofiili jitettiin kuitenkin liimaamatta ja
kiinnitettiin sen sijaan kolmella rungon lépi viedylld pultilla, jotta laite olisi huoletta-
vissa. Laitteen sisilld on 45 asteen kulmaan kallistettu hihna, jossa on kuppeja, joihin
mahtui vain yksi 5 mm:n rehupelletti kerrallaan. Kun moottori pyorittdi hihnaa (5
rpmy), vain yksi partikkeli putoaa kuppiin ja muut pelletit jifvit rehunsiiliton tai valu-
vat sinne takaisin hibnan 45° kallistuksen avulla. Laitteen sisdfin sijoitettiin sySttdlevy,
jonka varassa automaatin sisilld saattoi olla kerrallaan 20-30 g rehua.

Laitteen hihna koottiin liimaamalla vahakankaasta ja mustasta solukumista leikatut
kappaleet, joista jilkimmiiseen oli isketty tasavilein 10 kpl 8 mm halkaisijaltaan ole-
via reikid. Kuhunkin reikésin asennettiin 1.5 ml eppendorf-putken kansiosa, joka oli
kooltaan sopiva 5 mm rehupelietille. Laitteet kiinnitettiin altaisiin ensin ruuveilla ja
myShemmin liséttiin aluslevy, johon ne kiinnitettiin pyykkipojilla.

Laitteen akselit valmistettiin (kuten perinteisissikin  hihna-automaateissa)
harjanvarsista, mutta koska vetoakselit olivat lyhyiti ja halkesivat rakennusvaiheessa
helposti, ne kylldstettiin pellavadljylld. Prototyyppivaiheen aikana vetoakseliin
kiinnitettiin vield liukuestetts, joka paransi hihnan toimivuutta selviisti. Hihnan kireys
oli sifdettidvissd kisin siipinmtterin avulla.

Kokeiden aikana havaittiin laitteen toiminnassa puutteita: yksi keskeinen puute oli
sySttdlevyn siirtyminen pois paikaltaan ja toinen oli rehun tippuminen sy&itdlevyn ja
hihnan vilisesti raosta, jonnekin muualle kuin altaaseen. Ongelma ratkaistiin hiomalla
kupeista noin 1 mm pois ja pySristéimilld sydttdlevyn alakulmaa niin, ettei hihna
kyennyt eniié tarttumaan kiinni sydttdlevyn reunaan.

Laitteet kalibroitiin aina emnen uuden kokeen aloittamista. Laitteiden vikatiheys oli
luvun 3.4. kokeessa 20 %/4 viikkoa, joista yli 50 % johtui sy6ttSlevyjen siirtymisestd
hihnan mukana. Muutoksen jélkeen laitteita ei seuraavan kahden viikon kokeen aikana
rikkoutunut lainkaan.



5. Vesiniytteenottojirjestelmi

Jirjestelmén ajatuksena oli mahdollistaa yksittdisten kalojen aineenvaihdunnan, kas-
vun ja ravinuonoton samanaikainen jatkuvan seuranta. Tihiin tarkoitukseen suunnitel-
tiin ja rakennettiin aivan uusi vesindytteenottojérjestelmi, johon kytkettiin hapen,
lampétilan ja virtaaman mittausjirjestelmit. Kullakin moduulilla oli oma ylivesis#ilio,
jonka tarkoituksena oli tasata altaisiin virtaavan veden virtaamia vakicimalla syoti5-
veden paine (vakiointi tapahtuu ylijuoksuputken avulla, joka tasaa ylivesisiilion ve-
denkorkeuden). Kunkin altaan virtaamaa kyettiin sédfitiméin altaan happipitoisuuden
mukaan.

Niytteenottojérjestelmiié ohjattiin ohjelmoitavalla logiikalla (Mitsubishi Inc.), jolla
avattiin vuoronperéiin kunkin moduulin happimagneettiventtiileji. Ensin avautui kun-
kin moduulin tuloveden venttiili ja timén jilkeen 8,5 minuutin vilein muut venttiilit
(altaat 1-6). Vesi johdettiin happianturille (Oxyguard) ja limpotila-anturille (PT-
1000), joista lukemat tallentuivat tietokoneelle, joka luki anturien lukemat noin 6 mi-
nuutin kuluttua venttiilin aukaisemisesta. Samanaikaisesti objain avasi poistoputken
T-kappaleeseen liitettyjd virtausmagneettiventtiilejd, joiden kautta altaiden ylijuok-
suista poistuva vesi ohjattiin edelleen partikkelisuodattimien kautta elektronisille vir-
tausmittareille (McMiilan, 101 Flo-sen). Virtausmittausten jirjestys oli 30 minuuttia
happiniytteenottoa jiljessd, jotta veden virtaus oli ehtinyt tasaantua happiniytteenoton
jélkeen. Kunkin moduulin siséll tietty4 vesilihdetti mitattiin siis tunnin vilein ja jo-
kaisessa moduulissa mitattiin samaa vesildhdettd samaan aikaan. Ohjain Lihetti viestin
tietokoneelle aina, kun se oli avannut kertaalleen kaikki moduulin magneettiventtiilit -
eli tunnin vilein. Tietokoneen mittausohjelma aloitti uuden mittausjakson vasta, kun
se on saanut viestin edellisen jakson loppumisesta. Mittausohjelma yllipiti neljii tie-
dostoa: happi-, limpétila- ja virtaamatiedostoa seki seurantatiedostoa, jossa altaiden
happipitoisuutta suhtentettiin tulevan veden happipitoisuuteen.

6. Veden happipitoisuuden ja limpotilan mittausjirjestelméi

Koska altaat sijaitsivat kahdessa kerroksessa niytteenottoveden virtaamissa oli eroja,
Jotka tasattiin supistamalla néytteenottoletkuja. Happianturikammio valmistettiin 75
mm PVC-putkesta, jonka sisdosaan valettiin silikonista happianturin muotoinen vasta-
kappale. Kaikki kammion kautta kulkeva vesi ohjattiin kulkemaan happianturin kal-
von alapuolella olevassa uurteessa.. Uurre mitoitettiin niin, ettd happianturin lukema ei
muutu yli 0.1 1 min™ vu'taarmssa (vzrtausnopeus happi-anturin kalvon pinnalla oli em.
virtaamissa yli 3 cm s™'). Kammion roiseen péihan kiinnitettiin seitsemiin letkuliitint3,
joihin liitettiin tuleva néytteenottovesi. Kammion toiseen piihin kiinnitettiin poisto-
vesiliitin, joka kiinnitettiin U-muotoiseen muoviletkuun. Poistuva vesi tiytti U-putken
ja kuhunkin U-putkeen sijoitettiin limp&mittari (PT 1000).

Koska happianturien antamat jannitteet (mV) sisiiltéiviit jonkin verran virheellisii arvo-
ja, yht happianturin lukemaa varten luettiin samaa anturia 2 s aikana 400 kertaa ja
niistd 400 arvosta laskettiin mediaani, joka tallennettiin tietokoneelle. Happiantureita
huollettiin 2-5 kertaa viikossa ja kalibroitiin 1-3 kertaa viikossa.



7. Veden virtausmittausjérjestelmi

Veden virtauksen mittaamiseen kiytettiin McMillan-virtausmittareita, joiden kiiytt-
jénnite oli 12 V (DC). Mittari soveltuu mittausalueelle 0.1-2.0 1 min™. Virtausmittari
oli liitetty pystysuorassa olevaan PVC-putkeen, joka toimi veden pudotuskorkeuden
siiitdjind. Virtaaman kasvaessa vesipatsas putkessa nousi ja lisdsi virtaamaa putken
ldpi. Esikokeissa havaittiin, ettd virtausmittarin ldpivirtaus saavutti maksimissaan 0.8 1
min” arvoja. Virtausta mittarin lipi saatiin nostetuksi 1.4 1 min™ asti poraamalla vir-
tausmittarin suuttimet halkaisijaltaan 6 mm:ksi. Ruokintakokeiden aikana virtausmit-
tari saattoi tukkeentua, miki ratkaistiin lisd&imilli pystyputken péidhiin suodatin, joka
esti yli 1,5 mm partikkelien pééisyn mittariin.

Virtausmittari antoi tietokoneelle 0-5 V tasajinniteviestin. Mittarien kalibroinnissa
havaittiin, ettd eri mittareiden viliset erot olivat pienié ja mittarit antoivat luotettavia
lukemia.



