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Hoogte en lengte van de stressrespons
bij karpers erfelijk bepaald

door dr. ir. Michael Tanck (Leerstoelgroep Visteelt en Visserij, Wageningen UR)

Door de intieme relatie van de vis met zijn (waterige) milieu, kunnen kleine veranderin-
gen in dit milieu al leiden tot een verstoring van de homeostase (evenwichtstoestand) in
de vis. De combinatie van gedragingen en fysiologische reacties om zich aan deze ver-
anderde omstandigheden aan te passen en het evenwicht weer te herstellen wordt de
stressrespons genoemd (Chrousos and Gold, 1992). Wanneer bepaalde veranderingen in
houderij-omstandigheden (bijv. waterkwaliteit) het aanpassingsvermogen van de dieren
echter te boven gaan, leiden deze veranderingen tot een langdurige stressrespons, die, op
zijn beurt, kan leiden tot negatieve ‘bijwerkingen’ zoals bijv. een vertraging van de groei
en vermindering van de ziekteweerstand. Door deze samenhang, wordt selectie op stress-
respons gezien als mogelijke methode om met name de (algemene) ziekteweerstand van
de populatie te verbeteren. Temeer omdat directe selectie op ziekteweerstand vaak moei-

lijk te combineren is met andere selectiecriteria in commerciéle fokprogramma's.

Ondanks uitgebreid onderzoek naar de
stressrespons van vissen en zijn gevolgen
met betrekking tot groei, maturatie en ziek-
teresistentie zijn er nog maar enkele selec-
tie-experimenten uitgevoerd, waarbij de
stressrespons gebruikt werd als selectiecri-
terium. Het merendeel van deze experi-
menten werd uitgevoerd bij zalm-achtigen,
zoals de Atlantische zalm (Fevolden et al.,
1991) en de regenboogforel (Fevolden et
al., 1991, 1999; Pottinger and Carrick, 1999).
Omdat de karper, naast een belangrijk vis-
soort voor de visteelt, ook een belangrijke
soort is in experimenteel onderzoek, richtte
mijn promotie-onderzoek bij de leerstoel-
groep Visteelt en Visserij zich op het beant-
woorden van de volgende twee vragen: is
de hoogte van de stressrespons erfelijk be-
paald in de karper, en is het mogelijk om in-
teeltlijnen te maken met een hoge dan wel
lage stressrespons? Om deze vragen te be-
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antwoorden werd een selectie-experiment
uitgevoerd met de stressrespons als selec-
tiecriterium.

Stressor en cortisolstressrespons

Als stressor binnen het onderzoek werd
een snelle daling van de watertemperatuur
van 25 naar 16° gebruikt (= koudeschok,
Figuur 1).

Ter voorbereiding van het daadwerkelijke
selectie-experiment werden een aantal ex-
perimenten uitgevoerd met behulp van
een bestaande inteeltlijn om: 1) de validi-
teit van de koudeschok als stressor te on-
derzoeken en 2) een selectiecriterium te
definiéren voor het selectie-experiment.
De stressrespons van de karper werd on-
derzocht door concentraties van het
stresshormoon cortisol in het bloedplas-
ma te meten tijdens en na de koudeschok.
Deze koudeschok veroorzaakte een signifi-
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cante stijging van de cortisolconcentratie
en de hoogste waarden werden gemeten
binnen 20 minuten na aanvang van de
koudeschok (Figuur 1). Daarom werd de
cortisolconcentratie op 20 minuten geko-
zen als selectiecriterium binnen het selec-

tie-experiment.

Basispopulatie

Als eerste stap in het se{ectie-exgerimem
(Figuur 2) werd een basispopulatie gefoe:—
meerd. Deze basispopulatie (F,) }Jestond uit
een kruising tussen zes mannetjes van een
wilde lijn uit de Anna Paulowna (AP) polde.r
(verkregen via de OVB) en een gedomeﬁn-
ceerd homozygoot vrouwtje van de E4 lijn,
dat al in het broedhuis aanwezig was (zie
voorkant blad). Om de genetische achter-
grond van de AP karpers te onderzoeken,
werden de zes mannetjes gekarakteriseerd
met behulp van eiwit- (allozym) en DNA-
merkers (microsatellieten). Deze analyses
toonden aan, dat zes AP mannetjes hoogst

N

waarschijnlijk afkomstig waren uit een wil-
de of verwilderde populatie.

Erfelijkheidsgraad schatten m.b.v.
androgenetische nakomelingen.

Uit deze zes E4xAP ‘full-sib’ families (F,) wer-
den willekeurig 33 mannetjes gekozen, die
androgenetisch voortgeplant werden. Bij
deze vorm van voortplanten wordt alleen
het DNA van de vader doorgegeven aan de
nakomelingen, welke daarom ook wel dub-
bel haploid (DH) nakomelingen genoemd
worden. De F, generatie bestond zodoende
uit 33 families, elk met twintig DH nakome-
lingen. Al deze 660 DH nakomelingen wer-
den aan de koudeschok onderworpen en
m.b.v. deze gegevens kon een erfelijkheids-
graad (h?) geschat worden voor de hoogte
van de cortisolstressrespons. Deze h? geeft
aan welk deel (0-1) van de gevonden totale
variatie door genen veroorzaakt wordt en
welk deel door milieufactoren. In ons expe-
riment werd een h? gevonden van 0.60 (90%
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1 Figuur 1: Watertemperatuur (—) en plasma cortisolconcentratie (- -) tijdens een & koudeschok.
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E4 overgrootmoeder AP1 - 6 overgrootvaders
Inteeltlijn X Wilde populatie
Wageningen Anna Paulowna Polder

Normale voortplanting
h 4

Fi:  E4xAP 1-6 full-sib families

Androgenese:

5 - 6 willekeurig gekozen

grootvaders per E4 AP familie
A 4

F,: 33 androgenetische families met

elk 20 DH nakomelingen

1. Familie selectie

2. Individuele selectie

2 mannetjes met hoge stressrespons

2 mannetjes met lage stressrespons

Androgenese vier geselecteerde

mannetjes

F3: Inteeltlijnen

0 Figuur 2: Schematische weergave van het selectie-experiment met als doel het creéren van
inteeltlijnen met divergente stressresponsen ten gevolge van een koudeschok. Per genera-
tie wordt de gebruikte voortplantingstechniek en/of selectiemethode aan de linkerkant weer-
gegeven.
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eidsinterval: 0.37 - 0.90), wat
aantoont, dat de hoogte van de cortisol-
stressrespons in de karper voor een groot
deel erfelijk bepaald wordt.

betrouwbaarh

Selectieprocedure F,2F, o
Omdat de 660 DH nakomelingen plet |nd|v.|—
dueel gemerkt waren, was selectie op basis
individuele ccrtlsofstref.ssresp'c{ns
onmodgelijk. Daarom werq_en drie families
met een hoge en drie families met een lage
gemiddelde cortisolst(essrespons gese_slfac-
teerd. De 154 vissen in deze zes families
werden individueel gemerkt, gemixten aan
een tweede koudeschok onderw_orp_ep. Met
deze gegevens werd voor elke lndwrd'uele
vis een fokwaarde voor de cortisol-
stressrespons geschat. Deze fokwaarden
werden gebruikt om vier mannetjes (twee
hoge en twee lage) te selecterer}. :

Deze vier homozygote mannetjes werden

van de

androgenetisch voortgeplant om vier inteelt-
lijnen te krijgen. Deze inteeltlijnen werden
aan de koudeschok onderworpen om te tes-
ten of nakomelingen van een hoge vader ook
een relatief hoge cortisolstressrespons had-
den en vice versa. Figuur 3 laat de resultaten
van dit experiment zien. De rangorde in corti-
solstressrespons van de inteeltlijnen was
identiek aan de rangorde in fokwaarden van
de vaders. Tevens was het maximale verschil
in cortisolconcentraties tussen de lijnen (350
nmol 1-') gelijk aan het verwachtte verschil
op basis van de geschatte fokwaarden.

Stressresponsprofielen

Afgezien van de inteeltlijn, die gebruikt werd
om de werking van de koudeschok als stres-
sor te testen, waren er verder geen volledige
profielen van de cortisolstressrespons tijdens
een koudeschok beschikbaar. Daarom wer-
den in een extra experiment de ‘complete’
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I Figuur 3:

plasma cortisolconcentraties (in nmol.I-1) in de inteeltlijnen van de geselecteerde hoge

en lage mannetjes (M) op 20 minuten na aanvang van de koudeschok. De fokwaarde van de

verschi

llende mannetjes (in nmol.l-1) staat tussen haakjes. De letters geven significante (P<0.05)

verschillen weer in cortisolconcentraties tussen de vier lijnen.
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stressresponsprofielen van verschillende
reeds voorhanden zijnde inteeltlijnen bestu-
deerd. Uit dat experiment bleek, dat de profie-
len van de cortisolstressrespons systema-
tisch kunnen verschillen tussen karperlijnen
(Type | en Il; Figuur 4). Type | laat een relatief
korte respons zien met een hoge dan wel lage
piekwaarde op 20 minuten na aanvang van
de koude schok, terwijl Type Il een langduri-
ge (hoge) cortisolstressrespons laat zien.

Conclusies

De hoogte en lengte van de cortisol-
stressrespons zijn erfelijk bepaald in de kar-
per en de verschillende experimenten resul-
teerden in inteeltlijnen met tenminste twee
cortisolresponsprofielen. Deze inteeltlijnen
vormen een waardevol gereedschap voor
toekomstig onderzoek naar de stressres-
pons zelf en zijn effecten op andere eigen-
schappen zoals groei, reproductie en ge-
zondheid. Door dit vervolgonderzoek zou
het mogelijk moeten zijn om in de nabije toe-

komst enkele problemen met betrekking tot
het gebruik van de stressrespons als selec-
tiecriterium in commerciéle fokprogram-
ma'’s op te lossen.
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0 Figuur 4: Cortisolresponsprofielen van twee verschillende inteeltlijnen tijdens een koudeschok.

Type I:-W -, Type Il (-0 -).
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