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ABSTRACT

JPRSTAD, K.E., GOD®, O.R., MOKSNESS, E. and REISEGG, J. 1981.

Krysningsforsgk mellom skrei og kysttorsk. [Crossing experiments
between Arctic and coastal cod]. Fisken Hav., 1981 (2): 17-30.

Egg and sperm from Arctic and coastal cod (Gadus morhua L.) were

collected during the spawning season in the Mgre area. The parent
fishes were classified to cod race according to type of otoliths,
and the eggs were fertilized artificially as soon as possible. The
fertilized eggs were sent by air to Statens Biologiske Stasjon
Flgpdevigen and incubated in the laboratory. The eggs were divided .
in three main groups depending of parent classification, A (coastal
cod x coastal cod), B (coastal cod x Arctic cod), C (Arctic cod x

Arctic cod).

Several polymorphic enzymes (phosphoglucose isomerase, phosphoglu-
comutase, isocitrate dehydrogenase, and lactate dehydrogenase were
found both in the parent fish and in the newly hatched cod larvae.
All phenotypes expected in the offspring were found. However,
mendelian distribution could not be calculated due to mixing of

larvae from more than two parents.
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During the first 30 days after hatching, offspring from the cros-
sing between Arctic and cocastal cod seemed to have a reduced growth
rate compared to the other groups. Due to low enzyme activity in
these larvae, the phenotypic classification in this group was
difficult.

A detailed genetic analysis of group B and C, before and after
first feeding, show a significant change in the distribution of
phenctypes and allel frequencies. The observed changes could be due
to selection on phenotypes or may reflect different egg qualities
for some of the parents used. The genetic analysis demonstrated,
however, that Changes occur during the first feeding stage, indi-
cating that genetic selection can take place in this period of

larval development.
INNLEDNING

Skrei og kysttorsk gyter om vadren i de samme omradene fra Mgre og
nordover kysten. Undersgkelse av otolitt-typene brukes for a skille
de to hovedtypene fra hverandre (ROLLEFSEN 1933), og genetiske
studier har vist at de tilhgrer adskilte populasjoner (MPLLER 1966,
1968) . A bruke otolittkarakterer til & skille fiskebestander er
svert utbredt (WILLIAMS and BEDFORD 1974). Krysning mellom skrei og
kysttorsk kan tenkes & forekomme pa gytefeltene, og et aktuelt
spgprsmdl er hvordan otolittmgnsteret hos avkom fra slike krysninger
ser ut. Det genetiske bidraget i utformingen av otolitt-type er
forgvrig lite undersgkt, mens miljpets (temperatur, lys og ernaring)
innvirkning p& kalkavleiring hos fisk er beskrevet av flere forfat-

tere (BILTON and ROBBINS 1971 og PANELLA 1974).

Flere genetiske systemer hos torsk kan pévises like etter klekking
(JPRSTAD, SOLBERG and TILSETH 1980). Det er derfor mulig & gjgre
genetiske undersgkelser av torskelarver badde i laboratoriet og i

felten p& et svert tidlig stadium.
Forspkene som er beskrevet nedenfor ble lagt opp som et innledende

eksperiment hvor en spesielt utprgvde metoder. I tillegg ville en

undersgke otolitt-type pa avkom fra forskjellige krysninger samt
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den genetiske sammensetningen hos larvene f¢r og etter fgrste

neringsopptak.

Undersgkelsene av otolitt-typer omhandles ikke her da en vil foére
opp larvene s& lenge som mulig. De genetiske analysene er imidler-
tid avsluttet.

MATERIALE OG METODER

Gytende torsk ble samlet inn under merketokt p& Mgre i mars/april
1980. Fisken ble klassifisert til henholdsvis skrei eller kysttorsk
ved hijelp av otolittundersgkelse (ROLLEFSEN 1933), og det ble tatt
prgver av hvit muskulatur for genetiske analyser. Disse prgvene ble
frosset ned for seinere analyse ved Havforskningsinstituttet i
Bergen. Kunstig befruktning av eggene ble foretatt, og de enkelte
gruppene ble sendt til Statens Biologiske Stasjon Fle¢devigen,
Arendal (10 april). Krysningene'ble delt i 3 hovedgrupper:

A: Kysttorsk mot kysttorsk (2 foreldre).
B: Kysttorsk mot skrei (2+4 foreldre).

C: Skrei mot skrei (3+2 foreldre).

I gruppe B og C ble det utfgrt to krysninger i hver (I og II), men
av plasshensyn ble disse slatt sammen. De tre gruppene ble inkubert
og féret opp i hvert sitt 60-liters sort, sylindrisk akvarium
(DANNEVIG og HANSEN 1952) ved en temperatur p& 6,0°+0.1°C. Klek-
kingen av de tre gruppene startet 24 april, og 50% klekking inn-
traff 25 april (dag 0). Innsamlingen av zooplankton oa féring av
larvene fulgt metoden beskrevet av MOKSNESS (1981). En del av
larvene ble konservert i 4% buffret formalin og senere opparbeidet
for standard lengde (SL, fra fremre del av snute til enden av

notochord) og tgrrvekt (TV).

Foruten muskelprgver av stamfisken, ble det tatt en rekke pregver av
larvene i de tre gruppene. Fra de gruppene hvor det var flest
larver (B og C), ble det tatt 100 individer fra hver like etter
klekking (dag 2). P& grunn av lite materiale i gruppe A, ble det
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bare tatt 40 larver av denne p& samme tidspunkt. Videre tok en 100
larver fra gruppene B og C etter at f@grste naringsopptak var ferdig
(dag 15) (ELLERTSEN et al. 1980b). I tillegg ble det tatt 20

larver hver 3. dag fra gruppe C for & kontrollere ndr de enkelte

enzymene kunne pavises under de nevnte betingelser.

Alle larvene ble individuelt behandlet som beskrevet av J@PRSTAD,
SOLBERG and TILSETH (1980). Prgvene ble lagret ved —2OOC i Flgde-
vigen inntil de ble sendt til Havforskningsinstituttet hvor de ble
analysert ved hjelp av stivelsesgel elektroforese. Detaljer er 1
hovedsak beskrevet tidligere (J@PRSTAD 1979). Stivelsesgelen ble
farget for fglgende enxymer: phosphoglucose isomerase (PGI), phos-
phoglucomutase (PGM), laktat dehydrogenase (LDH) og isocitrat
dehydrogenase (IDH). Betingelsene for enzymfargingen er beskrevet
av HARRIS and HOPKINSON (1976) og WARD and BEARDMORE (1977)).

ALLENDORF and UTTER (1977) har foreslatt nomenklaturregler for

enzym loci og alleler. Denne nomenklaturen er brukt her.
RESULTATER

Biologiske observasjoner

Antall egg 1 hver av de tre gruppene ble ikke beregnet ved ankomst
til laboratoriet. Endel dgdelighet ble observert pa eggene uten at
det er mulig & ansla mengden. Prosentvis dgdelighet mé& likevel
anses som liten. Bilder av larvene like fgr og etter klekking er
vist i Fig. 1. Disse larvene er avkom fra krysning mellom kysttorsk
og skrei. Stor reduksjon i antall larver ble observert i1 en alder
av 11-15 dager, men det foreligger ikke mdlinger pd hvordan dgde-
ligheten forlgp i1 de tre gruppene. Ved en alder av omkring 30 dager
hadde gruppe B den klart minste veksten i forhold til de to andre
gruppene. P& grunn av kapasitetproblemer ble ingen direkte mdlinger

foretatt.

Ut fra de begrensede madlingene, som er gjort (summert i Tabell 1),

kan en ikke pavise forskjeller mellom de tre gruppene.
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Fig. la. Torskeegg like for klekking. [cod eggs just before
hatching].

Fig. lb. To dager gamle torskelarver. [Two days old cod larvael.

Genetisk variasjon hos stamfisk og avkom

Analyser av larver fra gruppe C tatt pad forskjellige tidspunkter

etter befruktningen viste god overenstemmelse med tidligere under-
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Tabell 1. Standard lengde (SL), tgrrvekt (V) og anrall (N} av larvene
like etter klekking. Kysttorsk x kysttorsx (A}, Xysttorsk x
skrei (B) og skrei x skrei (C). [Standard length (SL), dry
weight (TV) and number (N) of newly hatched larvae. Coastal
cod x coastal cod (A), coastal cod x arctic cod (B) and

arctic cod x arctic cod (C)].

Dag 0 Dag 3
Krysning
SL v N SL TV N
(mm) (mg) (mm) (mg)

4,43 0,051 22

A (:0,33) (:0,003)
4,85 0,052 142

B (+0,12) (£0,004)
4,61 0,056 44 4,59 0,0055 27

c (£0,25)  (+0,005) (+0,17) (0, 006)

sgkelser (JPRSTAD et al., 1980). Alle de nevnte enzymene kunne
pavises like etter klekking ogsd under de betingelser som ble brukt

1 Flgdevigen.

Oversikt over fenotyper hos stamfisk og observerte fenotyper i de
enkelte larvegruppene er gitt i Tabell 2. Svart liten variasjon ble
padvist for PGM og IDH. Mer variasjon ble pdvist for PGI-1 og LDH-3,
og et eksempel p& stivelsesgel farget for disse enzymene er vist i
Fig. 2. Som det fremgadr av Tabell 2, ble alle forventede fenotyper
i de enkelte krysningene pavist i larvegruppene. Det ble observert
et lite antall av PGI-1 (100/100) i gruppe C, men dette skyldes

sannsynligvis en feilklassifisering.

Dessverre var flere foreldrepar slatt sammen i de gruppene hvor en
hadde stgrst materiale. Det er derfor ikke mulig & kontrollere
nedarvingen 1 de enkelte enzymsystemene. Dette er imidlertid gjort
tidligere (JPRSTAD et al. 1980).

Enzymaktiviteten i de tre larvegruppene varierte i vesentlig grad.

Larvene i gruppe A hadde hpy aktivitet for alle enzymene, og opptil

100% av larvene kunne klassifiseres til fenotype. Ogsd i gruppe C
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Tabell 2. Ulike fenotyper pavist hos foreldre og avkom. Kysttorsk x
kysttorsk (A), kysttorsk x ckrei (B) og skrei x skrei (C).
[Different phenotypes in parent fish and offspring. Coastal
cod X coastal cod (A), coastal cod x arctic cod (B) and

arctic cod x arctic cod (C)].

Krysning Foreldre/avkom PGI-1 PGM+ LDH-3 IDH—l+
K?3 100/100 70/100
A K46 100/150 70/100
Larver 100/100 70/70
100/150 - 70/100
- - 100/100
I: K3 100/100 70/100
S48 100/150 100/100
B IT: Kdl 100/100 100/100
Kd6 100/150 70/100
K37 100/100 70/100
5911 150/150 70/100
Larver 100/100 70/70
100/150 - 70/100
150/150 - 100/100
I: S485 100/150 70/100 70/100 90/100
Sd10 100/150 100/100 100/100 100/100
C 599 150/150 100/100 70/100 100/100
ITI: S¢?13 100/100 100/100 70/100 100/100
Sd12 30/150 100/100 70/100 100/100
Larver 30/100 70/100 70/70 100/100
100/100 100/100 70/100 90/100
100/150 - 100/100
150/150 - -

+: Larvene i krysning A og B ikke analysert for disse enzymene.

kunne mesteparten av larvene (90%) klassifiseres. Pifallende dar-
ligere enzymaktivitet var det i gruppe B hvor under halvparten av

larvene ble fenotype bestemt.

Genetisk sammensetning f@r og etter fgrste naringsopptak

De statistiske testene er i hovedsak beskrevet av SOKAL and ROHLF
(1969), og resultatene av analysene er gitt i Tabell 3. Da PGM og
IDH viste svaert liten variasjon, ble det ikke utfgrt statistiske
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Fig. 2a. Stivelsesgel farget for laktatdehydrogenase (LDH).
Larver fra kysttorsk x kysttorsk. Ulike fenotyper markert med
pil. [Starch gel stained for lactate dehydrogenase (LDH) .
Larvae from coastal cod x coastal cod. Different phenotypes
indicated by arrow].
locus
+
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PGI-1: 100/150 100/100

Fig. 2b. Stivelsesgel farget for phosphoglucose isomerase (PGI).
Larver fra kysttorsk x kysttorsk. Ulike fenotyper markert med
pil. [Starch gel stained for phosphoglucose isomerase (PGI).
Larvae from coastal cod x coastal cod. Different phenotypes
indicated by arrow].




beregninger for disse enzymene. Krysningen i gruppe A ga for lite
materiale til & bli analysert bade fgr og etter fgrste neringsopp-
tak. I de to andre gruppene ble fordelingen av fenotyper kraftig
forandret gjennom perioden.
Tabell 3. Analyse av larver fgr (f.f.n.) og etter (e.f.n.) f@grste naringsopptak. Kyst-

torsk x kysttorsk (A), skrei x kysttorsk (B) og skrei x skrei (C). [Analysis

of larvae before (f.f.n.) and after e.f.n.) first feeding. Coastal cod x
coastal cod (A), coastal cod x arctic cod (B) and arctic cod x arctic cod (C)].

pet-l
Fenotyper 1) Allel frekvenser
Krysning Antall G/d.f.
30/100 100/100 100/150 150/150 30 100 150
A f.f.n. - 20 17 - 37 - 0,77 0,23
e, f.n. - - - - - - - -
B f.f.n. - 13 22 8 43 9,18/l+) -~ 0,56 0,44
e.f.n. - - 26 24 24 - 0,26 0,74
C f.f.n 18 3 44 17 82 l6,4l/2++) 0,11 0,42 0,47
e.f.n. 3 - 26 26 55 0,03 0,26 0,71
LDH=-3
Fenotyper 1) Allel frekvenser
Krysning Antall G/d.f.
70/70 70/100 100/100 70 100
A f.f.n. 8 13 6 27 0,54 0,46
e.f.n. - - - - - -
B f.f.n. 3 28 13 44 6,27/l+) 0,39 0,61
e.f.n. 2 32 3 37 0,50 0,50
c £f.f.n. 31 44 15 90 14’74/24--’-) 0,59 0,41
e.f.n. 14 45 35 94 0,39 0,61

+) Signifikante verdier: 0,01<p<0,05
++) Signifikante verdier: p<0,01

et

lHeterogenitetstest (SOKAL and ROHLF 1959) pad om de er skjedd en forandring gjennom
fprste naringsopptak. G er tilnazrmet x -fordelt.

For PGI-1 var forandringen mest markert, og i begge krysningene
skjedde forandringen til fordel for PGI-1 (150). I gruppe B har
frekvensen signifikant forandret seg fra 0,44 til 0,74 (t=2.97;
df=93; p<0,01) og i gruppen C fra 0,48 til 0,71 (t=2,75; df=137;
p<0,01).

For LDH-3 var det ogsd skjedd forandringer i fenotypefordeling. I
gruppe B ble bare 40% av larvene bestemt til fenotype, og tallene
fra denne gruppen er derfor usikre. G-heterogenitets-test utfgrt pa
de observerte fenotypene, gir signifikant forandring gjennom peri-
oden (G=6,27; df=1; p<0,02). Antall fisk er imidlertid s& lite at

testen er usikker. Kolmogorov-Smirnov's ikkeparametriske test
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(SIEGEL 1956) er bedre egnet p& smd pre¢vestgrrelser og gir ikke
grunnlag for & slutte at det har skjedd en signifikant forandring
(D=0,21; p=0,1) i fenotypesammensetningen. Forandringen i frek-
vensen for LDH-3 (100) fra 0,61 til 0,51 er heller ikke signifikant
(t=0,91; df=79; p~0,2). I gruppe C var det for LDH-3 en tydelig
forskyvning fra fenotype 70/70 over til 100/100, frekvensen for
LDH-3 (100) forandret seg signifikant fra 0,41 til 0,61 (t=2,75;
df=184; p<0,01). I denne gruppen ble over 90% av larvene bestemt

til fenotype i motsetning til i gruppe B.
DISKUSJON

Totalt viser den statistisk behandling av materialet at det skjer
en signifikant forandring i den genetiske sammensetningen i lgpet
av fgrste neringsopptak. Dette kan skyldes en seleksjon mot de
aktuelle genetiske variantene, eller forskjell i egg-/larvekvalitet

i de forskjellige avkomstgruppene.

Fra Tabell 2 ser vi at krysningen i gruppe I (B) vil gi en for-
ventet frekvens for PGI-1 (100) pad 0,75. I gruppe II (B) har vi
flere hanner, og forventete frekvenser kan ikke entydig beregnes.

Frekvensen for PGI-I (100) vil imidlertid vere maksimalt 0,5.

For LDH-3 vil krysningen i gruppe I (B) gi en forventet frekvens
for LDH-3 (100) pa& 0,75, mens en i gruppe II (B) vil forvente en
frekvens p& noe over 0,5. Vi ser altsd at forventet frekvens for
PGI-1 (100) og LDH-3 (100) vil v@re hgyere i gruppe I (B) enn i

gruppe II (B). En seleksjon mot avkommet i den f@grste gruppen vil
derfor gi en nedgang i frekvensen for PGI-1 (100) og LDH-3 (100).

Dette samsvarer med det vi har observert.

Tilsvarende betraktninger kan en gjgre for gruppe C. Her vil selek-
sjon mot avkom i gruppe II (C) gi lavere frekvens for PGI-1 (100)
og h¢yere frekvens for LDH-3 (100) som ogsd samsvarer med det

observerte.

Forandringene 1 fenotypsammensetningen i forbindelse med f@grste

neringsopptak kan altsd delvis forklares ved.at larvene var avkom
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fra flere foreldrepar. For & kunne skille seleksjon mot genotyper
fra seleksjon mot avkomstgrupper, ma en i fremtidige forsgk bruke

larver fra bare ett foreldrepar.

Resultatene peker likevel pd at seleksjon kan spille en viktig
rolle for den genetiske sammensetningen av larver under naturlige
forhold, og for de mulighetene forskjellige larvetyper har for a
overleve. Et aktuelt spgrsm8l er hvordan krysninger mellom kyst-
torsk og skrei klarer seg under naturlige forhold. De beskrevne
krysningsforsgkene viser at det er mulig & gjennomfgre slike for-
spk. Detaljerte genetiske studier kan gjgres allerede ved klekking

av larvene og pd de ulike stadier i utviklingen.

Pa bakgrunn av de begrensede biologiske undersgkelsene kan en ikke
pavise forskjeller mellom de tre larvegruppene. Direkte observa-
sjoner tyder imidlertid pd at larvene fra krysningen mellom kyst-
torsk og skrei hadde redusert vekst i lgpet av fgrste maned etter
klekKing. Dette kan muligens forklare den lave enzymaktiviteten som

ble observert i denne larvegruppen.

Variasjonen i styrken pd de enkelte arsklassene av torsk kan tyde
pé& at milj@gforhold har stor betydning for overleving og oppvekst av
larvene (WIBORG 1957 og CUSHING 1975). I forbindelse med fgrste
naringsopptak er larvene spesielt fglsomme (ELLERTSEN et al. 1980a),
og mulig seleksjon vil sannsynligvis virke pd dette stadiet. De
genetiske analysene av larvegruppene i det beskrevne forsgket

understreker betydningen av dette utviklingstrinn.

Som nevnt var det begrenset genetisk variasjon i det analyserte
materiale. I dag kan en ta smd vevsprgver (biopsi) av levende fisk
(J@PRSTAD, REISEGG og GOD@ 1981). Fisken kan merkes og holdes i
akvarier inntil de genetiske analysene foreligger, og de mest
aktuelle krysninger kan settes opp pd grunnlag av disse. P& denne
mdten kan en sikre at mest mulig variasjon blir representert i
krysningene. For fremtidige undersgkelser vil en ogsd understreke

betydningen av at biologiske og genetiske data koordineres.
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