NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu: Aktywno$é immunologiczna a sukces rozrodezy samcdw karpia (Cyprinus carpio 1..)
2.Czas trwania projektu: 4 lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): infekcja pasozytnicza, konkurencja nasienia, jakos¢ nasienia,

sukces reprodukeyjny
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisaé¢ odpowiednig kategorie z ponizszych): A.

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majgce na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat
gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkdéw spozywezych, pasz Jub
innych substancji lub produktéw, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony srodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub

doskonalenia kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okredli¢ cel naukowy tub edukacyjny doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze
ono spowodowal u wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i

dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Przedmiotem badan jest zjawisko post-kopulacyjnej selekcji plciowej, w kidrej gléwna role odgrywa
interakcja na poziomie gamet, a w szczegdlnosci zjawisko konkurencji plemnikéw i jakosci nasienia
samca. Autorzy zamierzaja wyjasnié, czy réznice we wrodzonej odpornosci sa skorelowane ze
specyficznymi parametrami nasienia karpia zwigkszajagcymi lub zmniejszajgcymi jego konkurencyjnosé
a w konsekwencji zdolno$¢ do zaptodnienia. Szczegétowym celem naszego projektu jest zdobycie

wiedzy na temat zwigzku miedzy wrodzonymi rdéznicami osobniczymi w aktywnosci ukladu




immunologicznego a sukcesem rozrodezym samedw karpia (Cyprinus carpio L.). Wynikiem niniejszych
badan bedzie weryfikacja hipotezy: samce karpia, cechujgce si¢ lepsza wrodzong odpornoécia na
patogeny, podezas infekcji w sposéb bardziej efektywny kontroluja aktywacj¢ systemu
immunologicznego, a przez to produkujg lepszej jakosci mlecz i w konsekwencji maja wigksze szanse
na przekazanie swoich genéw potomstwu. Zastosowanie modelu chorobowego, jakim jest zakazenie
pasozytem kewi Trypanoplasma borreli powoduje aktywacje systemu odpornosciowego ryb. Z reguly
ryby zakazone pasozytem T. borreli nie wykazuja oznak cierpienia czy pogorszenia kondycji, jednak u
wysoko zapasozyconych osobnikéw moze wystapi¢ brak zerowania, anemia a niekiedy wysigk w jamie
ciala.

Wyniki naszych badan dostarcza wiedzy na temat sukcesu rozrodczego C. carpio w powigzaniu z
aktywnoscig uktadu immunologicznego. Poznanie w jakim stopniu organizmy chorobotworcze,
aktywujgc uktad odpornosciowy gospodarza, moga wptywal na jego sukces rozrodczy pozwolg na
zglebienie immunologicznych aspektéw przystosowawczych organizméw. Podjecie przestawionej
tematyki badawczej przyczyni si¢ to do lepszego zrozumienia wplywu uktadu odpornosciowego na
podstawowe funkcje zyciowe wszystkich kregowcow, w tym czlowieka, poszerzajac wiedze dotyczacy
teorii selekeji plciowej. Przeprowadzenie badan na karpiu jest uzasadnione ze wzgledu na jego warto$é

uzytkowa, jako jednego z najwazniejszych gatunkow ryb hodowlanych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

337 osobnikdéw karpia (Cyprinus carpio)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENTA, OGRANICZENIA 1 UDOSKONALENIA'

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitam istnicjacg wiedzg w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych: Reserchgate, PUBMED; Google Scholar, AGRICOLA; ScienceDirect;
Web of Science(JCR).

! Przy wypetnianiu wzorowac sig na instrukeji wypetniania wniosku W1 punkt. 8




Wykorzystalam stowa kluczowe: immunocompetence, carp immunology, carp innate immunity,
fertility, parasite and reproduction, trade-off, sperm and immunity

Na podstawie przeanalizowanej literatury stwierdzono, ze projekt badan jest innowacyjny i w pelni
zasadny. Zgodnie z teoria uposledzenia immunologicznego (Immunocompetence handicap hypothesis),
samce posiadajace - sprawniejszy system immunologiczny powinni wykazywaé wyZszy sukces
reprodukeyjny. W trakcie infekcji ograniczone zasoby energetyczne lokowane s w reakcje
odpornosciowe kosztem wzrostu, szaty godowej czy tez jakosci produkowanych plemnikow. Zatem
tylko samce w dobrej kondycji zdrowotnej sa w stanie inwestowac energie w obu kierunkach. Jednak
dane na temat wzajemnych relacji ukladu immunologicznego i biologicznej wartosci nasienia sg
sprzeczne (Losdat et al., 2011; Figenschou et al., 2012; Liljedal et al., 2013; Kortet et al., 2003;
Boonekamp et al., 2008). Karp jest przykladem gatunku, u ktdrego nie obserwuje si¢ szaty godowej czy
innych charakterystycznych cech majgcych na celu vatrakeyjni¢ samca w oczach samicy. U tego typu
gatunkéw bezposredni wplyw samicy na wybdr odpowiedniego samca do rozrodu na poziomie
osobniczym jest bardzo ograniczony. W typowym tarle w zaplodnieniu ikry moze uczestniczy¢ kilku
(do kilkunastu) samcéw. Wigksze samce, czgdciej znajdujac sie blizej samicy, uzyskujg lepsze warunku
zaplodnienia, co nie wyklucza z konkurencji mnicjszych samcéw (tzw. samcoéw pasozytow). W tego
typu zachowaniu godowym sukces reprodukcyjny sameca w duZej mierze bedzie zalezal od zdolnosci
konkurencyjnej plemnikéw i zjawiska ukrytego wyboru samicy. Mozna zakladaé, ze samce, kiore nie
ponosza kosztow energetycznych zwigzanych z rywalizacja o wrzgledy samicy kieruja zasoby
energetyczne przede wszystkim w ,,produkeje” dobrej jakosci konkurencyjnego nasienia. W zwiazku z
powyzszym, réznice w funkcjonowaniu ukiadu immunologicznego muszg mie¢ znaczacy wplyw na
jako$é plemnikéw, w tym na ich zdolnosci konkurencyjne. Powodem podjg¢cia przedstawionej tu
tematyki badawczej jest brak danych dotyczacych wplywu aktywnosci ukltadu immunologicznego
na sukces rozrodezy samcéw C. carpio oraz sprzeczne dane dotyczgce  specylicznego
wzachowania” uklada immunologicznego u tych ryb (Saha et al,, 2002; Huttenhuis et al., 2006;
Rohlenova et al., 2011; Buchtikova et al., 2011).

Wyniki realizowanych badanh dostarczg wiedzy na temat sukcesu rozrodezego C. carpio w powigzaniu
z aktywnoscia uktadu immunologicznego. Dowiemy sig, czy reakcja zapalna przechyli szalg na rzecz
walki z patogenem i przetrwania jednostki czy raczej na rzecz sukcesu reprodukcyjnego i przediuzenia
gatunku, Bedzie to réwniez pierwszy eksperyment, w ktérym wykorzystamy karpie o precyzyjnie

okreslonej aktywnosei immunologicznej. Umozliwi to poznanie interakcji pomigdzy hormonalng




kontrola spermatogenezy a ukladem immunologicznym. Wyjasnienie wyzej wymienionych zagadnien
ma istotne znaczenie w poznaniu roli post-kopulcyjnego doboru plciowego w wielu procesach
ewolucyjnych, takich jak powstawanie gatunkow (specjacje), lokalne adaptacje, utrzymanie zmiennosci

genetycznej czy tez koewolucja pasozyta i gospodarza.

Proponowane doswiadczenie zostalo zaprojektowane z mysla o efektywnej realizacji zasad zastapienia,

ograniczenia i udoskonalenia (tzw. zasada 3R — replacement, reduction and refinement).

Zasada zastapienia: Przedmiotem badarl sa samce ryb charakteryzujace sig przeprowadzaniem tarla
grupowego, zatem aby osiggngé zatozone w badaniach cele, czyli zbadanie zwiazku pomiedzy sukcesem
rozrodezym a sprawnoscia uktadu immunologicznego i hormonalnego, niemozliwe jest zastgpicnie

dojrzalych ptciowo ryb ich larwami, hodowlami komérkowymi czy innymi organizmami.

Zasada zredukowania: Badania zaprojektowano tak, aby do minimum ograniczy¢ liczbe ryb biorgcych
udzial w teécie bez uszczerbku dla celdéw projekiu. Wieloletnie do$wiadczenie w pracy z pasozytem
T borreli wykazato, ze w kazdej, nawet jednorodnej genetycznie grupie karpi, wyr6znia si¢ rézne
stopnie zainfekowania (Jurecka et al., 2009). Zatem, liczba zakazonych ryb (62) wynika z potrzeby
posiadania odpowiednio duzej puli ryb, z ktérych bedzie mozna wyodrgbnié skrajnie stabo oraz mocno
zapasozycone osobniki, co pozwoli na uzyskanie miarodajnych wynikéw. Liczba osobnikéw
wykorzystanych w I1I etapie (32) wynika z koniecznosci pozyskania wystarczajgcej liczby powtorzeni (8
tarlisk, w ktorych umieszczonych zostanie po 4 samce i 1 samica). Z uwagi na to, ze rozrod tych ryb
odbedzie sie w zmiennych warunkach naturalnych nalezy bra¢ pod uwage, ze zastosowanie mniejszej

liczby powtérzen mogloby negatywnie wptyna¢ na wyniki eksperymentu.

Zasada udoskonalenia: W badaniu wybrany zostal model chorobowy i dawki zakazeniowe, ktory nie
powoduja bolesnych uszkodzeri ciata zwierzat. Niezbgdne bedzie zapewnienie rybom odpowiednich
warunkoéw bytowych w postaci niewysokiego zaggszczenia, stalego napowietrzania oraz optymalnej
temperatury wody (ok. 20°C). Ryby odtawiane bedg przy pomocy przelotowych kasaréw, co zapobicga
uszkodzenia powlok ciata (np. ubytki fusek). Istotne w doswiadczeniu jest, aby badane osobniki
aktywnie pobieraly pokarm oraz nie wykazywaty oznak ostabienia mogacego zniechecaé ryby do tarla.
Wybrany zostat érodek znieczulajgcy MS-222 (ester metylosulfonowy kwasu 3 aminobenzoesowego),
kiérego dziatanie, jak i sposéb podania (zanurzenie ryb w roztworze) ogranicza potencjalny bol,

cierpienie i dystres a zastosowana dawka (od 50 do 150 mg/l wody) zmniejsza potencjalne




niebezpieczenstwo dla zdrowia znieczulonych ryb (Gomuika, 2016). W przypadku, gdy stan zdrowia
ryb bedzie wskazywat na zblizajaca sie $mier¢, zostana one u$miercone poprzez zastosowanie srodka

znieczulajacego MS-222 w dawce letalnej (wezesne i humanitarne zakonczenie procedury).
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8. Projekt jest objety oceng retrospektywna’

® Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach, Nalezy zaznaczy¢ wiasciwe pole.
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