NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: ,, Analiza czynnikéw genetycznych oraz mechanizméw dziedziczenia odpornosci
przeciw infekcji wirusem CyHV-3 u karpia oraz utworzenie nowej syntetycznej linii karpi o

podwyzszonej odpornosci antywirusowej”,

2.Czas trwania projektu: 5 lat

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): karp, CyHV-3, KHV, selekcja genomowa
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisaé odpowiednia kategori¢ z ponizszych): B

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

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

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, $rodkéw spozywczych, pasz lub
innych substancji lub produktdw, lub badar ich jakosci, skutecznosci Iub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $rodowiska naturalnego

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

doskonalenia kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny do$wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze
ono spowodowaé u wykorzystywanych zwierzat, i korzysei, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i

dydaktyki. Maksymalnie 250 stéw, tekst musi byé zrozumiaty dla niespecjalisty.

Karp sazan amurski jest dzikim petnotuskim karpiem o znikomej wartosci hodowlanej ale wysokiej
odpornosci na zakazenie wirusem CyHV-3. Choroba wywolana tym patogenem odpowiedzialna jest za
ogromne straty ekonomiczne w hodowli karpi na calym $wiecie. Celem do$wiadczenia jest ustalenie
ktére rodziny krzyzowki karpia sazana amurskiego z liniami hodowlanym dziedzicza odporno$é na

CyHV-3 oraz bedg w stanie przekaza¢ ja na nastgpne pokolenie. Identyfikacja tych rodzin oraz




wlaczenie ich w program hodowlany, w potgczniu z nowoczesnymi metodami prac selekcyjnych
wykorzystujacych markery genetyczne oraz informacje genomowe umozliwi uzyskanie syntetycznej

linii hodowlanej karpi o podwyzszonej odpornosci na wirusa

Poniewaz, reakcja obronna organizmu przed patogepami warunkowana jest wspéidziataniem wielu
narzadéw i tkanek konieczne jest wykorzystanie w do$wiadczeniu zywych zwierzgt. Wezesne,
humanitarne zakoficzenie procedury eksperymentalnego zakazenia nie moze by¢ zastosowane poniewaz
zadne z widocznych oznak choroby u ryb nie wskazuja jednoznacznie czy dany osobnik $nie czy

wyzdrowieje. Z kolei podatne osobniki sng jeszeze przed pojawieniem sig pierwszych oznak choroby.

Aby osiagngé zamierzone cele wymagane jest przeprowadzenie eksperymentalnych zakazef wirusem
CyHV-3 grupy osobnikow z kazdej badanej rodziny krzyzéwek karpi. Podezas tych doswiadezen dwa
razy dziennie prowadzona bedzie obserwacja zakazonych karpi, monitorowane bedg zewngtrzne oznaki
stanu zdrowia oraz kontrolowana bedzie liczba $nietych osobnikéw. Zaréwno od $nigtych jak i
odpornych ryb zostanie pobrany fragment pletwy do pdZniejszych analiz gemetycznych. Analizy
poréwnaweze genoméw osobnikéw podatnych i odpornych na infekcje umozliwia lokalizacje gendw jak

i sekwencji warunkujacych odpornos¢ na badanego wirusa.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

2677 osobnikdw karpia (Cyprinus carpio)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA 1 UDOSKONALENIA!

Proponowane do$wiadczenie zostato zaprojektowane z mysla o efektywnej realizacji zasad zastapienia,
ograniczenia i udoskonalenia (tzw. zasada 3R — replacement, reduction and refinement). W trakcie
przygotowywania projektu badawczego, przeszukiwano istniejace Swiatowe bazy danych naukowych
(Reserchgate, PUBMED; Google Scholar, AGRICOLA,; ScienceDirect; Web of Science (JCR)) w celu
pozyskania wiedzy i informacji z zakresu tematyki dotyczacej przygotowywanych badafi oraz

projektowanych do$wiadczen. Wykorzystywano nastgpujace stowa kluczowe: carp immunology,

1 przy wypetnianiu wzorowac sie na instrukcji wypetniania wniosku W1 punkt. 8




CyHV-3, KHV, Koi herpes virus, family selection, backcross, disease model, Cyprinus carpio.

Na podstawie przeszukania istniejgeej literatury, stwierdzam Ze, mozliwe jest podniesienie odpornoéci
na wirusa CyHV-3 u karpia hodowlanego poprzez krzyzowanie z dzikim karpiem sazanem amurskim co
zostalo wykazane w pracy Tadmor-Levi i wsp., 2017. Brak jest jednak danych dotyczacych
mechanizméw dziedziczenia odpormosci na wirusa CyHV-3 oraz ulokowania genéw warunkujgcych tg

ceche w genomie karpia, co jest przedmiotem obecnych badan.

Uzyskanie rodzin krzyzéwek karpia zaréwno o podwyzszonej jak i obnizonej odpornosei na wirusa
CyHV-3 umozliwi przeprowadzenie apalizy poréwnawcze] ich genomdéw w celu lokalizacji genow
odpornosci jak i poznania mechanizméw dziedziczenia tej cechy. Przeprowadzone eksperymenty
umozliwia rozwinigeie istnigjgcej wiedzy o genetycznych uwarunkowaniach odpornodci na patogeny
witusowe u zwierzat a takze o mechanizmach ich dziedziczenia. Rozbudowana zostanie wiedza o
hodowli zwierzat z zakresu akwakultury w dziedzinie nowoczesnych metod selekeji wykorzystujacych
rodziny. W akwakulturze metoda selekcji rodzin jest stosunkowo nowa technika i wymaga obszernego

uzupelnienia w zakresie genetycznych uwarunkowan cech hodowlanych.
Badania te uzyskaty finansowanie w ramach projektu EU Horizon 2020 AQUA-FAANG.

Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na poznaniu lokalizacji genéw warunkujacych odpornosé
karpia na wirusa CyHV-3 jak i posiadaniu rodzin o podwyzszonej odpornosei umozliwi wyhodowanie
nowej syntetycznej linii karpi o wigkszej przezywalnosci podczas infekeji tym wirusem. Linia ta
pomoze w zatrzymaniu tendencji spadkowej w produkcji jak i zwigkszeniu wydajnosci gospodarstw
rybackich. W Polsce w hodowli karpia najwigksze straty ryb powoduje wirus CyHV-3 a choroba przez
niego wywotana znajduje si¢ ona na liscie choréb zwalczanych z urzedu, pod nadzorem inspekcji
weterynaryjnej. Co roku stwierdzane jest w Polsce co najmniej kilka ognisk tej infekcji. O skali strat
wywolanych przez ta chorobg $wiadczy przypadek z 2011 roku rozprzestrzenienia sie jej w jednym =z
najwickszych gospodarstw rybackich w Polsce znajdujgcym sie na Lubelszczyznie, ktérego stawy
zajmuja ponad 700 ha. Powierzehni. Wirus CyHV-3 zabil ponad 90% calej hodowli karpia. W sumie
zebrano ponad 122 tony $nietych ryb, a ich utylizacja kosztowala gospodarstwo ponad 35 tys. zl.
Yacznie straty szacowane sg na 4 min zt. Do dnia dzisiejszego na t¢ chorob¢ nie ma skutecznych metod
leczenia wigc zaleca sie zwracaé szczegolng uwage na profilaktyke czyli niedopuszczenia do zakazenia

wirusem. Jednak w gospodarce stawowe] jest to niezwykle trudne poniewaz wektorami




rozprzestrzenigjacymi zakazenie moga by¢ ptaki jak i wiele gatunkéw ryb a calkowite ograniczenie ich
dostepu do obiektdw hodowlanych jest niemozliwe. W zwiazku z tym najefektywniejsza metoda
powstrzymania rozprzestrzeniania si¢ tego wirusa jest selekcja i hodowla karpi opornych na zakazenie

CyHV-3.

Zasada zastgpienia: celem badania jest uzyskanie rodzin krzyzowek karpia zar6wno o podwyzszonej
jak i obnizonej odporno$ci na wirusa CyHV-3 oraz zlokalizowanie genéw warunkujacych odpornosé tej
rodziny na wirusa jak réwniez poznanie mechanizméw jej dziedziczenia. Poniewaz wirus CyHV-3 jest
specyficzny dla karpia a odpornos¢ na ten patogen warunkowana jest na wielu poziomach (od
odpowiedzi na poziomie komérkowym po udzial organéw immunockompetentnych) nie ma na dzien

dzisiejszy dostgpnego modelu alternatywnego dia tego typu badan.

Zasada ograniczenia: Badania zaprojektowano tak, aby do minimum ograniczyé liczbg ryb biorgcych
udzial w teécie bez uszczerbku dla celow projektu i wiarygodnoéei uzyskanych wynikow. Podstawy
ogblnej immunologii a takze doswiadczenie w pracy z rybami wykazuje, ze w obrgbie jednorodnej
genetycznie grupy odpowiedZ immunologiczna jest osobniczo specyficzna. Dlatego zbyt znaczne
Zredukowanie liczby ryb moze si¢ wigzaé z uzyskaniem wynikéw nieistotnych statystycznie, a tym
samym narazitloby zwierzeta na niepotrzebne i bezzasadne uzycie. Aby wyniki eksperymentu byly
istotne statystycznie oraz publikowalne przeprowadzono wstepna analize statystyczng, na podstawie
ktorej szacowana liczba wykorzystanych w eksperymencie ryb wynosi 10992 (opis metody na
podstawie ktérej oszacowano liczbg ryb znajduje si¢ w punkcie 5 niniejszego wniosku). Positkujac si¢
wiarygodnodcia informacji statystyczne) wielko$¢ wymaganej proby ustalono dla wykrycia efektu
rozsadnej wielkosci. W celu ograniczenia liczby zwierzat wykorzystywanych w eksperymentalnych
zakazeniach, w przypadkach gdy podczas pierwszych powtdérzen doswiadczalnych zakazen, badanej
rodziny, uzyskiwane wyniki przezywalno$ci wskazywaly beda na wystgpowanie u niej niskiej
zmiennosci osobniczej badanej cechy zmmniejszona zostanie liczba wykonywanych powtdrzen

doswiadczenia.

Zasada udoskonalenia: Osoby odpowiedzialne za opieke nad zwierzetami posiadajg odpowiednie
kwalifikacje a takze dlugi staz pracy ze zwierzetami. Wykonujacy eksperyment maja duze
do$wiadczenie w badaniach z wykorzystaniem ryb w tym w czynnosciach opisanych we wniosku.
Podczas prowadzenia do$wiadczenia ryby beda przetrzymywane w zbiornikach, tak aby zapewni¢ im

optymalne zageszczenie, napowietrzenie i na$wietlenie. Odlawianie ryb odbywaé sig bedzie przy




pomocy siatek akwarystycznych, co pozwoli na wyeliminowanie uszkodzenia powlok ciata. Srodek
znieczulajgcy (MS-222) oraz sposob jego podania (kapiel w roztworze) ograniczy potencjalny bol i
dystres. Czas trwania eksperymentalnego zakazenia zostal ograniczony do minimum umozliwiajacego

okreslenie ktore osobniki sg podatne na zakazenie a ktére o zwigkszonej odpornosci lub odporne.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywng?

@ na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy

TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy

NIE

? Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. do$wiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wiasciwe pole.



