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WSTEP

Badania nad grupami krwi u ryb zostaly rozpoczete w latach pieg¢-
dziesigtych, chociaz prace wstepne notuje sie ok. 1941 r. (4). W poczatko-
wym okresie najwieksze znaczenie dla rozwoju dalszych badan miaty
prace Ridgwaya i Klontza (1). Uczeni ci otrzymali-nasdrodze immunizacji
wiekszg liczbe surowic testowych, przy uzyciu ktérych wykryli uklad
grupowy, analogiczny do ukladu B u bydla.

Grupy krwi jako cechy, ktére nie zmieniajg sie z wiekiem ani pod
wplywem przypadkowych zmian warunkéw zewnetrznych i dziedziczg
sie w prosty sposdb wg praw Mendla, mogg stanowi¢ przydatny mate-
riat do charakterystyki genetycznej ryb. '

Dzieki badaniom cech antygenowych krwi mozna wykaza¢ istnienie
odrebnych populacji w obrebie tego samego gatunku. Sprague i Vroo-
man (3) testujac grupy krwi sardynek z Pacyfiku stwierdzili, ze ich
antygeny erytrocytarne sg produktem genéw i wyodrebnili dwa ukiady
grupowe krwi B i C, dziedziczace sie niezaleznie i posiadajace po kilka
antygenéw w kazdym ukladzie. Na podstawie czestotliwoseci genow
stwierdzili obecno$¢ przynajmniej dwoch odrebnych populacji na obsza-
rach objetych badaniami.

Przydatno$¢ cech antygenowych do rozrézniania poszczegdlnych ras
wykazano juz niejednokrotnie u bydia i innych zwierzat, co moze suge-
rowa¢ ich zastosowanie u ryb.

Rowniez tak skomplikowane zagadnienie, jak wedréwki ryb, doklad-
niej mozna by poznaé, uzywajac cech antygenowych krwi do oznaczenia
poszczegblnych osobnikow.

MATERIAL

Do badan uzyto karpi gatunku Cyprinus carpio, odmiahy wyselekcjo-
nowanej w Zatorze — Zakladzie Do$swiadczalnym Instytutu Zootechniki.
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Do izoimmunizacji uzyto ryb o wadze powyzej 2 kg w celu uzyski-
wania wiekszej ilo$ci surowicy. Czes¢ ryb umieszczano w stawie prze-
sadkowym, czes¢ w akwariach. W r. 1965 immunizowano w stawach
19 szt. karpi, zas w r. 1966 — 8 szt. Ponadto w tym samym roku immu-
nizowano 14 karpi, ktére przetrzymywano w akwariach. W r. 1967 prze-
prowadzono immunizacje 3 szt. karpi w akwarium i 12 szt. w stawie.

METODA
IMMUNIZACJE

Ryby przeznaczone do izoimmunizacji zostaly oznakowane przy po-
mocy lapisu. Krew od ryb — dawcéw pobierano do plynu konserwuja-
cego, sporzadzonego wg wlasnej modyfikacji metody podanej przez
Sprague’a i Vroomana (3). Sklad ptynu: 8 g cytrynianu sodu, 20,5 g glu-
kozy i 6,5 g chlorku sodu rozpuszczone w 1000 ml wody destylowanej.
Ryby byly szczepione od 4 do 6 razy dootrzewnowo. Celem stwierdzenia
powstawania przeciwcial dla wprowadzonych antygenéw badano ich
obecno$é w surowicy biorcy po drugim i nastepnych szczepieniach. Ryby,
ktérych surowice nie wykazywaly obecno$ci aglutynin, lub u ktérych
miano aglutynin bylo niskie reimmunizowano po uptywie 3 miesigcy.

TEST AGLUTYNACYJNY

Krew na surowice pobierano z zyly zstepujgcej do pltynu konserwu-
jacego, aby uzyska¢ wieksze iloSci surowicy z plazmy, z ktorej uwal-
niano wléknik przez ogrzewanie do 56°C i zamrazanie. Surowice prze-
chowywano w temp. —20°C.

Miano przeciwcial po szczepieniach sprawdzano testem aglutynacyj-
nym (6). Do probowki zawierajgcej dwie krople odpowiednio rozcien-
czonej surowicy odpornosciowej dodawano jedng krople 2,5% zawiesiny
oczyszczonych przez trzykrotne plukanie ptynem fizjologicznym krwinek
karpia. Probowki wytrzgsano i umieszczano w temp. + 4°C.

Wyniki testu odczytywano po 2 i 6 godz. i okreslano je pieciostop-
niowa skalg: * bardzo mala, ledwo widoczna ilo$¢ krwinek zlepionych,
+ ok. 1/4 krwinek zaglutynowanych, + + ok. 1/2 krwinek zaglutynowa-
nych, + -+ + ok. 3/4 krwinek zaglutynowanych oraz + + + + wszystkie
krwinki bardzo silnie zaglutynowane.

d

ABSORPCJE

Surowice izoodpornosciowe byly poddawane absorpcji, w celu otrzy-
mania surowic monowalentnych lub tez sprawdzenia, czy powstata suro-
wica jest monowalentna.

Absorpcje wykonano w nastepujgcy sposob: surowice odpornosciows
mieszano z oczyszczonymi przez trzykrotne plukanie pltynem fizjologicz-
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nym krwinkami karpia w stosunku 1/2 lub 2/3 i pozostawiano na 15—20
min., wstrzgsajgc co 5 min. Po absorpcji surowice sprawdzano testem
aglutynacyjnym.

WYNIKI

Na ogolng liczbe 37 ryb szczepionych w stawach — 14 biorcow wy-
tworzyto surowice izoodporno$ciowe o mianie oryginalnym, 1/2 lub 1/4,
12 surowic reagowatlo stabo (+ lub *), natomiast 11 ryb nie wytworzyto
izoaglutynin.

Brak przeciwcial w niektérych surowicach mégl by¢ spowodowany
tym, ze w poczatkowe]j fazie pracy ryby do szczepien dobierano losowo,
na skutek czego pewna liczba dawcéw i biorcow nie réznila sie skladem
antygenowym krwi. W innych przypadkach przyczyng mogla byé¢ zbyt
niska temp. wody i zwigzany z tym brak zdolnosci biorcéw do produkcji
przeciwcial.

Tabela 1
Wyniki reakcji surowic izoodporno$ciowych, w ktérych stwierdzono izoaglutyniny

Symbol surowicy Reakcje po szczepieniach

Lp.  izoodporno- 11 11 v v VI
§ciowej
1 A(F) org.+ org. org. org.
2 7 - org. org. 1/2 org.+
3 B(G) — org.+ org. org.
4 HpBk) — org. org. org.
o VF) —= org. org. —
6 1803144 = org.+ org. —
1 Z IV (ppp, T org. 1/2 org.
8 (Ppp) — org. org.
9 Q(B) — = org _
10 T(F) — — org.+ org.
11 Ea — —_— org. org.
12 201 — — — org.
13 T(6) — e — — org.
14 A(E') e == = — org.

W tab. 1 przedstawiono 14 szczepien, w wyniku ktérych otrzymano
surowice odpornosciowe. W rubryce drugiej podano symbol biorcy, a po-
nizej w nawiasie symbol dawcy. W nastepnych rubrykach podano miana
surowic po poszczegollnych szczepieniach.

Pierwsze przeciwciala w surowicach izoodporno$ciowych stwierdzono
juz po drugim szczepieniu u dwoéch karpi: A immunizowanego krwig
karpia F i F immunizowanego krwig H|p, jakkolwiek surowica karpia A
reagowala stabiej. Surowice A otrzymano w wystarczajgcej ilosci, ale
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nie ﬁzywano jej do dalszych badan ze wzgledu na obecnogé w niej kilku
typow przeciwcial, bardzo trudnych do rozdzielenia na drodze absorpcji,
natomiast surowica F byla uzywana do dalszych prac.

Najwieksza liczba ryb — 6 szt. reagowala po trzeciej immunizacji.
Z grupy tej do dalszych prac uzyto surowic B i V. Pozostale surowice
byty wykorzystywane tylko do wykrywania réznic antygenowych przy
ustalaniu’ nastepnych szczepien, poniewaz zostaly otrzymane w niezbyt
wielkich ilosciach.

Po czwartym szczepieniu zareagowaly 3 karpie, a do dalszych prac
uzyto surowic 7 i E.

Po pigtym szczepieniu zareagowala ryba 2, jednak brak krwinek
dawcy do dalszych szczepien wyeliminowal te surowice z nastepnych
badan.

Po sz6stym szczepieniu natomiast stwierdzono aglutyniny w surowi-
cach karpia 7 szczepionego krwig karpia 6 i A szczepionego krwig kar-
pia E. Wyniki testu wykazaly, ze surowica 7 po szczepieniach krwig
dawcy 6 zawierala ten sam typ przeciwcial co surowica 7 po szczepie-
niach krwig dawcy F. Przyczyng pézniejszej reakcji byla nizsza temp.
wody w czasie tej serii szczepien. Tylko surowica 7 byla uzywana do
dalszych prac.

Na rybach, ktére przezyly po 3 miesigcach wykonywano reimmuni-
zacje.

W 6 surowicach z 22 otrzymanych drogg reimmunizacji wykazano
obecnos¢ przeciwcial o mianie oryginalnym do 1/10. Pozostale surowice
nie daly zadnych reakc;ji.

Reimmunizacje, w wyniku ktérych otrzymano surowice odpornoscio-
we reagujgce przedstawiono w tab. 2.

Tabela 2
Wyniki reakeji surowic odpornosciowych uzyskanych droga reimmunizacji

Reakcje po szczepieniach

Symbol
surowicy
Lp. | | .
izoodpor- 31 m@m v v Uwagt
nosciowej
1 A org.®+ org org. org.+
A(F) — org. org.+ przy IV szczepieniu nastgpil spadek
temperatury wody
3 Ap org. 1/4 1/10 1/4 Wysoka temperatura wody
A org.x org.+ niska temperatura wody
Flay g, org. 12 org. przy IV szczepieniu nastapil spadek
temperatury wody
6 F(HLB) org.+ 1/2 1/4 1/4 wysoka temperatura wody
7 F(HLB) — org. org. — niska temperatura wody
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Wplyw temp. wody na produkcje przeciwcial byl tu istotny. Przy
pierwszej serii reimmunizacji karpia A temp. wody wynosila ok. 18—
20°C. Pierwsze reakcje w surowicy pojawily sie juz po drugim szcze-
pieniu. W czasie drugiej serii reimmunizacji temperatura wody spadia
przy czwartym szczepieniu, co pociggnelo za sobg spadek miana prze-
ciwcial w tej surowicy.' Najwyzsze miano (1/10) zanotowano w czasie
trzeciej serii, ktéra byla wykonana w okresie, kiedy temperatura wody
wynosita 22—25°C. Nastepna, czwarta seria wykonana przy tempera-
turze wody ok. 15°C dala w rezultacie surowice reagujgcg bardzo stabo.
Analogicznie przedstawia sie miano surowicy F.

Przeprowadzono rowniez szczepienia ryb w akwariach. Stwierdzono,
ze ryby te nie produkowaly przeciwcial nawet w stosunkowo wysokich
temperaturach (powyzej 20°C) mimo réznic antygenowych miedzy dawcg
a biorcg wykrytych otrzymanymi surowicami.

Otrzymanymi piecioma surowicami izoodpornosciowymi przebadano

233 szt. karpia z ZD Zator i stwierdzono u nich obecno$¢ réznic anty-
genowych krwi.

Tabela 3
Dziedziczenie grup krwi u karpia (badania wstepne)
Genotypy rodzicow
Potomstwo 7/- v/- E/- F/- B/B F/F
7/- V/- s - B/B lub BJ- -/=
Ogoélna liczba 30 30 86 55 59 30
Osobniki pozytywne 27 22 45 28 59 30

Osobniki negatywne - 3 8 40 27 — —

Tabela 3 przedstawia dziedziczenie niektoérych cech antygenowych
krwi u karpia. Nalezy podkresli¢, ze sg to badania wstepne. Przedsta-
wione w gornych rzedach genotypy rodzicéw (np. 7/-, F/-, V/-, B/B,
E/-, -/-) ustalono na podstawie segregacji cech w potomstwie. I tak na
przebadang liczbe 30 szt. potomstwa po rodzicach o genotypie V/- i V/-
stwierdzono, ze 22osobniki majg ceche V, a 8 nie ma tej cechy. Podob-
nie w przypadku genotypéw 7/- i 7/- na przebadanych 30 szt., 27 osob-
niko6w ma ceche 7, a 3 nie majg tej cechy. W badaniach nad grupami
krwi stwierdzono, ze obecno$¢ jakiej§ cechy zawsze dominuje nad jej
brakiem. Przy cesze V otrzymano segregacje zgodng z liczbg spodzie-
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wang. Jezeli chodzi o ceche 7 segregacja pozornie odbiega od spodzie-
wane]j liczby, jakkolwiek przyczyng tego moze by¢ mata liczebno$¢ ba-
danych osobnikéw potomnych (30 szt.).

W przypadku genotypoéw rodzicéw E/- i -/- na badanych 85 szt. po-
tomstwa 45 mialo ceche antygenowsg E, a 40 szt. bylo pozbawionych tej
cechy. Podobnie przy genotypie rodzicéw F/- i -/- na badanych 55 szt.,
28 szt. potomstwa mialo ceche F, a 27 jej nie mialo. I tu liczba obserwo-
wanych jest zgodna z liczbg spodziewanych. Przy lgczeniu heterozygoty
z cechg dominujgcg z homozygotg recesywng 50% osobnikéw potomnych

powinno posiada¢ dang ceche, a 50% bedzie takze recesywnymi homo-
zygotami.

W przypadku genotypéw rodzicow B/B i B/B lub B/- oraz F/F i -/-
wszystkie osobniki potomne majg cechy B i F, co jeszcze raz dowodzi,

ze przy grupach krwi obecno$¢ danej cechy zawsze dominuje nad jej
brakiem.

W materiale nie napotkano na pary, gdzie obydwa osobniki bylyby
recesywnymi homozygotami.

DYSKUSJA

Jak juz wspomniano praca zostala wykonana na karpiach z ZD Zator.
Obserwacje i dane niepublikowane zebrane przez Rychlickiego przynosza
informacje dotyczace powstania tej wlasnie odmiany. Prace selekcyjne
w Zatorze rozpoczeto pod koniec XIX w. Selekcja prowadzona przez Na-
imskiego polegala na doborze osobnikéw o okreslonym uluszczeniu po-
czagwszy od pierwszego roku zycia. Praca ta doprowadzila do wytworze-
nia miejscowej odmiany. Metoda selekcji jest stosowana w dalszym ciggu
az do ostatnich czasé6w (7). Jednak nie uzyskano tg drogg czystej linii
genetycznej, szczegblnie wyraza sie to w uluszczeniu, ktére ulega
rozszczepieniu i ciggle jeszcze pojawiajg sie nieliczne karpie drobno-
tuskie.

Pomimo, ze wyniki przedstawionych doswiadczen sg wstepnymi, jed-
nak dostarczajg informacji z zakresu genetyki karpia. W trakcie badan
uzyskano drogg izoimmunizacji i reimmunizacji 14 surowic odporno$cio-
wych o mianie oryginalnym do 1/10. Przy pomocy uzyskanych surowic
wykazano réznice antygenowe krwi u karpia. Pie¢ surowic izoodpornos-
ciowych uzyto do dalszych prac nad dziedziczeniem wykrywanych przez
nie cech antygenowych krwi. Na podstawie segregacji cech u potomstwa
po rodzicach o znanym skladzie antygenowym krwi stwierdzono, ze gru-
py krwi u ryb dziedziczg si¢ wg praw Mendla i Zze obecno$¢ danej cechy
antygenowej zawsze dominuje nad jej brakiem. Do tej pory nie stwier-
dzono innych jakosciowych znacznikéw genetycznych u ryb, co by pod-
kreslalo warto$§¢ grup krwi jeszcze bardziej.

Précz wspomnianej juz przydatnosci grup krwi do badan populacyj-
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nych i charakterystyki ras, dzieki tym znacznikom mozna bedzie lepiej
pozna¢ pewne zagadnienia dotyczgce tarla. Liczbowy stosunek samcow
do samic u karpia i kilku innych gatunkéw ryb jest zwykle 2:1, jednak
dokladnie nie wiadomo, czy ikra zostaje zaplodniona przez jednego, czy
tez przez oba samce. Wydaje sie, ze najlatwiej mozna by to stwierdzic,
uzywajgc takich znacznikéw genetycznych, jakimi sg grupy krwi.

Ridgway, Utter i Warren wykazali, ze przy uzyciu badan nad gru-
pami krwi mozliwe jest wykrycie inbredu o niebezpiecznych dla hodowli
rozmiarach. Stwierdzili oni, ze narybek podejrzany o inbred wykazywal
albo bardzo wysokg, albo bardzo niskg czestotliwos¢ reakcji z poszcze-
golnymi reagentami oraz jednakowa sile reakcji, co wskazuje na jedno-
litos¢ genetyczng badanej grupy i sugeruje wystepowanie w niej wiek-
szej liczby homozygot. Pewien stopien inbredu mozna zauwazy¢ réwniez
u karpia zatorskiego. W czasie testowania narybku surowicg oznaczong
wstepnie symbolem B na badanych 155 szt. — 143 miato ceche B, a tylko
12 jej nie mialo. Rowniez jednakowa sila reakcji tej surowicy sugeruje
duzy stopien pokrewienstwa u karpi w Zatorze, co moze wynika¢ z diu-
gotrwalej selekcji.

STRESZCZENIE

Praca przedstawia wyniki badan nad grupami krwi u karpia, przeprowadzo-
nych w Zatorze.

W wyniku pierwszych prac nad immunogenetyka karpia w Polsce otrzymano
14 surowic izoodporno$ciowych, z tego 5 uzyto do badan genetycznych. W trakcie
badan stwierdzono, ze surowice izoodpornosciowe dla grup krwi mozna otrzymaé
na drodze izoimmunizacji ryb przetrzymywanych w stawach przy temperaturze
wyzszej niz 15°C.

Material uzyty do badan genetycznych pochodzil od trzech par i obejmowal
150 osobnikéw. Przy uzyciu izoodpornos$ciowych surowic stwierdzono, ze segregacja
badanych pieciu grup krwi w potomstwie, pochodzacym od trzech par rodzicow
nie odbiega od praw Mendla.

Na podstawie czestotliwo$ci wystepowania grup krwi wstepne wyniki badan
wykazujg, ze badany narybek jest w dosé duzym stopniu zinbredowany.
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Jsa Caora, An Panau, Excv. Crehan

BCTYIIUTEJBHBIE VCCJIETOBAHUS I'PYIIII KPOBU ¥ KAPIIA
(CYPRINUS CARPIO)

Pe3zwmMme

Pabora npexcraBiser pe3yabTaTbl McCIELOBaHMIA Irpynmn KpoBM y Kapma, Ipo-
BE€HHBIX B OIILITHOM XO3siCTBe 3aTop. )

B pesyabTare mepBbIX pa6oT HaJ MMMYHOTE€HETUKOI Kapna B IloJbllle mnoJiyueHo
14 U30YCTOMYMBBIX CBIBOPOTOK, M3 HMX 5 MCIIONb30BAHO AJIA TEHEeTUYECKUX MCCcJe-
noBaHmit. Bo BpeMa wucciremoBaHmit YCTAHOBJIEHO, YTO M30yCTOMNYMBBIE CBLIBOPOTKN
AJIA TPYNII KPOBM MOXKHO IOJYYMUThH IIyTeM M3OMMMYHM3AIMU PbIO, coaepkalmxca
B NIPyZax IpM TeMmreparype Bbliue 15°,

MaTtepnaJ, MCHOJBL30OBAHHBINA NJIA TIE€HETUIECKUX UCCJIeNOBaHU, TIPOMCXOAMUJ OT
Tpe€X map m oxBaTbkiBaJ 150 ocobeitr. IIpu mcrnoab3oBaHUM M30YCTOMYUBBIX CBIBOPO-
TOK yCTAQHOBJIEHO, YTO Cerperaums 5 MCCIAEAYEMbIX TPYIIl KPOBU B IIOTOMCTBE, IIPO-
NCXOAALIEM OT TPpeX nap PpoAMuTeliell, He OTKJIOHAETCA OT 3aKOHOB Menpens.

Ha ocHoBe wacTOTh! BBLICTYIJIEHMA TPYIII KpPOBM NpeABapuUTeJIbHble Pe3yJbTaThbl

MCClIeNOBaHM YKas3bIBAIOT HAa TO, YTO MCCIEqyeMas 3aTopcKasd MOJIOAbL IIOKa3bIBaeT
AOBOJIBHO GOJIBIIYIO cTeneHbL MHOpena.

Ewa -Slota, Jan Rapacz, Jerzy Stefan

PRELIMINARY STUDIES ON THE BLOOD GROUPS IN CARP
(CYPRINUS CARPIO)

Summary

This work presents preliminary data on blood group study of fish (carp) carried
out on the experimental station Zator. This is the first report on immunogenetics
study of carp in Poland. As a result of isoimmunization it was possible, to produce
14 agglutinins, from which five reagents were selected for genetic study. During
the course of experiment it became evident that isoimmunization could result in
production of agglutinins only, when the temperature of water in a pond raised
above 15°C.

Material for genetic study composed of 150 individuals was descended from
three pairs of fish. The progeny test showed, that segregation of five antigens
agreed closely with those expected suggests that blood group antigens in carp are
inherited according Mendelian laws.



