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Rozrod plciowy jest najbardziej powszechnym  sposobem  rozmnazania
wsrdd zwierzat. Proces ten polega na wytwarzaniu przez osobniki réznych pici haploidalnych
samczych i samiczych gamet oraz ich fuzji, w wyniku ktorej powstaje diploidalna zygota.
Rozwijajacy si¢ organizm potomny zawiera geny obojga rodzicow. Specyficznymi formami
rozmnazania plciowego sg procesy gynogenezy i androgenezy. Gynogeneze, czyli rozwoj
organizmu, ktorego genom sktada si¢ tylko z matczynego DNA opisano u nielicznych
gatunkéw bezkregowcow, ryb i plazow. Jeszcze rzadziej spotyka sie zwierzeta,
ktore w warunkach naturalnych rozmnazaja si¢ w wyniku androgenezy i dziedzicza wytacznie
ojcowski genom jadrowy. Androgenetyczny rozwéj potwierdzono u mig¢dzygatunkowych
hybryd patyczakéw zrodzaju Bacillus, umuszki owocowej (Drosophila melanogaster)
oraz u kilku gatunkéw malz zrodzaju Corbicula. W 2017 roku opublikowano pierwsze
doniesienie opisujace spontaniczng androgenezg U ryb (kalandio, Squalius alburnoides).

Androgenetyczny i gynogenetyczny rozwo6j zarodkow zwierzat kr¢gowych mozna
indukowa¢ w warunkach kontrolowanych. Procesy androgenezy i gynogenezy u ryb zaktadaja
inaktywacje gamet poprzez naswietlanie ich wysokimi dawkami promieniowania
jonizujacego lub UV, ktore niszczy jadrowy DNA. W wyniku inseminacji
napromieniowanych komorek jajowych zwyklym nasieniem otrzymuje si¢ androgenetyczne
haploidalne zarodki, natomiast rozwdj gynogenetyczny uzyskuje si¢ aktywujac komorki
jajowe napromieniowanymi plemnikami. Haploidalny zestaw ojcowskich lub matczynych
chromosomow jest podwajany poprzez zatrzymanie pierwszego podzialu komoérkowego
w zarodku. W tym celu, w $cisle okreslonym momencie po zakonczeniu procesu replikacji
DNA, ale jeszcze przed kariokineza, haploidalne zarodki poddawane sa dziataniu udaru
srodowiskowego, na przyktad wysokiego cisnienia hydrostatycznego lub subletalnych
temperatur, co prowadzi do depolimeryzacji mikrotubul wrzeciona podziatlowego i udaremnia
segregacj¢ chromosomow oraz podziatl jadra komorkowego. W efekcie powstaja w pelni
homozygotyczne zarodki nazywane androgenetycznymi lub gynogenetycznymi podwojonymi
haploidami (ang. Doubled Haploids). Haploidalne androgenetyczne i gynogenetyczne zarodki
ryb znajduja zastosowanie w badaniach dotyczacych fenotypowych konsekwencji

wystepowania recesywnych alleli, funkcji poszczegdlnych genéw czy genetyki nowotworow.
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Takie zarodki stanowig rowniez doskonate Zrodlo haploidalnych zarodkowych komorek
macierzystych, majacych szerokie zastosowanie w badaniach biomedycznych. Haploidy
i podwojone haploidy sa szczegélnie przydatne w badaniach z zakresu mapowania genow
i seskwencjonowania genomow. Procesy gynogenezy i androgenezy wykorzystuje sie¢
w programach selekcyjnych do produkcji jednoptciowych stad ryb i osobnikéw o pozadanych
cechach hodowlanych. Ponadto, androgeneza z wykorzystaniem kriokonserwowanego
nasienia umozliwia odtwarzanie pul genowych cennych linii, populacji, a nawet gatunkoéw
(androgeneza migdzygatunkowa). Niestety, powaznym ograniczeniem indukowanej
androgenezy ryb jest jej mata skuteczno$¢. Niewiele androgenetycznych osobnikéw wykluwa
si¢ 1 dozywa do stadium samodzielnego pobierania pokarmu (okoto 5%), a tylko pojedyncze
ryby dojrzewaja plciowo. Za niska skuteczno$¢ androgenezy odpowiedzialne sg
przede wszystkim ujawniajace si¢ allele recesywne. Niewykluczone, ze roéwnie istotne
w konteksécie niskiej przezywalno$ci androgenotoéw sg potencjalne skutki uboczne
drastycznych dziatan, ktorym poddawane sg gamety i haploidalne zarodki podczas indukcji
androgenezy oraz wptyw chromosomow pfci.

W najszerszym ujeciu celem niniejszej pracy bylo uzyskanie zywotnego
androgenetycznego potomstwa wybranych gatunkow ryb tososiowatych (Salmonidae),
a cele szczegotowe realizowane poprzez kolejne eksperymenty obejmowaly oceng
skuteczno$ci wykorzystania w procesie androgenezy gamet pochodzacych od blisko
spokrewnionych gatunkéw ryb tososiowatych oraz ich hybryd [1], okreslenie w jakim stopniu
na $miertelno$¢ androgenotow wptywa proces naswietlania jaj promieniowaniem jonizujagcym
oraz narazanie haploidalnych zarodkow na dziatanie szoku cisnieniowego [2], zbadanie jaki
jest wptyw chromosomow plci na przezywalno§¢ haploidalnych [3] i diploidalnych
androgenotow [4] oraz oceng procesu dyferencjacji ptci i rozwoju gonad u androgenetycznych
samic (XX) i samcow (YY) [4].

Wybor ryb lososiowatych (Salmonidae) do niniejszych badan nie byt przypadkowy.
Jest to rodzina o autotetraploidalnym pochodzeniu, zlozona w wigkszosci z gatunkow
drapieznych, majacych duze znaczenie gospodarcze. Niestety, nadmierna eksploatacja
zasobow ryb tososiowatych w polgczeniu z wrazliwos$cia na czynniki antropogeniczne
sprawia, ze kolejne populacje tych ryb sa zagrozone. Spowodowato to, ze staly si¢
przedmiotem wielu analiz naukowych, dotyczacych nie tylko hodowli, ale roéwniez skutecznej
ochrony pul genowych, na co sktadaja si¢ badania z zakresu genetyki populacyjnej, rozrodu

I rozwoju embrionalnego.



Gamety wykorzystane do badan pochodzity od ryb hodowanych w Zaktadzie Hodowli
Ryb Lososiowatych (ZHRL) Instytutu Rybactwa Srodladowego w Olsztynie, w Rutkach
koto Zukowa. Na potrzeby kazdego z eksperymentéw ikre przeznaczong do inaktywacji
genomu jadrowego przewozono do Kliniki Onkologii i Radioterapii Uniwersyteckiego
Centrum Klinicznego Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, gdzie byta naswietlana
promieniami X z wykorzystaniem akceleratora liniowego Clinac 600. Naswietlona ikra byta
nastepnie transportowana z powrotem do wylegarni w Rutkach, gdzie prowadzono dalsze
etapy eksperymentow. Naswietlong oraz niemanipulowang ikre inseminowano w celu
uzyskania haploidalnych androgenotow i normalnych, diploidalnych osobnikow (grupy
kontrolne). Podczas jednego z eksperymentow nasienie przeznaczone do indukcji gynogenezy
inaktywowano promieniowaniem UV, a nastgpniec wykorzystano do aktywacji
nienaswietlonych jaj. W odpowiednim momencie po inseminacji, zgodnie z warunkami
nasieniem poddawano szokowi ci$nieniowemu w celu odtworzenia diploidalnego stanu
zarodkow. Pozostale jaja inkubowano, aby uzyska¢ osobniki haploidalne. Analize
przezywalnosci potomstwa przeprowadzano na etapie zaoczkowania (pojawienia si¢
pigmentu w oczach zarodkéw ryb), na etapie wylegu oraz wylegu ptywajacego, po catkowitej
resorpcji woreczka zottkowego. Dziedziczenie tylko ojcowskiego (androgeneza) lub tylko
matczynego (gynogeneza) jadrowego DNA oraz homozygotycznos¢ androgenotow
i gynogenotow potwierdzono analizujac markery mikrosatelitarnego DNA. Skutecznosé
inaktywacji jadrowego DNA oraz ploidalno$¢ komorek badano wykorzystujac techniki
diagnostyki cytogenetycznej. Ple¢ genetyczng oznaczano w oparciu o identyfikacje
mikroskopowa chromosomow pici oraz amplifikacje sekwencji DNA zlokalizowanych
na chromosomie Y pstraga teczowego. Jadrowy DNA oraz plytki metafazowe uzyskiwano
z zarodkow, larw, narybku oraz z dorostych ryb.

Planujac pierwszy eksperyment zaktadano, ze w pozbawionych genomu jadrowego
jajach jednego gatunku uda si¢ uzyska¢ rozwoj zarodkéw innego, blisko spokrewnionego
gatunku. Przypuszczano réwniez, ze wykorzystanie w tym procesie jaj pochodzacych
od mieszancow gatunkéw rodzicielskich zapewni wicksza skuteczno$¢ tego procesu.
Aby zweryfikowa¢ stuszno$¢ tej hipotezy, androgenetyczny rozwoj pstraga zrodlanego
(Salvelinus fontinalis) i palii alpejskiej (Salvelinus alpinus) indukowano w jajach obu
gatunkow oraz W jajach pobranych od hybryd pstraga zrodlanego i palii [1]. Niestety, niemal
wszystkie zarodki rozwijajace si¢ w jajach pochodzacych od réznych gatunkéw obumarty
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na wczesnym etapie embriogenezy. Zaledwie jeden pstrag zrodlany rozwijajacy sie w jaju
palii alpejskiej przezyt do stadium zaoczkowania. W tym samym eksperymencie
obserwowano prawidtowy rozwoj androgenetycznych pstragéw zrodlanych w jajach tego
samego gatunku, a takze w jajach pochodzacych od hybryd. Ryby z tych grup wykluly si¢
i dozyty do stadium samodzielnego pobierania pokarmu [1].

Aby oszacowaé w jakim stopniu na skuteczno$¢ androgenezy wptywa naswietlanie jaj
promieniowaniem jonizujacym, porownano Wyniki indukowanej androgenezy i gynogenezy
pstragdw potokowych (Salmo trutta m. fario). W tym samym eksperymencie wplyw szoku
Cisnieniowego na rozwoj zarodkow o0ceniono poroéwnujgc przezywalnos¢ haploidow
I podwojonych haploidow [2]. W trakcie prowadzonego eksperymentu obserwowano wyzsza
$miertelnos$¢ osobnikow androgenetycznych niz gynogenetycznych, a na etapie zaoczkowania
wyraznie wigkszag zywotno$¢ larw haploidalnych niz diploidalnych. Ponadto, analiza
ploidalnosci androgenotow wykazata obecnos¢ wielu haploidalnych zarodkéw w grupach jaj
eksponowanych na dziatanie szoku cisnieniowego [2].

Badania haploidalnych androgenetycznych zarodkow ssakow potwierdzity znacznie
wyzszg przezywalnos$¢ zarodkow z chromosomem X od tych z chromosomem Y, co jest
konsekwencjg genetycznych rdéznic migdzy chromosomami pici. Biorgc pod uwage,
ze W przypadku niektorych gatunkéw ryb chromosomy pici roznig si¢ genetyczng
zawarto$cig, niska skuteczno$§¢ androgenezy moze by¢é rowniez efektem nizszej
przezywalnos$ci haploidalnych i diploidalnych osobnikéw z chromosomami pici typu Y.
Aby oceni¢ rol¢ chromosoméw plci  podczas rozwoju  androgenetycznych —pstragdw
teczowych, indukowano androgeneze wykorzystujac nasienie pochodzace od zwyktych,
heterogametycznych samcoOw (XY) oraz od homogametycznych neosamcow,
czyli hormonalnie maskulinizowanych samic (XX). Uzyskano w ten sposob grupy
androgenotéw posiadajacych tylko chromosomy pici typu X oraz grupy, w ktorych potowa
osobnikow posiadata chromosomy X, a druga potowa chromosomy Y. Analiza jakoS$ci
nasienia z wykorzystaniem systemu CASA wykazata, ze plemniki normalnych samcow
i neosamcow charakteryzowaty si¢ podobng ruchliwoscig. W trakcie prowadzonych badan
zaobserwowano, ze przezywalno§¢ androgenetycznych pstragdw teczowych w grupach
ztozonych tylko z samic i w grupach sktadajacych si¢ z samic i samcow utrzymywata si¢
na bardzo zblizonym poziomie [3, 4]. Analiza histologiczna diploidalnych androgenotow

potwierdzita prawidlowy rozwoj gonad u samic (XX) i samcow (YY). Zaledwie u jednej



z osmiu androgenetycznych samic zaobserwowano nietypowy obraz jajnikoOw z przerostem
tkanki §rodmigzszowej i 0ocytami w réznych stadiach dojrzatosci [4].

Niska przezywalno$¢ podwojonych haploidow jest w duzej mierze skutkiem
ujawnienia si¢ recesywnych alleli. W niniejszej pracy wykazano, ze duza $miertelnosé¢
androgenotéw, to takze skutek uboczny naswietlania jaj promieniowaniem jonizujacym
i ekspozycji na subletalne dawki wysokiego ci$nienia. Duze dawki promieniowania X
I gamma, co prawda niszczg matczyny genom jadrowy, ale takze rozregulowujg cykl
komorkowy, co prowadzi do opdznienia I podziatu mitotycznego zarodkéw rozwijajacych sie
w napromieniowanych jajach. Szok cisnieniowy zastosowany w odpowiednim momencie
po aktywacji jaj pozwala odtworzy¢ diploidalny stan w komorkach androgenotow
I gynogenotow. Niemniej jednak, oprocz wrzeciona podzialowego wysokie cisnienie
prawdopodobnie uszkadza tez inne organelle komdrkowe, czego manifestacjg jest wyzsza
przezywalnos¢ osobnikow, ktore nie zostaty poddane jego dziataniu. Niemal stuprocentowa
Smiertelnos$¢ zarodkow w przypadku androgenezy migdzygatunkowej wynika rowniez
z konfliktu miedzy cytoplazmg jaj i genomu plemnikow. Wykorzystanie do indukcji
androgenezy jaj pochodzacych od hybryd miedzygatunkowych zniwelowato te rdznice
i doprowadzito do uzyskania androgenetycznego wylggu. Wykluczono natomiast jakoby
na skuteczno$¢ androgenezy mialy wpltyw chromosomy pici. Na przykladzie pstraga
teCzowego Wykazano, ze réznice genetyczne migdzy chromosomami X 1Y s3 na tyle
niewielkie, ze nie wplywaja na przezywalnos¢ androgenetycznego potomstwa, a procesy
dyferencjacji ptci i formowania gonad przebiegaja u tych ryb prawidtowo, bez wzgledu na ich

pte¢ genetyczna.
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