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Streszczenie

Wstep
Koniec dwudziestego i poczatek dwudziestego pierwszego wieku przynidst

wiele alarmujgcych doniesien o stabej kondycji zasobow ryb w morzach i oceanach
wynikajgcej z nadmiernej eksploatacji rybackiej. W samym Morzu Srédziemnym
blisko 90% stad ryb znajduje sie ponizej stabilnego poziomu co grozi zachwianiem
catego ekosystemu. Aby sprostaé rosngcemu popytowi na ryby oraz chronic
przetowione populacje waznych gospodarczo gatunkow ryb, od lat 90. XX w. zaczeto
mocno rozwija¢ akwakulture, czyli hodowle organizméw wodnych przy uzyciu technik
pozwalajgcych na zwiekszenia ich produkcji ponad naturalng zdolno$¢ srodowiska.
Gwattowny rozwoj akwakultury przyczynit sie do opanowania produkcji wielu
gatunkow ryb i bezkregowcéw wodnych w warunkach kontrolowanych. Szacuje sie
(Dane wg FAO), ze do roku 2030, 65% konsumowanych globalnie organizmodw
wodnych bedzie pochodzito z akwakultury. Liderami w Europie pod wzgledem
akwakultury sg Norwegia, Wielka Brytania, Hiszpania, Francja oraz Wtochy. Polska z
okoto 40 tys. ton ryb (gtébwnie ryby tososiowate i karpiowate) hodowanych w
warunkach akwakultury rocznie jest znaczgcym producentem w tym obszarze w Unii
Europejskiej. Najwazniejszym gatunkiem w krajowej akwakulturze i jednym z
najistotniejszych w Europie jest pstrag teczowy (Oncorhynchus mykiss), ktérego
produkcja w UE wynosi ok. 240 tys. ton z czego ponad 8% to pstragi pochodzgce z
Polski.

Wspotczesna akwakultura swoj gwattowny rozwoj zawdziecza nie tylko
rosngcemu popytowi na ryby i skorupiaki, ale takze nowoczesnym technologiom
pozwalajgcym na opracowanie wysoko wydajnych pasz dla ryb, skutecznych lekow i
szczepien czy biotechnikom umozliwiajgcym rozradzanie ryb w warunkach
kontrolowanych. Postep, ktory dokonuje sie w sferze genetyki, biologii molekularnej i
biotechnologii w ostatnich dziesiecioleciach takze wptywa na ksztalt dzisiejszej
akwakultury. | tak juz od kilku lat w badaniach podstawowych i aplikacyjnych z
zakresu ichtiologii i akwakultury wykorzystuje sie biotechnologiczne metody rozrodu
ryb takie jak androgeneza i gynogeneza (Komen and Thorgaard, 2007). Techniki te
wymagaja inaktywacji gamet poprzez ich naswietlanie wysokimi dawkami

promieniowania jonizujgcego lub UV, ktére niszczg jgdrowy DNA. W przypadku



inseminacji inaktywowanych komérek jajowych normalnym nasieniem otrzymuje sie
androgenetyczne  haploidalne  zarodki, za$ produkcja gynogenetycznych
haploidalnych zarodkéw sprowadza sie do aktywacji jaj plemnikami ze zniszczonym
jadrowym DNA. Nastepnie, haploidalne zygoty sg poddawane na dziatanie
wysokiego cisnienia hydrostatycznego Iub subletalnej temperatury w celu
zatrzymania pierwszego podziatu jgdra komérkowego, zduplikowaniu ojcowskich
(androgeneza) lub matczynych (gynogeneza mitotyczna) chromosoméw i powstania
tak zwanych podwojonych haploidéw (ang. Doubled Haploids; DHs), ktére sg w petni
homozygotyczne (Pandian and Koteeswaran, 1998). W przypadku gynogenezy
istnieje réwniez drugi wariant tego procesu, gynogeneza mejotyczna. W tym
przypadku haploidalne zygoty eksponuje sie na dziatanie udaru Ssrodowiskowego
nieco wczesniej, tuz po inseminacji. W efekcie, dochodzi do zatrzymania wyrzucenia
drugiego ciatka kierunkowego i odtworzenia diploidalnej liczby chromosomow, a
uzyskane w ten sposéb osobniki sg heterozygotyczne (Komen and Thorgaard,
2007).

Haploidalne androgenetyczne i gynogenetyczne zarodki oraz podwojone
haploidy sg wykorzystywane w badaniach dotyczgcych funkcji poszczegdinych
genow i wptywu recesywnych alleli na rozw¢j osobniczy (Zhang et al., 2014).
Ponadto, homozygotycznos¢ podwojonych haploidéw sprawia, ze genomy takich
organizmow tatwiej sie sekwencjonuje (Felip et al., 2001). Dziedziczenie wytgcznie
matczynych lub ojcowskich chromosomdéw sprawia, ze procesy androgenezy i
gynogenezy wykorzystuje sie w badaniach dotyczgcych genetycznej determinaciji ptci
u ryb (Komen and Thorgaard, 2007). Androgeneza, a takze gynogeneza sg
metodami, ktére znajdujg swoje zastosowanie w akwakulturze w programach
selekcyjnych, produkcji izogenicznych stad ryb czy stad ztozonych z osobnikéw
jednej pfci, a takze linii klonalnych (Hulata, 2001; Billard, 1992). Dodatkowo,
androgeneza umozliwia ochrone i odtwarzanie pul genowych populaciji, linii, a nawet
gatunkéw ryb (androgeneza miedzygatunkowa) z przechowywanego w ciektym
azocie nasienia (Babiak et al., 2002). Androgenetyczny i gynogenetyczny rozwoj
indukuje sie gtownie w przypadku gatunkow ryb (czasami takze bezkregowcow
wodnych) istotnych z punktu widzenia akwakultury, a wiec gtéwnie ryb fososiowatych
(Salmonidae) (Chourrout, 1984), karpiowatych (Cyprinidae) (Komen et al., 1991), a

takze dorady (Sparus aurata) (Peruzzi and Chatain, 2000), labraksa (Dicentrarchus



labrax) (Francescon et al., 2004), turbota (Scophthalmus maximus) (Piferrer et al.,
2004) czy halibuta (Hippoglossus hippoglossus) (Tvedt, 2006). Niestety, szersze
zastosowanie obu metod ma swoje ograniczenia, w tym miedzy innymi relatywnie
niskg przezywalno$¢ androgenetycznego i gynogenetycznego potomstwa, ktora jest
zwigzana z ujawnieniem sie letalnych alleli (Komen and Thorgaard 2007), ale
prawdopodobnie takze ograniczong jakoscig samiczych gamet wykorzystanych w
tych badaniach. Biorgc pod uwage, ze jaja ryb podczas indukowanej androgenezy i
gynogenezy eksponowane sg na dziatanie szkodliwych czynnikow fizycznych, ikra
wykorzystywana podczas tych zabiegdw powinna by¢ jak najwyzszej jakosci, czyli
charakteryzowaé sie przede wszystkim prawidtowg morfologig, wysokg
przezywalnoscig po zaptodnieniu oraz prawidtowo rozwijajgcymi sie w niej zarodkami
(Aegerter and Jalabert, 2004; Migaud et al., 2013). Wiele czynnikdbw ma wptyw na
jakos$¢ samiczych gamet u ryb, w tym miedzy innymi kondycja tarlakéw czy warunki
srodowiskowe w jakich przebywajg ryby przed tartem (jako$¢ wody, jakos¢ pokarmu,
warunki hodowli, narazenie na stres). Zbyt dtugie przebywanie komorek jajowych w
jamie ciata czy stymulacja hormonalna stosowana w celu wywotania owulacji oraz
stres wywotany przez warunki hodowli znaczgco obnizajg ich zdolnosci do
zaptodnienia i prawidtowego rozwoju zarodkow (Aegerter and Jalabert, 2004; Migaud
et al., 2013). W ostatnim czasie potwierdzono, ze na potencjat rozwojowy jaj ma
wplyw takze jakoS¢ matczynego RNA, zgromadzonego w oocytach podczas
oogenezy, ktéra to jakos¢ jest wypadkowg czynnikow srodowiskowych dziatajgcych

na tarlaki i genomu samicy (Aegerter et al., 2005) (Rysunek 1).
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Rysunek 1. Czynniki decydujgce o jakosci gamet u ryb. A - rbwnowaga; B - brak
rownowagi.

Wczesne etapy rozwoju embrionalnego u ryb sg catkowicie zalezne od matczynego
MRNA, ktére jest zdeponowane w oocytach podczas oogenezy i reguluje serie
synchronicznych podziatébw komodrkowych przed aktywacjg genomu zygotycznego
(Kane and Kimmel, 1993; Sullivan et al., 2015). Prowadzone przez zespét dr hab.
Konrada Ocalewicza badania matczynego transkryptomu z wykorzystaniem metody
sekwencjonowania nowej generacji ujawnity znaczgce roznice w ekspresji
kilkudziesieciu gendéw w jajach pochodzacych od réznych samic pstrgga teczowego
(Gurgul et al., 2018). W zwigzku z powyzszym zatozono, ze gamety od roznych
samic mogg rozni¢ sie profilem transkryptomicznym i posiada¢ rozny potencjat
rozwojowy po gynogenetycznej aktywacji. W przypadku wybranych gatunkéw ryb,
takich jak np. tro¢ (Salmo ftrutta fario) czy golec zwyczajny (Salvelinus alpinus),
wysoka jako$¢ jaj moze manifestowaé sie poprzez rdwnomierne rozmieszczenie
kropli ttuszczowych, natomiast gromadzenie sie kropli na jednym z biegundow
komorek jajowych wskazuje, ze komorki te majg ograniczone kompetencje
rozwojowe (Mansour et al.,, 2007; Mansour et al., 2008; Ciereszko et al., 2009).
Przezywalnos¢ zarodkdéw rozwijajgcych sie w takich jajach jest zazwyczaj duzo
nizsza, a odsetek zdeformowanych osobnikow, ktore sie z nich wykluty wyzszy
(Aegerter and Jalabert, 2004).

Majgc na uwadze, ze czynniki zewnetrzne majg kluczowy wptyw na jakos¢
komérek jajowych ryb, nalezy domniemywaé, ze zaréwno napromieniowywanie
gamet jak i ekspozycja zaptodnionej ikry na dziatanie wysokiego cisnienia
hydrostatycznego, moga negatywnie wptywaé na przezywalnos¢ zarodkow,
rozwijajgcych sie w tak traktowanych ziarnach ikry. Zastosowania zbyt niskich dawek
promieniowania UV podczas naswietlania nasienia w trakcie gynogenezy prowadzi
do niepetnej inaktywacja jadrowego DNA w plemnikach. Moze to skutkowac
pojawieniem sie fragmentow ojcowskich chromosoméw w komdérkach osobnikow
gynogenetycznych. Fragmenty chromosomdéw moga destabilizowa¢ gynogenetyczny
genom i tym samym obniza¢ przezywalno$S¢ nosicieli pozostatosci ojcowskich
chromosomoéw (Chourrout, 1984, Michalik et al., 2015). Jednym z mechanizméw
zapobiegajgcych  miedzygatunkowej hybrydyzacji jest usuwanie wytgcznie
ojcowskich chromosomoéw z komorek zarodkow hybryd. W zwigzku z powyzszym,



wykorzystanie do indukcji rozwoju gynogenetycznego gamet pochodzgcych od
réznych gatunkéw moze rozwigzac¢ problem retencji fragmentéw naswietlanych
chromosomow. Niewykluczone jest tez, ze stosowanie promieniowania jonizujgcego
do naswietlania samiczych gamet podczas androgenezy oraz ekspozycja
haploidalnych zarodkéw na dziatanie szoku cisnieniowego w celu diploidyzacji moze
prowadzi¢ z kolei do destabilizacji cytoszkieletu komorki i upos$ledzenia
funkcjonowania mikrotubul odpowiedzialnych miedzy innymi za przemieszczanie sie
kropli ttuszczowych w cytoplazmie, a takze do zniszczenia matczynego RNA (Parker
et al., 2014; Aegerter et al., 2005). Dodatkowo, promieniowanie jonizujgce
wykorzystywane do inaktywacji jadrowego DNA w ziarnach ikry podczas
androgenezy jest jednym z gtownych zrodet reaktywnych form tlenu (RFT) (Samarin
et al., 2018), ktorych nadwyzka moze prowadzi¢ do obnizenia jakosci jaj ryb i spadku
przezywalnosci rozwijajgcych sie w takich jajach zarodkéw. Niewykluczone, ze w
odpowiedzi na wzrost poziomu RFT, w komodrkach dochodzi do zwiekszenia
aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych takich jak dysmutaza ponadtlenkowa
(SOD), katalaza (CAT) czy tez peroksydaza glutationowa (GPx), ktore stanowig

enzymatyczny system przeciwutleniajgcy.
Cel naukowy badan oraz podsumowanie wynikow

W szerokim ujeciu, celem niniejszej pracy bylo oszacowanie wptywu
wybranych czynnikdw fizycznych i biologicznych na skuteczno$sé gynogenezy i
androgenezy pstrgga teczowego (Oncorhynchus mykiss), za$ cele szczego6towe
obejmowaty uzyskanie gynogenetycznych pstrggow teczowych wykorzystujgc do
aktywacji jaj inaktywowanego promieniowaniem UV nasienia troci wedrownej (Salmo
frutta) [Publikacja 1], analize rozmieszczenia kropli ttuszczowych w cytoplazmie
ziaren ikry eksponowanych na dziatanie promieniowania jonizujgcego w trakcie
indukowanej androgenezy oraz ocene ich potencjatu rozwojowego [Publikacja 2],
identyfikacje genow kandydackich wptywajgcych na skutecznosC¢ procesu
indukowanej gynogenezy [Publikacja 3] oraz ocene aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych w jajach naswietlanych promieniowaniem jonizujgcym podczas

androgenezy [Publikacja 4].

Doswiadczenia zmierzajgce do realizacji zamierzonych celéw prowadzono w

latach 2015-2019 za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na



Zwierzetach w Gdansku (no.28/2015). Gamety wykorzystane podczas badan
pochodzity od pstrggéw teczowych (Oncorhynchus mykiss) i troci wedrownej (Salmo
trutta) ze stad hodowanych w Zakfadzie Hodowli Ryb tososiowatych (ZHRL) w
Rutkach (Instytut Rybactwa Srédlgdowego w Olsztynie). W przypadku badan
dotyczacych androgenezy, ikre transportowano do Kliniki Onkologii i Radioterapii
Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego,
gdzie byta naswietlana promieniowaniem X wykorzystujgc w tym celu akcelerator
liniowy TrueBeam. Nastepnie, napromieniowana ikra byta przewozona do osrodka w
Rutkach, aby przeprowadzi¢ kolejne etapy eksperymentéw. W celu wyprodukowania
haploidalnych androgenotéw oraz diploidalnych osobnikéw, ktérych genom ztozony
byt z chromosomow obu rodzicow (grupy kontrolne), napromieniowana oraz
niemanipulowana ikra byta inseminowana. W przypadku gynogenezy,
niemanipulowane jaja byly aktywowane nasieniem, ktore przed inseminacjg
naswietlano promieniowaniem UV w celu inaktywacji ojcowskich chromosomow.
Androgenetyczne oraz gynogenetyczne haploidalne zygoty poddawano dziataniu
wysokiego cisnienia hydrostatycznego w celu odtworzenia diploidalnego stanu
zarodkow (Michalik et al., 2015). Podczas trwania doktoratu dwukrotnie
przeprowadzono doswiadczenia z wykorzystaniem gynogenezy i androgenezy.
Przezywalnos¢ gynogenotow, androgenotow i ryb z grup kontrolnych oraz odsetek
zdeformowanych larw, a takze rodzaj deformacji (badane podczas wczesnych
etapéw ontogenezy) stanowity podstawowe parametry przy ocenie jakosci ikry
wykorzystanej w badaniach i skutecznosci manipulacji genomowych. Ponadto, ziarna
ikry badano pod katem rozmieszczenia kropli ttuszczowych, wartosci pH ptynu
owaryjnego, aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych oraz ilosci i jakosci
matczynego  transkryptomu. Homozygotyczno$¢  androgenetycznych  oraz
gynogenetycznych osobnikdbw potwierdzano analizujgc mikrosatelitarny DNA
(Kaczmarczyk and Kaczor, 2013; Rexroad et al.,, 2002; Rexroad et al.,, 2001;
Rexroad and Palti, 2003). Skuteczno$¢ inaktywacji jagdrowego DNA oraz ploidalnos¢
komorek badano wykorzystujgc techniki diagnostyki cytogenetycznej (Ocalewicz et
al., 2013). Ruchliwos¢ aktywowanych i napromieniowywanych plemnikéw
wykorzystywanych w kolejnych doswiadczeniach badano pod mikroskopem.

Pomimo bardzo wysokiej jakosci gamet wykorzystanych w poszczegolnych
doswiadczeniach, przezywalnos¢ androgenetycznych i gynogenetycznych zarodkéw

i wylegu byta znaczgco nizsza niz w grupach kontrolnych [Publikacje 1,2,3,4].



Ponadto analiza rozwoju larw wykazata, ze nieprawidtowosci w ich budowie
wystepujg znaczgco czesciej wsréd homozygotycznych androgenetycznych
podwojonych haploidéw niz u heterozygotycznych ryb z grupy kontrolnej [Publikacja
2].

Hybrydy pstrgga teczowego i troci wedrownej sg niezywotne ze wzgledu na
duze miedzygatunkowe réznice w budowie i organizacji genomu. Stad, do indukcji
gynogenetycznego rozwoju pstrgga teczowego wykorzystano dla porownania
nasienie pstrgga teczowego i troci. Analiza cytogenetyczna zarodkéw hybryd
wykazata miedzyosobnicze, a takze wewnatrzosobnicze zrdéznicowanie liczby
chromosoméw oraz obecnos¢ fragmentow chromosomoéw. Przezywalnosc
gynogenetycznych zarodkow i larw pstrgga teczowego byta nieco wyzsza w grupach
z zastosowaniem homologicznego nasienia (p > 0.05). W komodrkach
gynogenetycznych pstrggéow teczowych, ktére wykluty sie z jaj aktywowanych
napromieniowanym homologicznym i heterologicznym nasieniem nie stwierdzono

obecnosci fragmentéw chromosoméw [Publikacja 1].

Aby oszacowa¢ wplyw promieniowania jonizujgcego na rozmieszczenie
kropli thuszczowych poréwnano ziarna ikry pochodzgce od czterech samic przed oraz
po ekspozycji na promieniowanie X podczas indukcji androgenetycznego rozwoju.
Wiekszos¢ przeanalizowanych ziaren ikry przed napromieniowaniem wykazata
wzglednie rownomierny rozktad kropli ttuszczowych. W grupach jaj, ktére podlegaty
napromieniowaniu zaobserwowano zwiekszong liczbe gamet charakteryzujgcych sie
nierownomiernym rozmieszczeniem kropli ttuszczowych. Ponadto, wsréd ryb
rozwijajgcych sie w ziarnach ikry eksponowanych przed zaptodnieniem na dziatanie
promieniowania jonizujgcego zaobserwowano wyzszy odsetek osobnikow z wadami
rozwojowymi. Tylko nieliczne androgenoty przezyty do etapu wylegu ptywajgcego
[Publikacja 2].

W kolejnym eksperymencie, zaobserwowano istotne réznice w przezywalnosci
gynogenetycznych zarodkdw rozwijajgcych sie w jajach pochodzgcych od réznych
samic. lkra pochodzgca od jednej z czterech badanych samic wykazata szczegdine
predyspozycje do gynogenetycznego rozwoju. Zarodki rozwijajgce sie w tych jajach
charakteryzowaty sie niemal 10 krotnie wyzszg przezywalnoscig w poréwnaniu do
embriondw rozwijajgcych sie w jajach pobranych od pozostatych samic. Analiza

poréwnawcza transkryptow jaj o réznych kompetencjach rozwojowych po aktywacii



naswietlanym nasieniem, pozwolita zidentyfikowa¢ 46 gendw, ktérych ekspresja byta
istotnie  wyzsza w jajach charakteryzujgcych sie wysokg przezywalnoscig
rozwijajgcych sie w nich gynogenetycznych pstragéw. Analiza funkcjonalna
transkryptéw tych genow wykazata ich zaangazowanie miedzy innymi w procesy
zwigzane z réznicowaniem sie komorek, wczesny rozwdéj embrionalny, metabolizm
trojglicerydow, biosynteze wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych, a takze proces

starzenia sie komorek [Publikacja 3].

Promieniowanie jonizujgce jest jednym z gtéwnych czynnikow powodujgcych
uszkodzenia i stres komérkowy poprzez zaburzenie integralnosci DNA oraz
powstawanie ROS. W zwigzku z powyzszym, planujgc ostatni eksperyment
zatozono, ze aktywnos¢ enzymoéw antyoksydacyjnych w jajach naswietlanych
promieniowaniem jonizujgcym podczas androgenezy moze ulec zmianie. Ponadto
przypuszczano, ze wartos¢ pH ptynu owaryjnego po jego naswietlaniu obnizy sie.
Przezywalnosc¢, aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych, w tym SOD, CAT i GPx, a
takze pH ptynu owaryjnego badano w jajach nienapromieniowanych i
napromieniowanych, pochodzgcych od czterech samic. Przezywalnos¢ zarodkow
androgenetycznych rozwijajgcych sie w jajach pochodzgcych od rdéznych samic
znacznie sie wahata, a roznice te byty istotne. Zaobserwowano réwniez, ze lkra
pstrgga teczowego pochodzgca od réznych samic wykazywata znaczne roznice w
aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych. Jaja od samicy, ktéra wykazata najwyzsze
kompetencje rozwojowe do androgenezy, charakteryzowaty sie rowniez
podwyzszong aktywnoscig enzyméw SOD, CAT i GPx. Przeprowadzone badania
potwierdzity tez w wiekszosci przypadkow zmiany w aktywnosci enzymatycznej
pomiedzy ikrg nienaswietlang i naswietlang pochodzacg od tej samej samicy.
Wartos¢ pH ptynu jajnikowego kazdej z samic wynosita ponad 8, zaréwno przed jak i

po napromieniowaniu [Publikacja 4].

W niniejszej pracy doktorskiej wykazano, ze inaktywowane promieniami UV
nasienie troci, moze by¢ z powodzeniem wykorzystane do aktywacji komorek
jajowych w procesie gynogenezy pstragga teczowego [Publikacja 1]. Zmiany
obserwowane w napromieniowanych jajach wskazujg, ze ekspozycja ikry pstrgga
teczowego na promieniowanie jonizujgce podczas androgenezy prowadzi do

zwiekszenia liczby gamet z nierédwnomiernym rozktadem kropli ttuszczowych.



Ponadto, androgenetyczne zarodki pstrgga teczowego rozwijajgce sie w
napromieniowanych jajach rzadko sie wykluwajg, a ich znaczna czes¢ posiada liczne
deformacje ciata co wynika z ujawnienia sie recesywnych alleli, ale takze wskazuje
na obnizony potencjat rozwojowy napromieniowanych gamet samiczych [Publikacja
2]. Geny, ktére wykazaty zwiekszong ekspresje w jajach, w ktérych zaobserwowano
wyraznie podwyzszong przezywalnos¢ gynogenetycznych pstrggow teczowych,
mozna uzna¢ za geny kandydujace, ktorych ekspresja wptywa na skutecznos¢
procesu indukowanej gynogenezy. Ws$rod nich na szczegdlng uwage zastugujg geny
zZwigzane z wczesnym rozwojem embrionalnym, gospodarkg lipidowg, a takze
procesem starzenia sie komorek [Publikacja 3]. Duza zmiennos¢ aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych oraz znaczne réznice w przezywalnosci androgenotow
rozwijajgcych sie w jajach pochodzgcym od r6znych samic sugerujg o wiele wiekszy
wptyw matczynych czynnikbw genetycznych niz samego promieniowania
jonizujgcego na jakosc ikry i prawidiowy rozwdj androgenotéw. Ponadto, nalezy
wykluczy¢ wptyw promieniowania jonizujgcego na réwnowage kwasowo-zasadowg
ptynu owaryjnego, ktéry pierwotnie uznano za wazny w kontekscie przezywalnosci

androgenetycznych pstrggoéw [Publikacja 4].
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