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Produkcja i wykorzystanie w akwakulturze
homozygotycznych osobnikéw i kilonalnych linii ryb

Wstep

Ekonomiczne podejscie, tak samo jak dbato$¢ o natu-
ralne Srodowisko prowadzi do zwigkszenia zainteresowa-
nia hodowlg zwierzat jako statego zrodta pozywienia. Ryby,
bedace zasobem aktywnie eksploatowanym, sg hodowane
w warunkach akwakultury z coraz wigkszg intensywnoscia.
W akwakulturze zwiekszanie wydajnosci hodowli ryb
osigga sie w wyniku zastosowania réznorodnych technik
i zabiegbw. Rozréd i podchéw ryb w warunkach kontrolo-
wanych oraz zywienie paszami komercyjnymi pozwala na
uzyskanie osobnikbw o wymaganych przez hodowcow
cechach. Skuteczna ochrona zdrowia oraz prowadzenie
programéw hodowlanych i selekcyjnych ma na celu uzy-
skanie produktow spetniajgcych oczekiwania konsumen-
téw. Sposobem otrzymywania pokolenia ryb o wyzszych
wartosciach cech ilosciowych, takich jak tempo wzrostu,
masa ciata, wigksza odpornos¢ na choroby czy wigksza
ptodnos¢, jest krzyzowanie ze sobg odmiennych od siebie
homozygotycznych osobnikéw. Jednym z programéw
hodowlanych umozliwiajgcych wzrost produkciji w akwakul-
turze jest tworzenie i hodowanie jednoptciowych stad ryb.
| tak w przypadku pstraga teczowego (Oncorhynchus
mykiss) coraz wiekszg popularno$¢ zdobywa produkcja
i hodowla wytgcznie samic (all female). Samice tego
gatunku w przeciwienstwie do samcow osiggajg rozmiary
konsumpcyjne przed uzyskaniem dojrzatosci piciowej,
dzieki czemu jakos¢ ich tkanki mieéniowej nie obniza sie.
Ponadto w wyniku wieloletnich prac, udato sie opracowac
metode produkcji triploidalnych, bezptodnych samic
pstrgga teczowego, ktérych szczatkowe gonady nie sg
w stanie wyprodukowac funkcjonalnych gamet. Dzigki temu
ryby triploidalne rosng takze w okresie, kiedy ich ,normalne”
rodzenstwo wiekszo$¢ energii z pokarmu zuzywa na rozwoj
gonad i produkcje gamet, przygotowujac sie tym samym do
tarta.
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Wyprodukowanie jednoptciowych stad ryb, podobnie
jak tworzenie sterylnych osobnikow, jest mozliwe dzieki roz-
wojowi technik z zakresu inzynierii genomowej, takich jak
poliploidyzacja, gynogeneza czy androgeneza. Produkcja
ryb posiadajgcych zwiekszong liczbe chromosoméw (poli-
ploidyzacja) lub jagdrowy DNA odziedziczony tylko po jednym
zrodzicow (androgeneza i gynogeneza) nie wzbudza kontro-
wersji, poniewaz wedtug prawa polskiego nie sg to organi-
zmy modyfikowane genetycznie (GMO). Oprécz produkciji
sterylnego i jednoptciowego materiatu obsadowego, zabiegi
gynogenezy i androgenezy pozwalajg na produkcje homozy-
gotycznych ryb, ktére mozna bezposrednio wykorzystac¢
w badaniach naukowych lub hodowa¢ dalej, w celu utworze-
nia wsobnych i klonalnych linii. Hodowla ryb o jednorodnym
genomie stawia jednak wiele wyzwan przed producentami.
Mimo tego w Polsce i na $wiecie sg juz miejsca, gdzie tego
typu prace sg prowadzone. Z uptywem czasu mogg stac sie
one statym elementem i gtéwnym Zrédtem osobnikéw, ktore
zostatyby wykorzystane w badaniach naukowych, progra-
mach hodowlanych i selekcyjnych.

Homozygotyczne osobniki i klonalne
linie ryb — definicje i metody
uzyskiwania

O homozygotycznosci osobnikéw $wiadczy jedno-
rodno$¢ ich genomu, w ktérym wszystkie geny zawierajg
takie same allele, a gamety sg jednakowe.

Homozygotyczne linie ryb sktadajg sie z osobnikow
uzyskanych w wyniku manipulacji genomowych, takich jak
gynogeneza mitotyczna albo androgeneza. Gamety hetero-
zygotycznego osobnika rodzicielskiego roznig sie, co jest
konsekwencjg zachodzgcego w trakcie mejozy procesu
crossing-over (rys. 1). Oznacza to, ze osobniki uzyskane
w wyniku indukcji gynogenezy mitotycznej lub androgenezy
z wykorzystaniem komorek rozrodczych pochodzacych od
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Rys. 1. Produkcja homozygotycznych samic i wykorzystanie wytworzonych
przez nie gamet w celu uzyskania klonalnego pokolenia ryb.

heterozygotycznych rodzicéw bedg homozygotyczne, ale
jako rodzenstwo wcigz wykazywac bedg réznice migdzy
sobg (rys. 1) (Dunham 2004).

Metoda uzyskania homozygotycznych osobnikow
wymaga wykorzystania technologii androgenezy i mitotycz-
nej gynogenezy, w celu wyprodukowania osobnikow dzie-
dziczgcych tylko ojcowskie lub tylko matczyne chromo-
somy. W obu przypadkach caty proces sktada sie z trzech
etapow: (1) napromieniowywania gamet w celu genetycznej
inaktywaciji (degradacji) DNA jaj (androgeneza) i plemnikow
(gynogeneza), (2) inseminacji i (3) podwojenia haploidal-
nego zestawu w androgenetycznych i gynogenetycznych
zygotach poprzez zatrzymanie pierwszego podziatu
komérkowego. Gynogeneza polega na aktywaciji jaj przez
genetycznie inaktywowane za pomocg promieniowania UV
plemniki (Chourrout 1986, Thorgaard 1986). Nastepnie,
uzyskane w wyniku aktywacji jaj, haploidalne zygoty posia-
dajgce tylko matczyne chromosomy poddaje sie dziataniu
udaru (szoku) sSrodowiskowego lub chemicznego. Ekspozy-
cja haploidalnych zygot na dziatanie subletalnej tempera-
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tury, wysokiego cisnienia lub czynnikéw chemicznych na
poczatku (profaza) pierwszego podziatu mitotycznego
zygoty (gynogeneza mitotyczna) spowoduje, ze mat-
czyne chromosomy ulegng podwojeniu, a zygoty stajg sie
diploidalne (rys.1). Osobniki, ktére rozwing sie z takich
zygot nazywane sg podwojonymi haploidami (DH,
doubled haploids) i sg homozygotyczne. Jezeli haplo-
idalne zygoty bedziemy eksponowa¢ na dziatanie udaru
Srodowiskowego wczeséniej, tuz po inseminacji, to nie
dopuscimy do zakonczenia podziatu mejotycznego i do
wyrzucenia drugiego ciatka kierunkowego (gynogeneza
mejotyczna). Tym samym uzyskamy gynogenetyczne
diploidalne osobniki, jednak ze wzgledu na pochodzenie
drugiego zestawu chromosoméw, bedg one heterozygo-
tami (Komen i Thorgaard 2007). Etap udaru $rodowisko-
wego jest pomijany wtedy, gdy organizm matczyny jest
tetraploidalny, a produkowane przez niego oocyty sa
diploidalne (Liu i in. 2007).

Osobniki androgenetyczne posiadajg jedynie
ojcowski jgdrowy materiat genetyczny. Uzyskuje sig je
poprzez inseminacje napromieniowanych jaj nasieniem
z nienaruszonym DNA i w p6zniejszym czasie duplikacje
ojcowskich chromosoméw poprzez zablokowanie pierw-
szego podziatu mitotycznego, podobnie jak ma to miej-
sce w przypadku gynogenezy mitotycznej. Biorgc pod
uwage réznice w genomie plemnikéw, potowa osobnikow
potomnych bedzie posiadata dwa chromosomy Y (super-
samce), a druga potowa dwa chromosomy X (samice)
(rys. 2). Skrzyzowanie ,,supersamca” (YY) z samicg o nor-
malnym genotypie (XX) powinno skutkowac¢ uzyskaniem
potomstwa sktadajgcego sie wytgcznie z samcow (XY).

Pomimo tego, ze ryby wyhodowane za pomocg
gynogenezy mitotycznej lub androgenezy sg w petni
homozygotyczne, nie sg klonami organizmoéw rodziciel-

skich (rys.1). Klonalne linie ryb mogg by¢ wyhodowane
w wyniku kolejnych rund androgenezy i gynogenezy,
z wykorzystaniem gamet pochodzgcych od homozygotycz-
nych gynogenetycznych lub androgenetycznych osobni-
kow (rys.1). Wykorzystujac jaja pobrane od homozygotycz-
nych gynogenetycznych lub androgenetycznych samic,
w celu przeprowadzenia kolejnej gynogenezy, uzyskuije sie
jednorodng genetycznie linie ryb o genotypie identycznym
z matczynym —linie klonalng (rys. 1). W przypadku posiada-
nia gamet pochodzgcych od homozygotycznych samic, do
tworzenia klonalnej linii wykorzysta¢é mozna gynogeneze
mejotyczng, kitdrej skutecznosc¢ jest zazwyczaj wyzsza niz
gynogenezy mitotycznej.

Weryfikacja skutecznosci gynogenezy
i androgenezy ryb

Zastosowanie technik manipulacji genomowych

wymaga uzycia metod pozwalajgcych potwierdzi¢ ploidal-
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Rys. 2. Indukcja procesu androgenezy u ryb.

nos¢ oraz homozygotyczno$¢ badanych osobnikow.
Oceng ploidalnosci komérek mozna przeprowadzi¢ wyko-
rzystujac cytometrie przeptywowe. Znakowanie komérek
fluorochromami tgczacymi sie z DNA w jadrach komorek
pozwala okresli¢ jego ilos¢, a tym samym oszacowac plo-
idalnos¢ komorek. Szybka i skuteczng metodg pozwalajgcg
na analize objetosci jader w erytrocytach ryb jest mierzenie
objetosci komérek (ang. Coulter counter). Skuteczno$¢
szoku temperaturowego lub cisnieniowego u danego
gatunku mozna okre$li¢ takze dzigki analizie liczby chromo-
soméw osobnikéw uzyskanych w wyniku zabiegéw andro-
genezy i gynogenezy. Metafazowe chromosomy dla
fatwiejszej ich analizy wybarwia sie, na przyktad odczynni-
kiem Giemsy lub barwnikami fluorescencyjnymi i bada pod
mikroskopem w $wietle biatym lub UV. Okreslenie ploidal-
nosci ryb na podstawie liczby aktywnych jgderek w jadrze
komérkowym jest szybkg metoda, pozwalajacg na odréz-
nienie osobnikéw diploidalnych od poliploidalnych. Analiza
ta jednak nie pozwala na jednoznaczne odréznienie ryb
o roznym stopniu poliploidalnosci (Ocalewicz i in. 2006).
Metody molekularnego okreslania homozygotycznosci
osobnikow wymagajg uzycia wyspecjalizowanego sprzetu,
co zwieksza ich koszt, ale pozwala na dokfadng analize
osobnikéw. Analiza mikrosatelitarnego DNA jest metoda,
w ktorej do analizy wykorzystuje sie fragmenty DNA o duzej
zmienno$ci osobniczej. Krotkie, tandemowe powtorzenia
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mikrosatelitarnego DNA, ktére poddaje sie amplifikacji
technikg PCR, stanowig element r6znicujgcy osobniki.
Nowszym rozwigzaniem jest zastosowanie metod
sekwencjonowania genomu, ktére pozwalajg na okresle-
nie dokfadnej sekwencji jadrowego DNA. Sprawdzenie
sekwencji DNA jest takze mozliwe dzigki zastosowaniu
mikromacierzy, ktérych wykorzystanie umozliwia szybkag
analize duzych fragmentow genomu poprzez hybrydyza-
cje z krotkimi sondami.

Skutecznos¢ zabiegéw tworzenia
homozygotycznych osobnikow
i klonalnych linii ryb

Zywotno$é ryb uzyskanych metodami inzynierii geno-
mowej zalezna jest od wielu czynnikéw, przy czym charak-
terystyczny jest niski procent przezywajgcych osobnikow.
Podczas wykluwania sie podwojonych haploidéw, przezy-
walnos¢ rzadko przekracza 10% (Michalik i in. 2014). Nie-
liczne z homozygotycznych androgenotéw i gynogenotow
dozywajg do etapu dojrzewania ptciowego. Wedtug opu-
blikowanych wczesniej prac homozygotyczne osobniki
gynogenetyczne  wykazujg wyzszg przezywalnosc
w poréwnaniu do androgenotéw. Czynniki obnizajgce
zywotno$¢ osobnikbw androgenetycznych to tak jak
w przypadku gynogenotow ujawnienie sig letalnych alleli,
ale takze skutki uboczne zabiegdéw przeprowadzonych na
jajach, a wiec ekspozycja na duze dawki promieniowania

jonizujgcego lub UV i udar srodowiskowy (Ocalewicz i in.
2010). Naswietlanie oocytéw oraz poddawanie ich szokowi
temperaturowemu lub ci$nieniowemu moze niszczy¢ mat-
czyny RNA, ktéry jest niezbedny podczas wczesnego roz-
woju embrionalnego ryb (Pelegri 2003).

Ponadto diploidyzacja zygot metodg udaru ci$nienio-
wego ma negatywny wptyw na stan organelli komérkowych
oraz destabilizuje mikrotubule wtdkien kariokinetycznych
(Crenshaw i in. 1996). Ze wzgledu na niskg skuteczno$¢
naukowcy sugerujg, by podczas tego typu eksperymentow
zawsze wykorzystywac jaja o najwyzszej jakosci. Zaobserwo-
wano, ze zbyt diugie przebywanie komorek jajowych w jamie
ciata samicy, stymulacje hormonalne tarlakéw oraz stres
wywotywany przez warunki hodowli znaczgco obnizajg jakos¢
jaj. Przezywalnos$¢ zarodkéw rozwijajgcych sig z takich oocy-
toéw jest duzo nizsza gtéwnie przez zaburzenia kariokine-
tyczne, prowadzgce do nieprawidtowosci podczas segregacii
materiatu genetycznego (Aegerter i Jalabert 2004).

Zastosowanie homozygotycznych
osobnikéw i klonalnych linii ryb
w badaniach i akwakulturze

Aktualnie trudno wyobrazi¢ sobie badania dotyczace
recesywnych alleli bez udziatu homozygotycznych ryb.
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Genetyczna jednorodno$¢ osobnikéw z klonalnych linii
pozwala oszacowac interakcje genotyp—srodowisko i fenoty-
powg plastyczno$¢ takich cech jak dyferencjacja ptci
igonad, odpowiedz na stres czy odpornos¢ na zachorowania
(Bongers i in. 1998, Komen i Thorgaard 2007). Produkcja
identycznych, homozygotycznych osobnikéw jest szczegdl-
nie wazna w badaniach z zakresu mapowania genow
i sekwencjonowania catych genomoéw. Androgenetyczne
ryby mozna wykorzysta¢ do badan dotyczacych fizjologicz-
nych konsekwencji zréznicowania mitochondriow i mtDNA.
Zroznicowane tempo rozwoju pstrggdw teczowych z linii klo-
nalnej zwigzane byto wtasnie ze zmiennoscig mitochondrial-
nego DNA (Brown i in. 2006). Podwojone haploidy i klony
moga zostac uzyte w badaniach dotyczgcych korelacji gene-
tycznej, oddziatywania genéw i ich fenotypowych konse-
kwencji. Homozygotyczne i klonalne osobniki wykorzystuje
sie w pracach majgcych na celu mapowanie loci (genéw)
cech ilosciowych (QTLs). Opracowanie molekularnych mar-
kerow niektorych cech ilosciowych, takich jak jakos¢ tkanki
mie$niowej czy odpornos¢ na choroby, wymaga prowadze-
nia badan z wykorzystaniem podwojonych haploidéw, w celu
uzyskania informacji na temat wptywu nate cechy czynnikéw
pozagenetycznych.

Pod znakiem zapytania stoi zastosowanie podwojo-
nych haploidéw i klonéw w programach selekcyjnych, ktére
z zatozenia wymagajg wielu osobnikéw o duzej zmiennosci
genetycznej. Ale wykorzystanie osobnikow homozygotycz-
nych jako tarlakéw, moze skutkowaé uzyskaniem w nastep-
nym pokoleniu ryb bardziej jednorodnych pod wzgledem
cech uzytkowych. Z drugiej strony krzyzujgc ryby
pochodzgce z dwoch réznych linii homozygotycznych lub
klonalnych mozna uzyskac¢ efekt heterozji u potomstwa.
Ponadto zastosowanie w programach hodowlanych homo-
zygotycznych samcéw i tak zwanych neosamcow, czyli
genetycznych samic, ktére po stymulacji hormonalnej
wyksztatcity samcze gonady, pozwala wyprodukowac linie
ryb ztozone tylko z samcow lub tylko z samic.

Przyktady homozygotycznych
osobnikoéw i klonalnych linii ryb

Pomimo wielu trudnoéci towarzyszgcych eksperymen-
tom majgcym na celu wyprodukowanie homozygotycznych
gynogenetycznych i androgenetycznych ryb, podwojone
haploidy udato sie uzyska¢ w przypadku kilku modelowych
gatunkéw oraz kilku gatunkéw majgcych duze znaczenie
gospodarcze. Nieliczne z uzyskanych w wyniku gynoge-
nezy czy androgenezy osobnikéw przezywajg do etapu doj-
rzatosci ptciowej, a z tych, ktére te dojrzato$¢ osiggaja, tylko
niektére sg w stanie wyprodukowac dobrej jakosci gamety.
Dlatego tez tak trudno jest uzyska¢ pokolenia klonalne ryb.
W przypadku gatunkéw modelowych klonalne linie wypro-
wadzono w przypadku danio pregowanego (Danio rerio)
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i medaki (Oryzias latipes). Jezeli zas chodzi o gatunki hodo-
wane w warunkach akwakultury, to metody produkcji klo-
nalnych linii sprawdzity sie u pstraga teczowego, karpia
(Cyprinus carpio), tilapii nilowej (Oreochromic niloticus) czy
tososia pacyficznego (Oncorhynchus masou) (Komen
i Thorgaard 2007).

W przypadku karpia, homozygotyczne osobniki wyko-
rzystano w badaniach nad odziedziczalnoscig indeksu
gonadosomatycznego, wielkosci ikry i jej jakosci. Ponadto
androgenetyczne podwojone haploidy badano w doswiad-
czeniach dotyczgcych odpowiedzi na stres (Bongers i in.
1998). Eksperymenty z zakresu mapowania genéw cech
ilosciowych (QTLs) prowadzi sie z pomocg podwojonych
haploidéw pstraga teczowego. Wiele z gendw cech iloscio-
wych bada sie wykorzystujgc osobniki uzyskane w wyniku
inseminacji jaj, pobranych od zwyktych heterozygotycz-
nych samic, nasieniem pochodzgcym od osobnikdéw klonal-
nych. Klonalne linie pstraga teczowego charakteryzujg sie
polimorfizmem chromosomu Y i dlatego tez ryby te sg
wykorzystywane w badaniach dotyczacych ewolucji chro-
mosomow ptci (Komen i Thorgaard 2007).

Podsumowanie

Homozygotyczne osobniki i klonalne linie ryb budzg
nadzieje na zbudowanie waznych dla akwakultury stad,
ktore  wykazag produkgciji.
W przyszto$ci mogg one stanowi¢ droge do statego i warto-
Sciowego zrodta pozywienia. Jednak na chwile obecng
techniki uzyskiwania takich osobnikéw wymagajg optymali-
zacji, w celu zwiekszenia ich skutecznosci.

zwigkszong  wydajnos¢
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PRODUCTION AND USE IN AQUACULTURE OF HOMOZYGOUS FISH AND CLONAL FISH LINES

Krzysztof Jagietto, Konrad Ocalewicz

ABSTRACT. Increasing aquaculture productivity is achieved by applying various techniques associated with feeding, reproduction,
genetics, and improved fish health. Thanks to genomic engineering methods such as gynogenesis, androgenesis, and
polyploidization, it has been possible, with some fish species, to develop production technologies for single-sex and infertile triploid
female stocks. Both gynogenesis and androgenesis permit producing homozygous individuals and clonal lines of fish. Mitotic
gynogenesis is achieved by activating eggs with sperm that have been deactivated with UV radiation, and then duplicating the
maternal genetic material. Androgenic individuals are obtained by inseminating radiated eggs with sperm in which the DNA is intact,
and then later parental chromosome diploidization duplication. Clonal fish lines can be obtained through subsequent rounds of
androgenesis and gynogenesis using gametes from homozygous gynogenic or androgenic individuals. Cross breeding individuals
from two different homozygous or clonal lines can produce progeny with rapid growth, higher body weights, and increased immunity
to disease (heterosis effect). Homozygous fish are used in gene mapping and sequencing studies. Homozygous and clonal fish
stocks are used in selection and rearing programs, in quantitative gene studies, and in studies on the impact of the environment on
phenotype. Clonal fish lines permit estimating genotype—environment interaction and the phenotype plasticity of the characters of
individuals. Androgenic individuals can be used in studies of mitochondrial variability and mtDNA.
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