Owulacja i wczesny
rozwoj zarodka ptaka
w warunkach in vitro

Bozenna Olszarska, Urszula Stepinska

IGiHZ PAN w Jastrzebcu

W ciggu ostatnich 20 lat opracowanie metod hodowli in vitro
oocytéw i zarodkéw ssakéw doprowadzito do niestychanego
rozwoju wiedzy o mechanizmach rozrodu tej grupy zwierzat.
Wprowadzenie metod in vitro hodowli oocytéw i zarodkéw u-
mozliwito tez szybki rozwéj nowej dziedziny — biotechnologii
zarodka, ktéra otwiera catkowicie nowe perspektywy w ho-
dowli i genetyce zwierzat (klonowanie, transfer zarodkéw),
farmakologii (zywe bioreaktory wytwarzajace biatka stosowa-
ne w terapiach choréb), medycynie (leczenie nieptodnosci,
terapia genowa). Prawdopodobnie w niedtugim czasie pojawi
sie szereg nowych mozliwosci zastosowania metod biotech-
nologii, ktére obecnie sa jeszcze trudne do przewidzenia.

Na tle burzliwego rozwoju biotechnologii zarodkéw ssa-
koéw, opartej na metodach hodowli in vitro, zastanawiajace
jest wyrazne opdznienie w opracowywaniu tego rodzaju me-
tod dla zarodka ptaka. Ptaki stanowia duza grupe zwierzat
0 znacznej liczebnosci biologicznej i ogromnym znaczeniu e-
konomicznym, jako zrédio taniej i zdrowej zywnosci. Ze
wzgledu na duza produktywnosé, niewielkie koszty utrzyma-
nia oraz krétki okres dojrzewania stanowig interesujgcy model
dla biotechnologii, jako zwierzeta transgeniczne. Zadziwiaja-
ce jest, ze tak mato dotychczas uczyniono w celu umozliwie-
nia badania procesoéw ich rozrodu w warunkach in vitro.

Podobnie jak u ssakéw, poszczegbine etapy rozrodu ptaka
obejmuja: oogeneze (1) — dojrzewanie oocytu (2) — owula-
cje (3) — zaptodnienie (4) — rozwdj zarodkowy (5, wczesny
— a; pbézniejszy — b) — wyklucie (narodziny) nowego osobnika
(6). U ssakdw jest juz mozliwe przeprowadzenie etapéw od 2
do 5a nie tylko dla kazdego etapu oddzielnie, ale réwniez
w jednym cyklu, poczynajac od oocytu znajdujacego sig jesz-
cze w pecherzyku jajnikowym, az do wczesnego stadium roz-
woju embrionalnego — nie zagniezdzonej blastocysty. Poz-
niejszy, postimplantacyjny rozwéj zarodka ssaka obecnie mu-
si jeszcze przebiegac in vivo w organizmie samicy.

Jesli chodzi o ptaki, to dopiero ostatnie 10 lat przyniosto
pewien postep w opanowaniu metod hodowli pozaustrojowej.
Duzym osiggnigciem byto opracowanie hodowli in vitro zarod-
ka kury od 1-komdrkowej zygoty, az do wylegu. Procedura
polega na wyjeciu naturalnie zaptodnionego jaja z jajowodu
samicy, a nastepnie hodowli zarodka w trzech kolejno zmie-
nianych warunkach (szklany stoiczek, mata skorupka jajowa,
duza skorupa jajowa) i przy trzech réznych sktadach pozyweki.
Jednak zastosowanie tej metody w potaczeniu z nastrzykiwa-
niem obcego DNA do blastodysku nie przyniosto oczekiwa-
nych rezultatow dla wytwarzania ptakéw transgenicznych.
Powszechng metoda otrzymywania transgenicznych ssakéw
jest wprowadzenie obcego DNA do jednego z przedjadrzy
jednokomérkowego zarodka. U ptakéw, ze wzgledu na ogro-
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mng mase 206itka, przedjadrza nie sa widoczne pod mikrosko-
pem, a wiec nastrzykiwanie odbywa sie ,na $lepo” do cyto-
plazmy w centrum blastodysku, gdzie prawdopodobienstwo
lokalizacji przedjadrzy jest najwieksze, ale pomimo to mozli-
wos¢ trafienia mikropipetka w przedjarze jest minimalna. Na-
lezy tez wzig¢ pod uwage fakt, ze u ptakéw normg jest za-
ptodnienie polispermiczne, tzn. do oocytu i na teren blasto-
dysku wnika wiele plemnikéw, ktére ulegajg nastgpnie prze-
ksztatceniu w przedjadrza, jednakze tylko jedno z nich, po
potaczeniu z przedjadrzem matczynym, bedzie tworzyio jgdro
zygoty. A wiec, jesli nawet udatoby sig¢ jakas metoda uwi-
doczni¢ przedjadrza obecne w blastodysku, to nie wiadomo
bytoby, ktére z nich ostatecznie wejdzie w skiad jadra zygoty.
W rezultacie takiego nastrzykiwania ,na $lepo” obce DNA
zostaje odtozone na terenie cytoplazmy, gdzie — jak wykazaty
nasze badania — znajdujg sie bardzo aktywne enzymy rozkia-
dajace DNA. Mozna sie spodziewad, ze otrzymanie tg droga
transgenicznych ptakéw jest mato prawdopodobne, chociaz
nie catkiem wykluczone — zalezne od miejsca, gdzie obcy
DNA bedzie sie znajdowat.

Budowa oocytu i owulacja in vitro
Zenskie komorki piciowe — oocyty — ptakéw wyrdzniajg sie
znacznymi rozmiarami wérdéd innych oocytéw zwierzecych.
Oocyt ptakéw jest zaopatrzony w ogromng ilosé zéitka i oto-
czony delikatng btong zéttkowa, co utrudnia manipulowanie
nim bez uszkodzenia. Na jednym biegunie kuli zéttkowej
zgromadzona jest znaczna ilos¢ cytoplazmy. Wida¢é jg w po-
staci jasnej plamki o $rednicy do 5 mm - jest to tzw. blasto-
dysk, w srodku ktérego, tuz pod btona, znajduje si¢ jadro o-
ocytu. Na terenie blastodysku, po zaptodnieniu, powstanie
w przysziosci zarodek. Jadro oocytu u ptakéw jest wyjgtkowo
duze, moze osiggaé érednice 0,35 mm, a wiec jest dobrze
widoczne pod binokularem, jako ciemniejszy pecherzyk na tle
26itka, a nawet gotym okiem — w formie ciemnej kropeczki na
jasnym tle blastodysku. Mniej wiecej 4 godziny przed owula-
cjg oocyt zaczyna przechodzi¢ proces dojrzewania — btona
jadra oocytu zanika i przestaje ono by¢ widoczne pod bino-
kularem, a jednocze$nie rozpoczyna sie pierwszy z podzia-
tow dojrzewania, w wyniku ktérych liczba chromosoméw ule-
ga zmniejszeniu o potlowe. W momencie owulacji oocyt
przestaje juz byé oocytem i staje sig jajem, czyli zdolng do
zaptodnienia komorka jajowa.

Po zakonczeniu procesu dojrzewania nastepuje owulacja,
zwykle 10-30 minut po zniesieniu poprzedniego jajka; peche-

Rys. 1. Owulacja in vitro oocytéw przepiorki japonskiej. Z lewej —
oocyt w pecherzyku jajnikowym zawieszony na nitce w pozywce;
z prawej — oocyt po owulacji lezy na dnie kieliszka
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Rys. 2a. Zarodek przepidrki japoniskiej otrzymany po zaptodnieniu
in vitro, stadium IV (widaé drobne komérki — blastomery — na catej
powierzchni tarczki zarodkowej)

rzyk jajnikowy peka i jajo wypada do jamy ciata, gdzie jest
natychmiast wychwycone przez poczatkowa czgsé jajowodu,
czyli lejek (infundibulum). Proces ten zostat odtworzony w la-
boratorium Zaktadu Embriologii Molekularnej IGiHZ w warun-
kach in vitro dla oocytow przepiérki japonskiej (rys. 1), co
pozwala na wykorzystanie tej metody do badania mechaniz-
méw owulacji i zaptodnienia.

Po ubiciu samicy w $cisle okreslonym czasie przed lub po
zniesieniu jaja, najwieksze przedowulacyjne oocyty wycina sie
z jajnika, zawiesza na nitce w kieliszku w pozywce i wstawia do
inkubatora (ok. 41°C). Po pewnym czasie, zaleznym od momen-
tu ubicia samicy, pecherzyk jajnikowy peka i oocyt wypada na
dno kieliszka z pozywka; moze on by¢ nastepnie uzyty do sze-
regu do$wiadczen, réwniez do prob zaptodnienia in vitro.

W warunkach naturalnych, po owulacji, przy obecnosci
plemnikéw w jajowodzie, jajo zostaje zaptodnione w lejku.
U ptakéw jest to zaptodnienie polispermiczne, to znaczy, ze
do jaja wchodzi wiele (kilkadziesigt, a nawet do kilkuset)
plemnikow, w przeciwienstwie do ssakéw, gdzie zaptodnienie
jest zwykle monospermiczne i do jaja wnika tylko jeden plem-
nik. U ptakéw plemniki mogg wnika¢ do jaja na calej jego
powierzchni, tzn. réwniez na terenie z6ttka, choé oczywiscie
takie plemniki nie biorg udziatu w procesie zaptodnienia

Rys. 3. Nie zaptodnione jajo przepiorki japoriskiej — na terenie
dawnego blastodysku mozna dostrzec liczne wakuolki, najczesciej
potozone peryferyjnie wokét grudki zbitej, biatawej cytoplazmy
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Rys. 2b. Jadra zarodka przepiérki po wybarwieniu barwnikiem
fluorescencyjnym DAPI (widoczne pod mikroskopem)

i prawdopodobnie ulegajg degradacji. Po wniknieciu plemni-
kéw do jaja w btonie zéttkowej pozostajg dziurki, ktére mozna
zobaczy¢ i policzy¢ pod binokularem, po delikatnym zdjeciu
btony i jej oczyszczeniu z z6ttka. Na tej podstawie mozna o-
ceni¢, ile plemnikéw wnikneto do jaja i w jakiej okolicy. Naj-
wiecej plemnikéw wnika do jaja na terenie blastodysku, ale
tylko jeden z nich bedzie brat udziat w wytworzeniu jadra zy-
goty. Pozostate plemniki migrujg ku peryferiom blastodysku,
gdzie ulegajg degeneracji i prawdopodobnie réwniez degra-
dacji. Dotychczas proces ten nie zostat doktadnie rozpoznany
i wiasciwie nie bylo wiadomo, co tak naprawde si¢ dzieje
z nadliczbowymi plemnikami, jakie sa ich dalsze losy.

Dopiero w ostatnich trzech latach, w laboratorium 1GiHZ
w Jastrzebcu, wykryto w oocytach duzg aktywno$é dwdch
enzymoéw rozktadajacych DNA: DNazy | i DNazy [l. Wiele da-
nych wskazuje na to, ze enzymy te biorg udziat w rozktadzie
nadliczbowych plemnikéw, ktére wniknely do jaja na terenie
76itka, a takze blastodysku. Zagadka pozostaje, dlaczego ten
jeden jedyny plemnik, ktéry bierze udziat w utworzeniu jadra
zygoty, nie ulega degeneraciji tak jak inne. Czy jest to cecha
tego specyficznego plemnika, czy tez zalezy to od jakich$
czynnikéw znajdujacych sig¢ w jaju? Ten wtaénie problem sta-
nowi obecnie przedmiot badanh i niewatpliwie jest to jedno
z kluczowych, nierozpoznanych zagadnien w mechanizmie
zaptodnienia u ptakow.

Zaptodnienie in vitro

Proby zaptodnienia in vitro oocytéw ptaka byly juz przepro-
wadzane uprzednio przez innych badaczy, jednakze tylko na
oocytach owulowanych naturalnie w organizmie samicy i wy-
jetych z jajowodu po jej ubiciu.

W tym przypadku zaptadniane byty oocyty owulowane in
vitro, tak jak to opisano wczes$niej. Na owulowane oocyty za-
nurzone w pozywce nakraplano zawiesing plemnikéw otrzy-
mywanych od samcow przyzyciowo, drogg masazu. Po kilku-
nastu minutach inkubacji w obecnosci plemnikéw nadmiar ich
odmywano, a oocyty pozostawiano na noc w inkubatorze w
40-41°C, gdyz taka temperatura panuje w jajowodzie samicy.
Nastepnego dnia, po 18-22 godzinach inkubacji, sprawdzano
pod binokularem stan zaawansowania rozwoju zarodka (rys.
2a) oraz obecnos¢ jader w komérkach, poprzez wybarwienie
barwnikiem fluorescencyjnym (rys. 2b). Poczatkowo blasto-
mery sg catkiem duze i dobrze widoczne, nawet przy matym
powiekszeniu, pod binokularem (rys. 2a). W miare postepu-
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jacych podziatéw komorki te stajg sie coraz mniejsze i w sta-
dium VI przestaja juz by¢ widoczne przy matym powigkszeniu,
ktére mozna osiggnaé w binokularze.

Stosujac te metode, w wielu przypadkach (ok. 15%) udato
sig otrzymaé normalne zarodki osiggajgce stadia IV-VI (wg
kiasyfikacji rozwoju wewnatrzmacicznego E. Giladi), zawiera-
jace jadra komoérkowe. Pozostate oocyty byly albo nie zapto-
dnione (rys. 3), albo o nieprawidtowym obrazie bruzdkowania
lub tez miaty btony uszkodzone nadmiarem plemnikéw.
W tym ostatnim przypadku w bfonie oocytéw wystepowaty
dziurki, przez ktére wyciekato z6ttko. W szeregu przypadkow
(ok. 25%) mozna byto obserwowaé takze pewien abortywny
rozwdj partenogenetyczny, przy ktérym nastepowaly wizual-
nie normalne podzialy cytoplazmy, jednak bez towarzysza-
cych podziatéw jader. W rezultacie pod binokularem widaé
byto normalne blastomery odpowiadajgce stadiom 1il-|V, lecz

po wybarwieniu nie stwierdzano w nich obecnoéci jader ko-
mérkowych.

W rezultacie naszych badan udato sie potaczy¢ etap 3 (o-
wulacja oocytu) z etapem 4 (zaptodnienie) i etapem 5a
(wczesny rozwdj zarodkowy). Przy przedtuzeniu okresu inku-
bacji prawdopodobnie mozna bytoby pokusi¢ si¢ o otrzymanie
zarodkéw bardziej zaawansowanych w rozwoju. Nastepnym
krokiem, ktory mozna by uczynié, jest hodowla tak otrzyma-
nych zarodkéw w systemie in vitro opracowanym przez Mar-
garet Perry (1988), pozwalajacym na wylag zywych piskiat
w hodowli in vitro. Prawdopodobnie w niedalekiej przyszfosci
bedzie to juz mozliwe, gdyz niektore laboratoria i firmy bio-
technologiczne pracujg w tym kierunku. Opracowanie syste-
mu pozwalajgcego na owulacje in vitro oocytéw, ich zapto-
dnienie i hodowle zarodkéw umozliwi znaczny postgp w bio-
technologii zarodka ptaka oraz dostarczy narzedzia do bada-
nia proceséw rozrodu u drobiu.

DNA fingerprinting
w genetycznej analizie
populacji gesi

Matgorzata Zawadzka, Kazimierz Jaszczak
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Wartos¢ hodowlana zwierzat czy ich genotyp oceniane sg
powszechnie na podstawie pomiaru cech fenotypowych. Nie
zawsze jednak cechy fenotypowe sg dobrym wskaznikiem
wartosci hodowlanej osobnika. Efektywnoéé analizy gene-
tycznej bazujacej na fenotypie z natury nie jest wysoka
w przypadku cech o niskiej odziedziczalnosci. Ponadto po-
miary niektorych cech sg trudne lub niemozliwe do wykona-
nia, np. odporno$¢ na choroby czy cechy ograniczone picia
lub wiekiem. Dziedziczenie poligenowe, czesciowa lub catko-
wita dominancja maskujg takze fenotypowy efekt ekspresii
genow. Charakterystyka fenotypowa podlega przy tym w roz-
nym stopniu modyfikacjom i interakcjom Srodowiskowym.

Opracowanie metod wykrywania naturalnie wystepujacego
polimorfizmu sekwencji DNA, z ktérych czes¢ zostata wyko-
rzystana jako markery genetyczne (wyrézniki cech), stworzyto
ogromne mozliwosci oszacowania wartosci hodowlanej osob-
nika na poziomie molekularnym. Markery genetyczne oparte
na polimorfizmie sekwencji minisatelitarnych DNA stanowiag
obecnie bogate zrédto informaciji i mogg stuzyé miedzy innymi
do analizy struktury genetycznej populaciji. Ich wykorzystanie
utatwia ustalenie, czy w danej populacji lub rasie wystepuja
charakterystyczne allele i z jakg czestoscia. Okreslenie podo-
bienstwa migdzy osobnikami w obregbie i migdzy populacjami
daje mozliwo$¢ szacowania zmian zachodzacych w populac-
jach podlegajacych naturainej czy sztucznej selekcji, jak
i dzielacego je dystansu genetycznego.
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Wsréd stosowanych systeméw analizy DNA wyréznia sie
metoda fingerprinting. Genomowy DNA wyizolowany z jgder
komoérkowych réznych tkanek poddawany jest trawieniu r6z-
nymi enzymami restrykcyjnymi. Fragmenty tak ,pocietego”
DNA poddaje sieg elektroforezie w zelu agarozowym. Rozdzie-
lone fragmenty przenoszone sg na filtr nitrocelulozowy lub
nylonowy, wg metody Southerna, i hybrydyzowane z sondg
molekularng. W wyniku hybrydyzacji otrzymuje sie dla bada-
nego osobnika wiele prazkéw, bedacych fizyczng reprezenta-
cja sygnatu pochodzacego od odpowiednio wyznakowanej
sondy zwigzanej z allelami wielu loci na wszystkich chromo-
somach. Liczba i potozenie prazkéw we wzorze DNA finger-
printing sg charakterystyczne dla kazdego osobnika (z wyjat-
kiem blizniat jednojajowych oraz osobnikéw wysoko zinbre-
dowanych). Indywidualny wzér DNA fingerprinting jest rownie
niepowtarzalny, jak uktad linii papilarnych cziowieka. Stad tez
wywodzi si¢ nazwa tej metody testowania DNA. Prazki wcho-
dzgce w skiad indywidualnego wzoru (allele minisatelitarne)
sg dziedziczone w prosty mendlowski sposob, po potowie od
kazdego z rodzicow.

W Zakiadzie Cytogenetyki Molekularnej {GiHZ PAN w Jas-
trzgbcu technika DNA fingerprinting od kilku lat wykorzysty-
wana jest w kontroli pochodzenia i weryfikacji rodowodowej,
a przede wszystkim w analizie struktury genetycznej popula-
Cji, linii czy ras zwierzat gospodarskich i laboratoryjnych. Mie-
dzy innymi metoda DNA fingerprinting zostata wykorzystana
do oceny zmienno$ci genetycznej wewnatrz i miedzy odmia-
nami gesi utrzymywanych w stadach zachowawczych, w po-
rownaniu do populacji gesi selekcjonowanych i dzikich. Pol-
ska nalezy do nielicznych krajow, gdzie zostato zachowane
wiele lokalnych odmian i ras gesi. Z biologicznego i hodowla-
nego punktu widzenia zachowanie tych unikalnych zasobéw
genetycznych jest bardzo wazne, gdyz sa to odmiany przysto-
sowane do miejscowych warunkéw $rodowiskowych i wyka-
zujgce czgsto unikalne kombinacje alleli warunkujgce wysoki
poziom niektérych cech przydatnych w hodowli (odpornoéé
na choroby, mniejsze wymagania pokarmowe, niska zawar-
tos¢ tluszczu w tuszce). Badaniami DNA fingerprinting objeto
odmiany pochodzace od gesi gegawy Anser anser, tj. podkar-
packa, suwalska, pomorska i kartuska, odmiana garbonosa
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