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1. WSTEP

1.1. Wprowadzenie

Wspotczesna biologia definiuje chimere jako organizm posiadajacy
tkanki o dwoch lub wigcej genotypach, czesto rezultat mutacji, przeszczepu lub
wprowadzenia do zarodka bedacego w bardzo wczesnym stadium rozwoju
pluripotencjalnych komorek pochodzgcych od réznych genetycznie osobnikoéw
[Abercrombie i in., 1992 oraz Jaszczak i in., 1999; Petitte i in., 2004; Rui i in.,
2004]. Chimery posiadaja przynajmniej dwie populacje genetycznie
odmiennych komorek, wywodzacych si¢ z dwoch roznych zygot [Abercombie
i in., 1992]. Powstajg one naturalnie, np. w wyniku potaczenia dwodch zygot.
Z taka sytuacja mozemy spotkac u ssakow we wczesnym rozwoju zarodkowym.
W przypadku potaczenia si¢ dwoch zygot organizm zawiera w niektorych
tkankach lub w catych narzadach r6zne komplety chromosomow.

Pierwsze chimery ptakow uzyskano w 1970 roku [Marzullo, 1970],
natomiast intensywne badania nad chimerami ptakow prowadzone sg od lat
dziewigcdziesigtych XX wieku [Petitte i in., 1990]. Odkryto mozliwosci
zastosowania komorek blastodermalnych kury (BCs) do produkcji nie tylko
chimer fenotypowych, ale takze chimer ptciowych. Jest to realne, poniewaz
BCs pochodzace od dwudziestoczterogodzinnych zarodkow zachowuja
wlasciwosci pluripotentne/totipotentne, a jednoczesnie zawierajg pewna liczbe
prekursoréw pierwotnych komorek ptciowych (PGCs), ktore daja poczatek linii
komorek rozrodczych [Ginsburg 1997].

Jednoczesnie jednak sfera badan nad ptasimi chimerami zostata
ograniczona do zaledwie kilku zagadnien, obejmujacych przede wszystkim:
efektywnos¢ produkcji chimer [Kino i in., 1997; Lakota, 2001], wykorzystanie
roznych typdw komorek do ich tworzenia [Naito i in., 1994a], a takze ustalenia,
jakie sg optymalne warunki hodowli komérek in vitro oraz ich modyfikacja
genetyczna [Etches, i in., 1997; Aritomi i in., 2000].

Produkcja transgenicznych kur polega na wprowadzeniu nowych genéw
do komérek, ktore dadzg poczgtek komorkom plciowym. Skutkuje to
wytworzeniem kur (kogutéw) wykazujacych obecnos¢ transgenu w komorkach
gonad. Dopiero po skrzyzowaniu chimer mozna uzyska¢ potomstwo
wykazujgce obecnos¢ transgenu we wszystkich komorkach ciata. Odpowiednie
zmodyfikowanie i ukierunkowanie komorek dajacych poczatek linii piciowej
jest niezbedne do powodzenia eksperymentu [Mozdziak i Petitte, 2004].

Chimeryzm moze dotyczy¢ zardbwno komorek somatycznych, jak
i plciowych. Osobniki zidentyfikowane jako chimery piciowe majg zdolnosé
przekazywania swemu potomstwu cech podczas manipulacji genetycznych.
Chimery ptasie tworzy si¢ dzicki wykorzystaniu dwoch rodzajow komorek
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zarodkowych:  pierwotnych  komorek plciowych PGC i komorek
blastodermalnych BCs. Ptasie pierwotne komorki rozrodcze (PGC, ang.
Primordial germ cel) sa pochodzenia pozagonadalnego i musza odby¢
kilkuetapowa podréz, aby osiaggng¢é gonadg. Przeniesienie komorek
blastodermalnych 1 pierwotnych komorek rozrodczych doprowadzito do
otrzymania ptasich chimer w linii rozrodczej. PGCs sa jedynymi komoérkami
zdolnymi do przekazania informacji zapisanej w materiale genetycznym
z pokolenia na pokolenie. Wykazano, ze PGCs moga tworzy¢ funkcjonalne
komorki piciowe w zarodku biorcy [San, 2009]. Wykorzystano to w produkcji
ptakow transgenicznych, a te z kolei tworzy si¢ dzigki istnieniu ptasich chimer
ptciowych za posrednictwem chimer piciowych.

1.1.1.Sposoby identyfikacji chimer ptasich

Istnieje wiele sposobdw identyfikacji chimer. Pierwszym wskaznikiem,
na podstawie ktorego oceniono wystgpowanie chimeryzmu lub jego brak, byta
barwa upierzenia ptakow. Ma to przede wszystkim zwigzek z mozliwoscia
jednoznacznej i natychmiastowej oceny chimeryzmu wérdd jednodniowych
pisklat [Bednarczyk i in., 2000c; Carsience i in., 1993; Petitte i in., 1990;
Thoraval i in., 1994]. W tym celu dobierano odpowiednie genotypy dawcy
i biorcy komorek, roznigce si¢ zestawem genow w jednym locus (II ii),
odpowiedzialnym za ekspresje dominujacej bialej barwy upierzenia. Biorca
komorek najczesciej byly kury rasy White leghorn (dominujaca para genow II),
natomiast dawca komorek rozne rasy kur o ciemnym upierzeniu (recesywna
para genéw ii [Bednarczyk i in., 2000b]. W ten sposob pojawienie si¢ wsrod
wylezonych osobnikéw pisklat o ciemnym upierzeniu wskazuje na
zroznicowanie si¢ egzogennych komorek BCs do melanocytéw biorcow.
W badaniach tych siedem sposérod dziesigciu ocenionych kogutow chimer
charakteryzowat chimeryzm fenotypowy, okre§lony na podstawie ciemnych
plam upierzenia. Nalezy jednak podkresli¢, ze marker ten $wiadczy jedynie
o wbudowaniu si¢ komorek dawcow do melanocytow biorcéw. Naito i in.,
[1995] i Thoraval i in., [1994] uwazaja, ze niektore genotypy sa bardziej
predysponowane do tworzenia chimer niz inne. Jako biorcow wykorzystywano
ptaki charakteryzujace si¢ dominujgcg bialg barwa upierzenia, uwarunkowang
inhibitorem melaniny (II). Najcze$ciej byly nimi zarodki rasy White Leghorn.
Natomiast dawcy to ptaki bedace nosicielami recesywnego genu ii, ktorych
przedstawicielami sg kury takich ras jak: Rhode Island Red, Barred Plymouth
Rock, Minorca, Transylvanian Black, Naked Nek oraz Hungarian Yellow,
zielononozka kuropatwiana. Na zalezno$¢ pomiedzy genotypem dawcy
a procentem otrzymanych chimer kurzych wskazuja takze inni autorzy
[Carsience i in., 1993; Petitte i in., 1993; Ono i in., 1995]. Odpowiedni dobor
dawcow 1 biorcOw ma znacznie nie tylko na efektywnos$¢ w tworzeniu chimer,
wynikajaca z wigkszej predyspozycji danych ras [Naito i in., 1995 i Thoraval
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i in., 1994], ale jest takze czynnikiem pozwalajacym na okre§lenie w prosty
sposob wystapienia chimeryzmu.

W wigkszosci przypadkow chimeryzm identyfikowano w oparciu o jedna
ceche, tj. cze$ciowa lub catkowita zmiang upierzenia biorcy. Natomiast
obserwacje [Etches i in., 1993] wykazaly, ze np. korelacja pomigdzy stopniem
chimeryzacji komorek somatycznych a komodrek pnia nie istnieje lub, jesli
jednak zaistnieje, to jest znikoma. JeSli ta opinia potwierdzitaby sig,
wskazywatoby to, ze identyfikacja chimer jedynie na podstawie barwy
upierzenia nie jest wlasciwa. Tylko chimery plciowe krzyzowane miedzy soba
majg szanse przekaza¢ trwale nastepnym generacjom nowe cechy [Tajima,
2002; Mozdziak i Petitte, 2004], lub znalez¢ zastosowanie w konserwacji
genotypow metoda ex situ [Kino i in., 1997, Bednarczyk i in., 2002]. Eliminacja
wylezonych pisklat pozbawionych barwnego upierzenia jest bezpodstawna.
W podobny sposéb mozna okresli¢ chimeryzm na podstawie szybko$ci
opierzenia si¢ pisklat, koloru nog, rodzaju grzebienia lub barwie skorupy
znoszonych przez odchowane chimery jaj.

Warto podkresli¢, ze postep naukowy, jaki dokonat si¢ w zakresie
znajomo$ci genomu kury [Stawinska i Siwek 2010], pozwolit na rozwoj
zaawansowanych narzgdzi do analiz molekularnych. W badaniach Stawinskiej
i Siwek [2010] wskazano, ze ptaki ktore osiagnety dojrzatos¢ ptciows, poddano
krzyzowaniu wstecznemu, wedlug nastgpujacego schematu: samiec chimera
fenotypowa x samica zielononozka kuropatwiana; samica chimera fenotypowa
X samiec zielonon6zka kuropatwiana. Pojawienie si¢ zielonondzek wsrod
pisklat wylezonych w wyniku tego krzyzowania byto dowodem na chimeryzm
plciowy jednego z rodzicow.

Obecnie, oprocz w/w sposobow identyfikacji chimeryzmu, stosuje si¢
techniki cytologiczne i molekularne. Jedng z nich jest identyfikacja zenskiego
chromosomu w komodrkach kogutéw. Zawierajacy 101 min pz chromosomu
wielko$cig zblizonych do chromosomu czwartego jest znacznie wigkszy od
swego meskiego analoga - chromosomu Z o wielkosci zblizonej do
najmniejszego z makrosomOw (chromosom 8). Te rdéznice pozwalajg na
identyfikacje cytologiczng wspomnianych chromosoméw. Dodatkowo roznice
w zidentyfikowanych, powtarzalnych sekwencjach DNA zlokalizowanych na
obu chromosomach, pozwalaja, dzigki uzyciu molekularnych metod, na
identyfikacje ptci [Ogawa i in., 1998].

W stosunkowo nielicznych pracach oceniono chimeryzm ptakow
w oparciu o roéznice morfologiczne komorek [Le Dourian, 1973] lub
chromosoméw [Simkiss i in., 1996; Trefil i in., 1999; Kagami i in., 2002],
markery uwarunkowane jedna parg alleli lub zwigzane z polimorfizmem DNA
[Thorval i in., 1994; Lakota, 2001; Bednarczyk i in., 2002; Sano i in., 2004].
Zawarta w chromosomie W charakterystyczna, rozproszona sekwencje
powtdrzong EcoRl, liczaca 1211 pz identyfikowano metoda amplifikacji DNA
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w reakcji PCR okres$lonego fragmentu DNA liczacego 447 pz [Simkiss i in.,
1996], na matrycy DNA izolowanego z krwi kogutow chimer,
z wykorzystaniem specyficznych starterow. DNA izolowane z krwi kur
1 kogutow stanowito odpowiednia pozytywna i negatywng grupe kontrolna.

Metoda pozwalajaca wykry¢ pochodzenie tkanki jest analiza swoistych
prazkoéw na zelach agarowych, po wytrawieniu DNA enzymami restrykcyjnymi
[Petitte i in., 1993]. Jest to metoda pozwalajaca na ocen¢ chimeryzmu na
poziomie molekularnym po amplifikacji genomowego DNA
charakterystycznego dla dawcy. Zwigkszenie ilosci pozyskiwanych w celach
badawczych komorek uzyskano dzieki modyfikacji techniki ich wirowania
[Lakota, 2001]. Ponadto, aby zwigkszy¢ efektywnos$¢ wylegu chimer, okre$lono
optymalng objetos¢ wprowadzonej zawiesiny oraz ilo$¢ zawartych w nigj
egzogennych komorek.

Wigkszos¢ cech produkcyjnych zwierzat to cechy kodowane
poligenicznie przez duza liczb¢ gendow addytywnych o niskim efekcie.
W zwiazku z tym identyfikacja podloza genetycznego tych cech najczesciej
obejmuje detekcje regionéw chromosomalnych zwanych loci cech ilosciowych
(ang. QTL - Quantitative Trait Loci). W tym celu wykorzystuje si¢
trojpokoleniowe populacje eksperymentalne, w ktérych analizuje si¢
dziedziczenie markeréw genetycznych 1 rozklad cech fenotypowych
[Stawinska, 2013].

Markery genetyczne sa oparte na hybrydyzacji lub selektywnej
amplifikacji enzymatycznej kwasow nukleinowych. Wybiera si¢ je w celu
wygenerowania wzoréw charakterystycznych dla danego organizmu, takich jak
polimorfizm dtugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP) oraz w celu
uzyskania pojedynczych nukleotydéw (SNP). Aanalizy mikro- i minisatelit,
a takze innych markeréw, oparte sa na zmodyfikowanej reakcji tancuchowej
polimerazy — PCR (RAPD, AFLP, SSR).

Obecnie najcze$ciej stosowane sg mikrosatelitarne sekwencje DNA,
czyli krotkie, grupowo powtarzajace si¢ dwu-, trzy- lub czterokrotnie
nukleotydowe elementy. Wlasciwosci mikrosatelitow decyduja o ich
przydatnosci do mapowania genotypow, sa bowiem tatwo wykrywalne, a ich
wskazanie jest jednoznaczne. Sg jednocze$nie wysoko polimorficzne, bywaja
tez obficie i rtOwnomiernie rozproszone w genotypie.

Konstruujgc specjalne wektory plazmidowe zaktada si¢, ze zostang one
wykorzystane do transkrypcji komorek, dzigki ktorym bedzie mozliwe
umieszczenie genow pod kontrola promotora genu owalbuminy kurzej, ktory,
z zalozenia, odznacza si¢ specyficznoscig tkankowa. Wektor ten wykorzystuje
si¢ po wlgczeniu genow reporterowych (genu lucyferazy i GFP-green
fluorescence protein) do sprawdzania regulatorowych wlasciwosci promotora
genu owalbuminy w badaniach in vitro. Do opisanych wektoréw plazmidowych
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wlaczone zostaly takze geny ludzkiego hormonu wzrostu i interferonu o2a,
ktore beda wykorzystane do tworzenia ptakéw bioreaktoréw, produkujacych
w biatku swoich jaj biatka ludzkie o charakterze leczniczym.

Badania molekularne z wykorzystaniem genotypu Zielononozki
kuropatwianej zostalty rowniez prowadzone na modelu chimer ptasich,
uzyskanych wskutek wprowadzenie komorek blastodermalnych dawcy (Zk) do
zarodka biorcy (Leghorn) [Siwek i in., 2010]. Dzigki wykorzystaniu dwoch
odleglych genetycznie ras kurczat mozliwa byla identyfikacja chimer przy
pomocy markerow mikrosatelitarnych. Chimeryzm byt analizowany
w gonadach, migsniu udowym, watrobie, mig$niu piersiowym oraz sercu. Na
podstawie czestotliwosci wystgpowania alleli charakterystycznych dla danej
rasy, okreslono $redni poziom chimeryzmu na ok. 50%.

Inne podejscie metodyczne zwiazane jest z wykorzystaniem
bioroznorodnosci i poréwnaniem polimorfizmu DNA w grupach kur
[Bednarczyk i in., 1991] skrajnie r6znigcych si¢ pod wzglgdem produkcji jaj.

W badaniach Ashwell i in., [1999] wykorzystano model umozliwiajacy
identyfikacje genow warunkujacych wzrost kur White plymouth rock,
roznigeych si¢ okoto 8-krotnie masa ciata w wyniku selekcji przeciwstawnej
prowadzonej od 41 pokolen. Pozwolito to na identyfikacje metoda PCR na
podstawie polimorfizmu losowo wybranych fragmentow RNA (RAP-PCR)
ponad 50 réznych genow wyrazajacych zroznicowana ekspresje. Geny te
nastepnie izolowano, klonowano i sekwencjonowano.

Detekcja chimeryzmu jest mozliwa juz na poziomie zarodkdéw
w oparciu o identyfikacj¢ cytochemiczng. Chimery powstate po iniekcji BCs
przepiorki do zarodka kury mozna rozpozna¢ na podstawie charakterystycznej
roznicy w wybarwieniu chromatyny jader interfrazowych, a wykorzystuje sie
tutaj metode Feulgena z modyfikacjg Rosenbecka [Le Dourian, 1973].

Siwek i in., [2013] w badaniach przeprowadzili analize pochodzenia,
pokrewienstwa genetycznego oraz struktury genetycznej populacji zielononozki
kuropatwianej. Badania te byly prowadzone na podstawie sekwencji
nukleotydowej DNA mitochondrialnego (petla D) oraz markerow
molekularnych SNP (ang. Single nucleotide polymorphism) zawartych w DNA
genomowym, genotypowanych przy uzyciu cato genowej technologii SNP-chip.

1.1.2.Cel tworzenia chimer ptasich

Glownym celem badan nad chimerami i ptakami transgenicznymi jest
stworzenie zarodka sktadajgcego si¢ z komorek posiadajacych 1 wykazujacych
ekspresj¢ transgenu oraz komoérek zapewniajacych prawidtowy rozwoj zarodka
[Ishii i in., 2004]. Prowadzone badania tworzenia transgenicznych zwierzat
rozwijaja sie w dwoch kierunkach: wydajnej manipulacji jak najwigkszej liczby
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réznych typoéw komorek z zachowaniem ich wysokiej przezywalnosci oraz
modyfikacji okreslonych egzogendéw bez ingerencji w pozostate geny zwierzat
[Han, 2009].

Modyfikujgc genetycznie kurze PGCs, mozemy opracowaé nowe
metody do produkcji ludzkich bialek terapeutycznych [Park i Han, 2012a],
a takze wptyna¢ na efektywnos$¢ produkeji drobiarskie;.

Produkcja chimer ptakdéw z wykorzystaniem dwoch rodzajow komorek
zarodkowych pozwala na prowadzenie badan w kilku waznych dla
biotechnologii aspektach. Po pierwsze, umozliwia analize pochodzenia
komorek w poszczegolnych tkankach [Fraser i in., 1993] oraz badanie systemu
immunologicznego, nerwowego i erytropoezy. Po drugie, pozwala na analizg
wplywu mikrosrodowiska na komorki i ich wzajemnego oddziatywania, a takze
ich migracji w organizmie [Pardanand i in., 1987]. Poza tym praca nad
z zastosowaniem PGC i BCs daje mozliwosci studiow nad wczesnymi
anomaliami rozwojowymi zarodkéw [Sokoét-Misiak i in., 1995] oraz nad tym,
jak wptywa na genotypy przechowywanie ich metoda kriokonserwacji [Naito
iin., 1992].

Dzicki eksperymentom z wykorzystaniem dwoch typow komorek
rozrodczych wzrasta wiedza na temat samego mechanizmu transformacji
genetycznej [Simkiss, 1991; Naito i in., 1994a]. Istotne jest takze to, iz metoda
przyczynia si¢ do produkcji aktywnych biologicznie peptydow i biatek
(zwierzeta transgeniczne jako zywe bioreaktory).

Powodem, dla ktorego ptaki stala si¢ obiecktem badan
biotechnologicznych, jest swobodny dostep do zarodkow oraz tatwosc
przeprowadzenia na nich zabiegébw mikrochirurgicznych [Ishii i in. 2004].
W badaniach transgenicznych drob jest pozadanym materiatem badawczym do
produkcji bioterapeutykéw [Rashidi i Sottile, 2009]. Te skomplikowane
w produkcji i w efekcie kosztowne leki sg podstawa wielu terapii m.in.
w leczeniu chor6b nowotworowych stwardnienia rozsianego, wirusowego
zapalenia watroby typu C, chorob autoimmunologicznych oraz wielu innych.

Oprocz ptakéw wykorzystanych do produkcji bioterapeutykow stosuje
sie W tych procesach takze ssaki, np.: krowy, owce, kozy, a nawet kroliki [Sang,
2003]. W pordéwnaniu do transgenicznych ssakow, ptasie bioreaktory posiadaja
takie zalety jak krotki cykl rozrodczy, maty odstgp migdzy pokoleniami, duza
wydajno$¢ nie$ng i tatwy do prowadzenia odchow [Li i Lu, 2010]. Ponadto
istotna jest obecno$¢ inhibitorow proteazy w jaju [Rapp i in., 2003], wzor
glikozylacji protein zblizonych do ludzkiego oraz mozliwo$¢ wytwarzania
w jajowodzie i deponowaniu w jaju toksycznych dla ssakow biatek [Lillico i in.,
2007]. Rowniez pozycja filogenetyczna i zawarta struktura genomu kurczat
sprawiaja, iz ptaki sa fatwiejszym obiektem badan niz ssaki [Han, 2009]. Zalety
te sprawiaja, ze koszty wytwarzania bioterapeutyku w jaju sg znacznie mniejsze
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od tego produkowanego w gruczole mlecznym. Wysoka zawarto$¢ albumin
W jaju sprawia, ze ilo§¢ wygenerowanego biatka terapeutycznego moze siggaé
nawet kilkuset miligramow [lvarie, 2006]. Dzieki zastosowaniu bioreaktorOw
kurzych otrzymano m. in. ludzka erytropoetyne [Koo i in., 2010], interferon alfa
2b [Rapp i in., 2003], interferon beta la [Lillico i in., 2007], przeciwciata
monokloalne [Kamihira i in., 2005], a takze czynnik stymulujacy tworzenie
kolonii granulocytow (ang. G-CSF)[Kwon i in., 2008], parathormon [Lee i in.,
2007], itd.

Manipulacje genetyczne u ptakow moga by¢ wykorzystane w celu
zwigkszenia ilo$ci i poprawy jakosci produktow drobiarskich, takich jak migso
i jaja. Ingerencje genetyczne w szlaki biosyntezy doprowadzi¢ moga do zmian
w wykorzystaniu paszy, tempie wzrostu, w sktadzie i masie ciata [Cyriac i in.,
2012]. Na przyktad wywotanie wzmozonej ekspresji czynnikow wzrostowych
skutkowaé bedzie szybszym tempem wzrostu ptakow. Z kolei ograniczenie
ekspresji miostatyny moze doprowadzi¢ do wzmozonego wzrostu mig¢sni przy
spadku zawartosci tluszczu oraz wplyna¢ na lepsza jako$¢ migsa [Sang, 2003].
Waznym celem w pracach nad produkcja chimer jest okreslenie przezywalno$ci
manipulowanych zarodkéw. Pozwolitloby to na precyzyjne przeprowadzenie
zabiegow laboratoryjnych, co z kolei zwigkszytoby efektywnos$¢ dziatan, przy
jednoczesnym zmniejszeniu kosztéw. Dotychczas nie okreslono doktadnie
czynnikow zakldcajacych ich rozwdj. Przyjmuje si¢ jednak, wedlug obecnego
stanu wiedzy, ze najpowazniejszym jest wykonanie otworu manipulacyjnego
w skorupie [Petitte i in., 1990], co z jednej strony naraza na kontakt tres¢ jaja ze
srodowiskiem zewnetrznym, a z drugiej strony moze prowadzi¢ do zaburzenia
w wymianie wodnej i gazowej. Jaja do manipulacji przechowuje si¢ przez kilka
dni w temperaturze zera fizjologicznego, zeby nie doszto do rozwoju zarodka,
a jednoczesnie, aby tarczka zarodkowa umiejscowita si¢ tuz pod komora
powietrzng. Okreslenie miejsca wystegpowania komory i wykonanie nad nig
otworu manipulacyjnego pozwala na jak najmniejsza ingerencje w jajo igly
manipulacyjnej [Varkonyi i in., 1997; Lakota, 2001].

Obecnie po tego typu zabiegach uzyskuje si¢ ok. 40% wylag pisklat
[Bednarczyk i in., 2000b; Speksnijder i Ivarie, 2000, Lakota, 2001]. Tak
znaczny procentu wylegu, w porownaniu z kilkunastoprocentowymi wynikami
uzyskiwanymi we wczesnych pracach [Petitte i in., 1990; Naito i in., 1991;
Thoraval i in., 1994; Ono i in., 1995; Reedy i in., 1995; Maeda i in., 1997;
Varkonyi i in., 1997; Pokorny, 1999; Soh i in., 2002] byt mozliwy dzigki
doborze odpowiedniego genotypu dawcy komorek, zastosowaniu techniki
wykonywania otworu manipulacyjnego w tepym koncu jaja oraz ustaleniu
warunkow izolacji i iniekcji komorek zarodkowych.

Modyfikacje genetyczne moga takze znalezé zastosowanie
w ograniczeniu negatywnego wplywu produkcji drobiarskiej na stan
srodowiska. Transgeniczne dodanie fitazy do puli enzymow trawiennych kur

17



moze rozwigza¢ problem zanieczyszczenia S$rodowiska fosforem, dzigki
przyczynienia si¢ do rozktadu tego pierwiastka w organizmie zwierzecia [Sang,
2003].

1.1.3.Sposoby wytwarzania chimer ptakow

Jednym z pierwszych badaczy, ktory zwrdcit uwage na PGCs, byt
Waldeyer. W roku 1870 roku wskazat on na ich role w réznicowaniu pfci.
Komorki macierzyste PGCs zlokalizowane sa w obrgbie pola jasnego tarczki
zarodkowej w dziesigtym stadium rozwoju zarodkowego i przechodzg do
hypoblastu pomiedzy jedenastym a trzynastym stadium [Urven i in., 1988].
PGCs zostaly zaobserwowane w blastomerze w dziesiatym stadium rozwoju,
w czasie owulacji przed inkubacjg [Ginnsburg i in., 1986]. Zarodek w stadium
smugi pierwotnej (czwarte stadium wg Hamburgera Hamiltona) zawiera PGCs
na powierzchni potksiezyca plciowego, tzw. germinal crescent [Eyal-Giladi
i in., 1981]. Komorki sg tam rownomiernie rozrzucone w szczytowych partiach
zarodka. Okoto dwunastego stadium, gdy rozpoczyna si¢ praca serca, wraz ze
strumieniem krazacej krwi, nastepuje przeniesienie PGCs do sieci naczyn.
W dwunastym stadium pewna ilo$¢ komoérek opuszcza aorte, penetrujac jej
sciany 1 migrujagc do gonad. Zjawisko to sugeruje zdolno$¢ PGCs do
niezaleznego ruchu [Wentworth i in.,, 1989]. Pomiedzy pictnastym
i trzydziestym stadium rozwoju zarodkowego cze$s¢ komodrek pozostaje
w gonadach, a pozostale kraza w sieci naczyn krwiono$nych. Po tym czasie
znaczaca ich ilo§¢ pozostaje w gonadach az do momentu rozpoczgcia
spermatogenezy i oogenezy [Kagami i in., 1995].

Innym sposobem otrzymania pierwotnych komoérek piciowych jest ich
uzyskanie z serca lub naczyn krwiono$nych migdzy jedenastym a szesnastym
stadium rozwoju [Yasuda i in., 1992; Tajima i in., 1993; Naito i in., 1994b; Ono
i in., 1998]. Jest takze mozliwo$¢ izolowania PGCs bezposrednio z gonad
zarodkow, pisklat, a nawet osobnikow dorostych [Han i in., 2002].

Wigkszos¢ badaczy wskazuje na wplyw obecnosci biatek
powierzchniowych na lokalizacj¢ PGCs. Czynniki chemotaksyczne komorek na
krawedzi zarodka oddziatuja z glikozoaminoglikanami, co rezultacie powoduje
koncentracje PGCs w gonadach [Wentworth i in., 1989]. Identyfikacja PGCs
kurzych jest mozliwa na podstawie obecnosci w cytoplazmie do trzydziestego
stadium rozwoju ziarenek glikogenu, wybarwiajacych si¢ w reakcji Schiffa
(metoda PAS) na kolor karmazynowy [Yasuda i in., 1992]. W przypadku
przepidrek nie mozna ich wykry¢ za pomoca tej reakcji [Pardanaud i in., 1987.
Wielkos¢ komoérek okresla si¢ na 12 - 18 ym z duzym (9 um), dosrodkowo
usytuowanym jadrem. Analizy za pomocg mikroskopu elektronowego
pozwolily zaobserwowaé¢ na powierzchni PGCs system filopodialny,
a w cytoplazmie - retikulum endoplazmatyczne i aparat Golgiego.
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Izolacje PGCs mozna prowadzi¢ ze smugi pierwotnej pomigdzy pigtym
a dziesigtym stadium, zanim rozpocznie si¢ ich migracja [Wentworth i in.,
1989], nastgpnie miedzy jedenastym a szesnastym stadium rozwoju,
bezposrednio z serca lub naczyn krwioobiegu [Yasuda i in., 1992; Tajima i in.,
1993; Naito i in., 1994b; Ono i in., 1998]. W przypadku izolacji ze smugi
pierwotnej mamy do czynienia z wigkszg koncentracja PGCs (150-250), lecz
ich oczyszczenie z resztek epiblastu, hypoblastu i zottka jest bardzo utrudnione
[Vicki in., 1993].

Mikroiniekcji PGCs dokonuje si¢ bezposrednio do naczyn
krwiono$nych zarodka biorcy wraz z pecherzykiem powietrza zapobiegajacym
krwotokowi [Naito i in., 1995]. W kazdym przypadku wprowadzenia PGCs do
krwiobiegu zarodkéw biorcow dokonuje si¢ pomiedzy 48 a 72 godzing
inkubacji, zaktadajac, ze beda one wbudowane do gonad, co w konsekwencji
pozwoli uzyska¢ zmodyfikowane osobniki z obcymi komodrkami plciowymi,
zdeterminowanymi do wytworzenia linii ptciowej. Ilos¢ PGCs iniekowanych do
naczyn krwiono$nych biorcow waha si¢ od 100 do 1000 [Tajima i in., 1993,
Naito i in., 1994b; Ono i in., 1995; 1998]. W celu podwyzszania wydajno$ci
w otrzymywaniu chimer ptciowych po transferze PGCs, stosowano sterylizacje
zarodka biorcy za pomocg promieni UV i bisulfanu jako $rodka chemicznego
hamujacego rozwoj PGCs [Wentworth i in., 1989; Vick i in., 1993; Bresler i in.,
1994]. Vick i in., [1993] podaje, ze po zastosowaniu S50um bisulfanu do
sterylizacji zarodkoéw biorcéw i poddanie ich iniekcji PGCs, procent wylegu
waha si¢ od 25 do 50%. Jednoczes$nie od prawie potowy otrzymanych ptakdéw
uzyskano potomstwo manifestujace cechy dawcy.

Wykorzystanie komorek blastodermalnych (BCs) do otrzymania chimer
nie jest technikg tak skomplikowana, jak procedura postuzenia si¢ PGCs.
Potraktowanie BCs jako ,narzedzia” do tworzenia chimer moze by¢ metoda
z wyboru. BCs w dziesigtym stadium rozwoju zarodkowego wg Eyal-Giladi
i Kochav [1976] ulokowane sg w epiblascie zarodka [Etches i in., 1997; Kagami
i in., 1995].

Dzigki wprowadzeniu do jamy podzarodkowej blastodermy biorcy
totipotentnych komoérek BCs dawcy, chimeryzm moze dotyczyé zardéwno
tkanek somatycznych, jak i gonad [Fraser i in., 1993; Etches i in., 1997].
Zastosowanie obu typoéw komérek do tworzenia chimer wymaga wykonania
otworu manipulacyjnego w skorupie jaja, przez ktory komorki wprowadza si¢
do zarodka biorcy.

Czynnikiem, ktory decyduje o ilosci otrzymywanych chimer oraz
wplywa na liczbe iniekowanych komorek, jest objeto$¢ ich zawiesiny [Naito
i in.,, 1994b]. W badaniach Petitte i in., [1990]; Watanable i in., [1992];
Carsience i in., [1993]; Thoraval i in., [1994]; Maeda i in., [1997], obj¢tos¢
iniekowanej zawiesiny komorek wynosita 1,0 - 2,0 pl.
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Wspolczesnie stosuje si¢ rdézne sposoby, ktoére pozwalaja na
wyhodowanie ptasich chimer. Pierwszy z nich polega na wprowadzeniu
blastodermy jednego zarodka rozproszonych komérki blastodermalne (BCs)
pochodzacych od drugiego zarodka. Komorki BCs wbudowujg si¢ samoistnie
do réznych tkanek.

W innej metodzie do zarodka wprowadza si¢ pierwotne komorki
ptciowe (PGCs), wyizolowane z innego zarodka. Stajg si¢ one prekursorami
komorek piciowych. Powstaje osobnik-chimera o fenotypie biorcy, a produkuje
plemniki lub jaja zawierajagce cech dawcy, tzn. produkuje zupehie inne
komorki niz on i jego potomstwo. Ptaki takie noszg nazwe ptakow piciowych.

Kolejny sposéb polega na wprowadzeniu do uktadu krwiono$nego
jednego zarodka (w 2 - 3 dniu inkubacji) PGCs wyizolowane z uktadu
krwiono$nego innego zarodka.

Wybor metody za pomoca ktorej chcemy uzyska¢ chimerg, zalezy od
przeznaczenia na ptaki transgeniczne (zywe bioreaktory) albo w celu tworzenia
rezerw genetycznych metodami biotechnologii.

Komorki  blastodermalne wykorzystywane do manipulacji w celu
tworzenia chimer charakteryzuja si¢ okreslonymi wtasciwosciami:

e jajo kurze zostaje zaplodnione w momencie zniesienia, a wigc
najpozniej po uplywie okoto 24 godzin; w tym stadium jest to
zarodek liczacy kilkadziesiat tysigcy Bcs,

e komorki te tworzg tarczke zarodkowg (blastoderma) oddzielng
od masy zoéltkowej w czesci centralnej jama pod zarodkowa,
dzieki czemu blastula moze by¢ tatwo izolowana przy uzyciu
krazka z bibuly z otaczajacego ja z6ttka,

o komorki tworzace tarczke zarodkowa mogg zostaé rozproszone
w 0,25% roztworze trypsyny lub mechanicznie przez
kilkukrotne pipetowanie; po tych zabiegach sa zdolne do
dalszego rozwoju.

e komorki blastodermalne zachowujg wilasciwosci totipotentne,
czyli w momencie zniesienia jaj ich funkcje nie zostaly jeszcze
w peli zréznicowane; jednocze$nie wsrod komorek
izolowanych z tarczki zarodkowej znajduja si¢ niezroznicowane
morfologicznie PGCs (lub ich prekursory),

e komorki blastodermalne charakteryzuje znaczna przezywalnosc¢
dzigki przetrzymania ich in vitro (w temp. 10 - 15°C co
najmniej tydzien) lub po zamrozeniu w ciektym azocie.

Do BCs mozliwe jest wprowadzenie komorek w warunkach in vitro
w wyniku lipofekcji. Metoda ta oparta jest na no$nikach niewirusowych oraz na
lipidach kationowych, spontanicznie tworzacych kompleks (lipopleksy)
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z ujemnie natadowanymi kwasami nukleinowymi. Moze by¢ rowniez
wykorzystana elektroporacja - nowoczesna metoda wspomagajaca przenikanie
makroczasteczek z przestrzeni miedzykomorkowej do wnetrza komorki.
Technika ta wykorzystuje tworzenie si¢ kanatow w blonach komérkowych pod
wplywem pola elektromagnetycznego egzogennego DNA, ktore nastgpnie ulega
w nich rekombinacji i ekspresji.

Skomplikowang czynno$cig jest iniekcja, ktorej dokonuje si¢ przez
niewielki otwdér w skorupie biorcy. Czynno$¢ polega na prowadzeniu
mikroskopijnej kropli zawiesiny, gdzie znajduje si¢ od 100 do 1000
blastodermalnych komorek dawcy. Aby tego dokonaé, nalezy posiadac
precyzyjne narzedzia tj. mikromanipulator, stereomikroskop, mikropipety oraz
urzadzenia do ich ostrzenia i wyginania pod odpowiednim katem. Po zabiegu
otwor zalepia si¢ plastrem.

Transfer genu za posrednictwem wiruséw (wektory retro
i lentiwirusowe) to najbardziej wydajna metoda, ktéra wykorzystuje naturalne
zdolno$ci wirusa do laczenia wlasnego materialu genetycznego z DNA
gospodarza. Do najkorzystniejszych technik produkcji transgenicznych kur
nalezy transfer egzogendow za pomoca wirusow [Mozdziak i Petitte, 2004;
Nishijima i Lijima, 2013]. Wykazano, iz sto procent wyklutych pisklat
poddanych transfekcji ta metoda wykazalo obecno$¢ 1 ekspresje
introdukowanego genu [Koo i in., 2004; Koo i in., 2006; Lee i in., 2007; Kwon
i in., 2008].

Mikroiniekcja DNA, czyli wprowadzenie obcego DNA do przedjadrza
$wiezo zaptodnionego jaja, ma znikome zastosowanie ze wzgledu na
dhugotrwatos¢ zabiegu i jego niska wydajnos¢.

Transfer genu za  posrednictwem  macierzystych  komorek
embrionalnych, pierwotnych komorek ptciowych i komorek blastodermalnych
wymaga uprzedniego pozyskania komorek ESCs, PGCs oraz Bcs. Komdrki te
sg utrzymywane w zabezpieczajacych je przed réznicowaniem si¢ warunkach.
Nastepnie ma miejsce wprowadzenie egzogenu przez lipofekcje, elektroporacje
lub nukleofekcje, a zmodyfikowane komodrki wymagaja powtdrnego
wprowadzenia do zarodka. Uwaza sie, iz najbezpieczniejsza, skuteczng
i najbardziej obiecujaca metoda jest uzyskanie kurczat transgenicznych poprzez
transfer do zarodkéw biorcéw PGCs genetycznie modyfikowanych za pomoca
elektroporacji lub lipofekcji. Duzg zaleta PGCs jest to, iz mogg one by¢
hodowane i modyfikowane w warunkach in vitro [Kuwana i in., 1996].
Integracje i ekspresje transgenu mozna skontrolowa¢ przed wprowadzeniem do
genomu zarodka biorcy [Mozdziak i Petitte, 2004].

Transfer jadrowy, czyli transfer jadra do enukleowanej komorki, ma
niewielka wydajno$¢ i znaczne ograniczenie metody w przypadku drobiu, ze
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wzgledu na obecnos$¢ zottka i utrudnionego dostepu do jednokomoérkowego
zarodka.

Wykorzystanie sztucznych chromosoméw pozwala na przenoszenie
bardzo duzych fragmentow materialu genetycznego, ale ma niewielkie
zastosowanie przy tworzeniu transgenicznych kurczat.

Transfer genu za posrednictwem jader (egzogenne DNA wraz
z lipofektantem) polega na iniekowanu go bezposrednio do jader, gdzie taczy
si¢ on z DNA. Powstale w ten sposob plemniki sg nastgpnie wykorzystywane
do sztucznej inseminacji. Metoda ma niewielkg efektywno$¢ w wytwarzaniu
transgenicznych kurczat.

W transferze genu za posrednictwem nasienia wykorzystuje si¢ jego
zdolno$ci do wigzania i internalizowania obcego DNA oraz do przenoszenia go
do oocytu podczas sztucznego zaptodnienia. Plemniki poddawane sg transfekcji
metodg elektroporacji, lipofekcji oraz REMI.

Pierwotne komorki plciowe sg wykorzystane przy tworzeniu
transgenicznych  ptakéw. Ich  modyfikacja  genetyczna  przebiega
z wykorzystaniem wiruséw [Shin i in., 2008; Kim i in., 2010; Motono i in.,
20107 i przy pomocy technik niewirusowych [Naito i in., 1998; Van de Lavoir
i in., 2006; Macdonald i in, 2012; Parki i Han, 2012a; Glover i in., 2013; Tyack
i in., 2013; Jordan i in., 2014; Chojnacka-Puchta i in., 2015].

Sterylizacja jaj, ktore zostang wykorzystane do produkcji chimer,
przebiega w okreslonych warunkach. Jaja wykorzystane do badania podzielono
na dwie grupy i utrzymywano w temperaturze pokojowej przez 2 - 3 dni w celu
ustabilizowania si¢ pozycji tarczki zarodkowej. W takich warunkach
znajdowaly si¢ do chwili rozpoczecia eksperymentu. Nastepnie jaja 0sadzono
w odpowiedniej pozycji. Dla grupy |, gdzie cytostatyk iniekowany do jamy
podzarodkowej — tepym koncem do gory. Dla grupy II, w ktorej cytostatyk
podawano do kuli zéttkowej — w pozycji horyzontalnej. Odpowiednie utozenie
mialo na celu przemieszczanie si¢ i ustabilizowanie tarczki zarodkowej. Po
uplywie okre§lonego czasu jaja oczyszczono i zdezynfekowano. Pierwsza grupe
nawiercano w tepym koncu w celu uwidocznienia tarczki zarodkowej. Druga
grupe jaj naktuto przy pomocy igty (0,9 x 40 mm).

Do kolejnego etapu badania przygotowano rozcienczalnika treosulfanu
— §rodka niezbednego do przeprowadzenia dalszej czgsci zabiegu. Treosulfan
rozpuszczono w 10 ml roztworu Aqua pro injectione, tworzac substancje
o stezeniu 100 mg / ml. Potem substancje te rozcienczono 50, 100, 200 i 400
razy w oleju sezamowym, tworzac w ten sposob emulsje. Uzyskano 4 grupy
rozcienczen, w ktorych stezenie treosulfanu wynosito odpowiednio: 2, 1, 0,5
i 0,25 mg / ml. W grupie kontrolnej zastosowano Aqua pro injectione 100-
krotne rozcienczony olejem sezamowym. Wysterylizowane jaja poddano
inkubacji przez 6 dni w temperaturze 37,8C i przy wilgotnosci 62 - 65%.
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W trzecim dni wykonano kontrole zarodkow, w wyniku ktorej
odrzucono zamarte zarodki, w celu zabezpieczenia pozostatych zarodkow przed
kontaminacjg. Inkubacj¢ kontynuowano do 6 doby rozwoju zarodka.

Badaniach Petitte i in., [1990] wykazaly przydatnos¢ komorek
blastodermalnych do produkcji chimer ptciowych. Chimeryzm plciowy moze
by¢ takze wykorzystywany do odtwarzania populacji ptakow i w celu
zachowania bior6znorodnosci [Kino i in., 1997].

Opracowanie efektywnej metody produkcji ptciowych chimer kury oraz
opracowanie niezawodnych metod ich identyfikacji, pozwolito na uzyskanie
licznej, unikalnej populacji tych ptakéw, mogacych stanowi¢ podstawe rozwoju
réznorodnych, czgsto potencjalnych do tej pory kierunkow badawczych.
Ciekawe wydaja si¢ zwlaszcza interakcje pomigdzy komoérkami o réznym
genotypie oraz ich wplyw na wskazniki fizjologiczne i cechy uzytkowe ptakow.
Niezmiernie interesujaca jest rola 1 oddziatywanie zenskich (nosicieli
chromosomu W) i meskich (nosicieli chromosomu Z) pierwotnych komdrek
ptciowych, identyfikowanych w gametach ptakoéw chimer — niezaleznie od ich
ptci [Kagami i in., 1997; Naito i in., 2000].

1.1.4. Wplyw chimeryzmu na cechy reprodukcyjne ptakow

Pte¢ meska jest homozygotyczna, warunkowana przez dwa takie same
chromosomy ZZ, pteé¢ zenska jest natomiast heterozygotyczna, czyli
warunkowana przez dwa rozne chromosomy ZW. Chimery powstaly w wyniku
iniekcji do zarodka biorcy (o okreslonej plci: ZZ lub ZW) komorek
blastodermalnych, pochodzacych od okoto 20 losowo dobranych zarodkow
dawcoéw. Jest wigc oczywiste, ze inieckowano komorki obu genotypow
ptciowych (ZZ i ZW). W wypadku biorcy — samicy trudno jest stwierdzi¢, bez
uzycia specjalnych metod znakowania komorek, ktéore z chromosoméw sa
pochodzenia endodermalnego lub egzogennego. Odmienna sytuacja ma
natomiast miejsce w odniesieniu do biorcy-samca, poniewaz jest bezsporne, ze
w kazdym przypadku chromosom W jest wylacznie pochodzenia egzogennego
Modyfikujac genetycznie kurze PGCs, mozemy wplyna¢ na efektywnosé
produkcji drobiarskiej albo wskaza¢ narzedzia do produkcji ludzkich biatek
terapeutycznych [Park i Han, 2012a].

Interesujace sa zwlaszcza interakcje pomigdzy komoérkami o réznym
genotypie i ich wpltyw na cechy uzytkowe ptakow. Podobnie wyglada kwestia
z rolg 1 oddzialywaniem zenskich (nosicieli chromosomu W) i mgskich
(nosicieli chromosomu Z) PGCs identyfikowanych w gonadach ptakéw chimer,
niezaleznie od ptci [Kagami i in., 1997]. Ma to szczegllne znaczenie
w kontekécie prowadzonych w kraju [Bednarczyk i in., 2000c] badan nad
tworzeniem ptakow bioreaktorow o zmodyfikowanym sktadzie biatka jaja,
umozliwiajacym produkcje cennych, ludzkich biatek leczniczych.

23



Tylko chimery piciowe krzyzowane miedzy soba majg szanse
przekaza¢ trwale nastgpnym generacjom nowe cechy [Tajima, 2002; Mozdziak
i Petitte, 2004] lub znalez¢ zastosowanie w konserwacji genotypow metoda ex
situ [Kino i in., 1997; Bednarczyk i in., 2002].

Wsrod innych elementéw charakteryzujacych cechy reprodukcyjne
chimer znaleziono informacje dotyczace bezplodnosci niektdrych z nich
[Thoraval i in., 1994; Bednarczyk i in., 2002] oraz obecno$¢ plemnikéw
nosicieli zenskiego chromosomu W zawartego w nasieniu kogutéw-chimer
ptciowych [Simkiss i in., 1996; Trefil i in., 2000; Lakota, 2001], a takze
,maskulinizacj¢” kur chimer [Tagami i in., 1997] lub nadprodukcj¢ kurek przez
chimery ptciowe [Trefil i in., 2000].

Z biologicznego punktu widzenia interesujaca jest natomiast mozliwos¢
interakcji pomiedzy rdéznymi genotypami komoérek dawcoéw 1 biorcow
w organizmie chimery. Tym bardziej, ze udowodniono mozliwos¢
réznicowania si¢ PGCs w gonadach biorcow [Kagami i in., 1997] nawet
odmiennej pici i produkcje funkcjonalnych gamet ta droga. Opracowanie
efektywnej, powtarzalnej metody produkcji genotypowych i ptciowych chimer
kur [Bednarczyk i in., 2000b] oraz opracowanie niezawodnych metod ich
identyfikacji [Bednarczyk i in., 2002] pozwolito na uzyskanie licznej grupy
tych ptakow mogacych stanowi¢ podstawe rozwoju réznorodnych, dotad nie
stosowanych na szersza skalg¢ technik, np. sterowanie wyksztalcania si¢ plci
u ptakow.

W badaniach [Czekalski i Bednarczyk, 2006] stwierdza sie, ze u dwoch
kogutéw wykazano obecno$¢ zefiskiego chromosomu W we krwi, mozna wigc
przypuszczaé, ze czg$¢ zaburzen funkcji ptciowych i produkcji gamet moze
mie¢ zwiagzek z proliferacja i integracja komorek dawcow o zenskim genotypie
(W2Z) w organizmie kogutdw - biorcow komorek. Z drugiej strony interesujace
jest, ze wsrod siedmiu kogutow chimer zdolnych do produkcji nasienia
zidentyfikowano trzy osobniki o bardzo wysokiej liczbie plemnikéw, przy czym
dwa mialy najwicksza liczbe plemnikow w poréwnaniu z pozostatymi
badanymi. Stwierdzona nadprodukcja plemnikoéw w nasieniu chimer moze by¢
efektem wzajemnej i1 korzystnej interakcji dawcy oraz biorcy o meskim
genotypie (ZZ).
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2. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie wpltyw chimeryzmu
plciowego PGCs izolowanych z gonad zarodkéw dawcow i wprowadzonych do
zarodkow pehigcych funkcje biorcow na wybrane cechy reprodukcyjne
ptakow.

2.1 Hipoteza

Przyjeta przeze mnie hipoteza badawcza zaktada, ze chimeryzm
ptciowy, wywolany iniekcja egzogennych pierwotnych komoérek ptciowych,
wplywa na wybrane cechy reprodukcyjne ptakow.
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3. MATERIALY | METODY

3.1. Material dosSwiadczalny

Materiat badawczy stanowity kury i koguty chimery, ktoére powstaly po
iniekcji pierwotnych komorek ptciowych z gonad zielonondzki kuropatwianej
(Zn) od 6 dniowych zarodkéw do 3,5 dniowych zarodkéw White Leghorn (WI).
Kury chimery stanowily 14 osobnikow (Zielonondzka kuropatwiana/White
Leghorn) i 7 osobnikéw kontrolnych (White Leghorn), a kogutow chimer byto
19 (Zielonondzka kuropatwiana/White Leghorn) i 11 osobnikow kontrolnych
(White Leghorn).

3.2. Inkubacja jaj

Jaja dawcow komodrek PGCs (Zielononozka kuropatwiana) inkubowano
przez 6 dni, a jaja biorcéw (White leghorn) przez 3,5 dnia w temperaturze
37,8°C 1 przy wilgotnosci 62 - 65%. Po osiggnieciu przez zarodki
odpowiedniego stadium rozwoju 28 - 29 wg H&H (dawcy) oraz 15 - 19 H&H
(biorcy) przeznaczono je, odpowiednio do izolacji lub iniekcji PGCs.

3.2.1. lzolacja PGCs z gonad 6-dniowych zarodkéw dawcéw

Gonady pozyskane w sterylnych warunkach od 6 - dniowych zarodkéw
kurzych wyizolowano ze $rodnercza przy pomocy mikronarzedzi (iglty 0,3 x
8mm, nozyczki) w polu obserwacji mikroskopu stereoskopowego. Nastepnie
oddzielono gonady i umieszczono je w probdwce w 100 pl roztworu PBS (ang.
Phosphate Buffered Saline) sél fizjologiczna buforowana fosforanem
pozbawionego jondéw Ca’+ i Mg 2+ okreslanym dalej jako PBS[-]
z antybiotykiem Pen-Strep 100:1 (ang. Penicillin Streptomycin). Kolejne
procedury odbywaty si¢ w komorze z laminarnym przeptywem powietrza, gdzie
materiat biologiczny byl utrzymywany na bloku grzewczym w temperaturze
37,8°C. W celu uwolnienia PGCs gonady zostaly nadtrawione przez 1 minute
0,25% roztworem trypsyny-EDTA (37°C), tak jak mialo to miejsce we
wczesniejszym etapie. Trawienie zatrzymano poprzez dodanie 10% FBS,
a roztwor trypsyny-EDTA usunigto przez odwirowanie (2500 rpm; 5 min).
Komérki inkubowano przez kolejng godzing w objetosci 0,5 ml PBS[-],
w 37,8°C i 5% nasyceniu COx.

3.2.2. Iniekcja PGCs do 3,5- dniowych zarodkéw biorcéw

Zdezynfekowane jaja pochodzace od 3,5 - dniowych biorcow White
Leghorn (WI) nawiercono w tepym koncu (2 otworu — 1 cm) przy uzyciu
turbiny protetycznej z tarczg diamentowg. Otwor wykonano w tepym koncu jaja
po wczesniejszym swietleniu 1 zlokalizowaniu komory powietrznej. Jaja ze
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zlokalizowang komorg powietrzng w innym miejscu niz tepy koniec byty
eliminowane, Komorki PGCs zwirowano (2500 rpm; 5 min) i zawieszono
w 100 pl $wiezego medium OPTI-MEM® I. Do zawiesiny dodano 10 ul FBS
i 2 pl antybiotyku Pen-Strep. Przy pomocy zestawu do mikromanipulacji
wprowadzono 1 - 2 ul zawiesiny zawierajgca ok. 1200 komorek do krwiobiegu
zarodkow (aorta grzbietowa). Otwor iniekcyjny zaklejono parafilmem i jaja
inkubowano w temperaturze 37,8°C i 62 - 65% wilgotnosci do wylgegu chimer.

3.3. Legi

Legi prowadzono w Katedrze Biotechnologii i Genetyki Zwierzat
w Bydgoszczy w aparatach typu BIOS, w temperaturze 38°C i wilgotnosci
wzglednej 50%, przy wytaczonym mechanizmie przechylu, aby zapobiec
wylewaniu si¢ treéci jaj. Liczba jaj nalozonych oraz wyniki wylegu podano
w tabeli 1.

3.4. Wychow ptakéw

Do wychowu pozostawiono piskleta wylacznie zdrowe, prawidtowo
rozwinigte, charakteryzujace si¢ gestym puchem, blyszczacymi oczami, duza
ruchliwo$cig. Pielegnowanie kurczat w czasie wychowu polegato na stalym
kontrolowaniu oraz zagwarantowaniu odpowiedniej temperatury, wilgotnosci
i stanu S$ciotki w wychowalni, utrzymaniu w stanie czystym calego
wyposazenia, dostarczeniu $wiezej paszy i wody Oraz zapewnieniu ptakom
spokoju 1 delikatnej obslugi. Ponadto kurczg¢ta codziennie obserwowano,
zwracano uwage na ich stan zdrowia oraz prowadzac dorazne brakowanie sztuk
chorych i gorzej wyrosnietych.

Ptaki oznaczono numerami skrzydlowymi i wychowywano oraz
utrzymywano w identycznych warunkach $rodowiskowych w tym samym
kurniku do§wiadczalnym Zaktadu Hodowli Drobiu we Wroctawiu.

Wylezone pisklgta wychowywano do osiagniecia dojrzatosci piciowej
(na glebokiej Scidtce o grubosci warstwy 5 - 10cm i dlugosci sieczki ze stomy
8-12 cm). Przed umieszczeniem pisklat w wychowalni pomieszczenie ogrzano
do temperatury pokojowej / 32 - 28°C / (w 2 tyg. 28 - 26, 3 tyg 26 - 24, 4 tyg.
24 - 22,5 tyg. 22 - 20,6 tyg. 20 - 18.) Wilgotnos¢ wzgledna dla drobiu wynosita
60-70%. Intensywna przemiana materii cechujaca miode ptaki wymaga
dostarczenia znacznych ilo$ci $wiezego powietrza. W zwigzku z tym urzadzenia
wentylacyjne nawiewne 1 wywiewne zapewniaty w przeliczeniu na 1 kg masy
ciata ptaka w ciaggu 1 godziny wymiane powietrza w ilosci 1,8 - 3,6 m® w zimie
oraz 4,5 - 8,0 m® w lecie. Ruch powietrza w pomieszczeniach byl stosunkowo
wolny, poniewaz szybkos¢ jego przeptywu powyzej 0,6 m / sek. w lecie oraz
0,3 m / sek. w zimie odczuwalny jest przez ptaki jako przeciag. Powietrze
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w wchowalni musi by¢ §wieze, dlatego tez zawartos¢ CO2 nie przekraczata 0,2 -
0,3%, NHs - 0,0026% i HS - 0,001%.

Swiatlo wplywa korzystnie na wzrost i rozwoj ptakow dzieki swoim
wilasciwo$ciom pobudzenia czynnosci wydzielniczych przysadki mdzgowej,
przy czym rol¢ t¢ spetnia zardwno $wiatlo naturalnej tj. dzienne i o$wietlenie
sztuczne. Ptaki wychowywane byly w tradycyjnych pomieszczeniach z oknami,
gdzie bylo stosowane o$wietlenie naturalne, a stosunek powierzchni okien
/szyb/ do powierzchni podlogi wynosit w wychowalni pisklat 1:6 - 8, za$
w wychowalni mlodziezy 1:8.

Mtode ptaki powinny mie¢ zapewniona mozliwos¢ ruchu
w pomieszczeniu. Na 1m? powierzchni podlogi przypadato do 12 kurczat do 8
tygodni i 6 - 8 sztuk do wieku 20 - 22 tygodni.

Z zachowaniem warunkow $rodowiskowych typowych dla mtodych kur
i kogutdw ptaki zywiono ad libitum sypka, standardowa, peloporcjowa
mieszankg paszowa, a od 19 tygodnia dla ptakow reprodukcyjnych
dostosowang do potrzeb kur i kogutow.

3.4.1. Koguty

e Pobor nasienia i ocena koncentracji plemnikéw

Nasienie kogutow pobierano przez jeden tydzien (ptaki byly w 34
tygodniu zycia) metodg masazu grzbietowo - brzusznego [Burrows i Quinn,
1937]. Pomocnik pobierajacego nasienie chwyta koguta i umieszcza pod prawa
pacha, glowag do tylu, réwnoczesnie obydwiema dtonmi przytrzymuje nogi
ptaka. Uchwycenie ptaka powinno odbywaé si¢ w Sposob energiczny, ale
jednoczesnie tagodny. Pobierajacy nasienie masuje lewa dtonig grzbiet ptaka od
czgsci za skrzydtami okolicy ledzwiowej w kierunku ogona. mocnymi,
szybkimi ruchami. Kazdy kolejny masaz konczy si¢ wykonaniem lagodnego
nacisku bocznych okolic kloaki i lekkim podniesieniu nasady ogona przy
pomocy wskazujacego palca i kciuka. Réwnoczesnie prawa dlonig masuje
podbrzusze i boczne okolice kloaki. Jako odruch na masowanie nastgpuje
unoszenie 1 opadanie ogona oraz napinanie nég. Wowczas pobierajacy nasienie
wykonuje nastepujace czynno$ci: brzegiem lewej dtoni odchyla ogon ptaka ku
grzbietowi a kciukiem i wskazujacym palcem reki prawej rozdziela piora
otaczajgce kloake i delikatnie uciska jg z obydwoch stron. Nasienie zostaje
wycisnigte, z narzadu bedacego w tym momencie w stanie wzwodu. Pomocnik
zbiera je do probowki, umieszczajac ja w okolicy kloaki ptaka. Podjgto przy
tym $rodki ostroznosci, aby unikng¢ zanieczyszczenia probek fekaliami, ktore
moglyby mie¢ szkodliwy wplyw na plemniki [Lake, 1954]. Pobrany od
kogutow ejakulat zostat przeniesiony do laboratorium w czasie 3 minut.
Nastepnie nasienie oceniono makroskopowo i mikroskopowo. Zabieg
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pobierania nasienia wykonywaly zawsze te same osoby, o tej samej porze dnia
oraz wedhug statego schematu postepowania.

e Makroskopowa ocena ejakulatu kogutéw

Wyglad ejakulatu  charakteryzowano pod wzgledem  barwy,
konsystencji i ewentualnych domieszek fekaliow. Podczas oceny nasienia
stwierdzono kolor biaty, zo6tty oraz u niektorych osobnikow wodnisty.
Oznaczono nastepnie rodzaje konsystencji: wodnista, mleczng i $§mietankowa.
Objetos¢ nasienia mierzono przy uzyciu pipety pl, zaraz po pobraniu, przez 8
dni.

Morfologie plemnikéw badano w rozmazach nigrozyny - eozyny (300
plemnikow / szkietko) i oceniono przy powigkszeniu 1250 x pod mikroskopem
(Nikon Eclipse E100). Szkietka podstawowe przed badaniem podgrzano na
stoliku do 40°C. Zapobiegano w ten sposéb uszkodzeniu nasienia wskutek zbyt
duzej roznicy temperatur [Jaskowski 1966]. W kazdym preparacie, przy uzyciu
olejku immersyjnego natozonego na obiektyw, okreslono 300 plemnikow,
roéznicujgc je na nastepujagce formy morfologiczne: 1 - plemniki zywe
prawidlowo uksztattowane, tj. bez jakichkolwiek deformacji, w ktorych gtowka
przechodzita fagodnie w witke ze wstawka, 2 - plemniki o rozdetych gtowkach,
3 - plemniki z zatamanymi szyjkami, 4 — plemniki ze zmianami w wstawkach,
5- spermatydy formy niedojrzate, 6 - inne, 7 - plemniki martwe wybarwione na
rézowo oraz () - tym symbolem okre§lono ogo6lna zawarto$¢ plemnikow zywych
[Gwara i in., 2004]. Rozmazy z nasienia przygotowano w czasie nie dtuzszym
niz 20 minut od pobrania probek. Wyniki wyrazono w procentach (300
komorek 100%).

e Oznaczanie ruchliwosci i gestosci nasienia SCA (Sperm
Class Analyzer)

Ruchliwos¢ plemnikow analizowano przy wykorzystaniu Sperm Class
Analyzer (SCA® -system, Version 5.1, Microptic, Barcelona, Spain),
z wykorzystaniem mikroskopu (Nikon Eclipse E200), z obiektywem fazy
ujemnej X 10, kamerg Basler (scA 780 — 54 fc, Ahrensburg, Germany), cieptym
stolikiem i komputerem do analizy i zapisywania danych.

Przed analiza ruchliwo$ci plemnikéw, nasienie rozcienczono
w stosunku 1:10 w roztworze fizjologicznym (Natrium Chloratum 0.75%)
o0 temperaturze 25°C. Z ependorfki pobrano po 0,1 cm? nasienia, umieszczajac
je w dwoch nowych ependorfach z 2ul PBS. Po dokladnym wymieszaniu
pobrano 0,1 c¢m? nasienia i dodano do drugiej ependorfki oraz wymieszano.
Nastepnie pobrano 1 pl rozcienczonego nasienia, umieszczajac je W komorze
analitycznej Leja 4 (Leja Products B.V., Holland) o grubosci 20.0 um. Komory
leja przed badaniem podgrzano na stoliku do temperatury 38°C, zapobiegajac w
ten sposob uszkodzeniu nasienia przed zbyt duza roznica temperatur. Do
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zliczania uzyto oprogramowania MultiScan po wcze$niejszym zarchiwizowaniu
obrazu z mikroskopu na twardym dysku komputera. Parametry ruchliwo$ci
stosowane w tym badaniu obejmowaty: procent ruchliwych plemnikow,
predkos¢ krzywoliniowa (VCL - curvilinear velocity), predkos¢ liniowa (VSL
straight-line velocity), predkosé¢ $ciezki (VAP - path velocity), liniowos$¢ (LIN
linearity) i amplitud¢ bocznego przesuniecia glowy (ALH amplitude of lateral
head displacement). Zbadane zostato nasienie od 30 kogutdéw. Poboru nasienia
dokonano przez osiem dni, od tych samych osobnikéw, begdacych w 34
tygodniu zycia.

e Zywotno$¢ nasienia

Nasienie rozcienczono do okoto 30 x 10° plemnikdéw / ml. Prébki
przygotowano w dwoch egzemplarzach. Proces przebiegat nastepujaco:

a. rozmrozono SYBR 14.
b. dodano 0,5 ml rozcienczonego nasienia dla kazdej probki, ktora
ma by¢é zmierzona w 1,5 ml prébkach wiréwkowych

ependorfach.

c. Pipeta 2,5 pl Sybr i 5 pl PI (Propidium iodide) do kazdej
probéwki.

d. Odwrdcono proboéwki do wymieszania i inkubowano

w temperaturze pokojowej przez 15 minut.
e. 20 ul rozcienczonego nasienia kazdej proby przeniesiono do 1,5
ml probdwki.

Dodano potem 10 pl Sybr i 20 pl Pi do kazdej proby, nastepnie poddano
mieszaniu i inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowe;j.

Po 15 minutach pobrano 5 - 10 ul wybarwionego nasienia i naniesiono
je na szkietko podstawowe, ktdre przykryto szkietkiem nakrywkowym
i sprawdzono pod mikroskopem fluorescencyjnym przy uzyciu zestawu filtrow.
Plemniki martwe byty zabarwione na czerwono, natomiast zywe zielono.
Zrobiono zdjecia, nastepnie obliczono ilos¢ plemnikow zywych i martwych.
Przezywalno$¢ obliczono ze wzoru: % przezywalnosci = ilo$¢ zielonych
plemnikéw ( zielone plemniki + czerwone plemniki) x 100.

e Pobor jader i przydatkéw glowowych

Wszystkie samce zostaty poddane ubojowi, a zaraz po nim pobrano jadra,
grzebienie i dzwonki. Przed pomiarem przydatkow glowowych grzebienie
i dzwonki byly ostroznie splaszczone na stole. Grubo$¢ grzebienia zmierzono
w najgrubszym punkcie. Wszystkie jadra, grzebienie i dzwonki zmierzono
z doktadnoscia do 0,1 cm za pomoca suwmiarki. Wyniki poddano analizie
statystycznej.
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3.4.2.Kury

e Pozyskiwanie komdrek blastodermalnych (BCs)

Jaja zniesione prze kury chimery przechowywane byly przez 3 dni
w temperaturze zblizonej do zera fizjologicznego. Zgodnie z metodg opisana
przez Etchesa i in., [1993] z pozniejsza modyfikacjg [Lakota, 2001], BCs
pozyskano z tarczek zarodkowych jaj. Zawarto$¢ jaj przelano na plastikowy
separator do zottek. Po oddzieleniu kuli zottkowej od biatka, na zlokalizowana
tarczke nakladano pier§cien wyciety z bibuly. Po odcigciu blony wietlinowej
wokot krawedzi zewnetrznej pier§cienia, tarczke zarodkowa zdejmowano
i oczyszczano z resztek zottka. Nastepnie komorki wymywano strumieniem
1 ml PBS -***- Mg** przenoszac je do probowek i wirowano 5 - 6 min. Po
wirowaniu pobrano 0,5 ml komérek i dodano 0,5 ml PBS, ponownie wirowano
przez 3 minuty / 3000 obrotéw rpm. Po wirowaniu dodano 1 ml 0,25% trypsyny
i mieszano. Nastepnie krople roztworu umieszczono pod mikroskopem
$wietlnym i w powiekszeniu 400 krotnym liczono komorki blastodermalne.

e Liczenie somitow

Jaja poddano inkubacji przez 72 godziny, nastgpnie przerwano
inkubacje i liczono somity, obserwujac pod mikroskopem $wietlnym
w powigkszeniu X 16.
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4. OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

4.1. Koguty

Ograniczona ilos§¢ 1lub brak publikacji dotyczacych wptywu
chimeryzmu na cechy produkcyjne, a zwtaszcza reprodukcyjne oraz parametry
fizjologiczne chimer, sprawia, iz wyniki badan wtasnych odnoszone be¢dg czgsto
do pi$miennictwa traktujacego omawiang problematyke w aspekcie ogolnym.

Koguty z grupy kontrolnej i chimery osiagnety dojrzalos¢ piciowa
w podobnym okresie, odpowiednio w 123,4 i 127,4 dniu zycia. Podkreslenia
wymaga fakt braku zalezno$ci pomigdzy dojrzato$cia piciowa, a objetoscia
nasienia u chimer r=-0,307. Jednakze ujemne statystycznie istotne warto$ci
wspotczynnika korelacji dla dojrzato$ci piciowej a objetosci nasienia uzyskano
w grupie kontroli r=-0,792, ktére zestawiono w Tabeli 5 i 6.

Nasienie pozyskiwano przez 8 dni od 30 kogutéw, u ktorych
stosowano masaz grzbieto-brzuszny opisany przez Burrows i Quinn [1937].
Wszystkie z 240 ejakulatow zostaly uzyskane po okoto 250 masazach
wykonywanych w okresie tygodnia. Kolor nasienia oscylowal od
bladokremowego do bialego, a objetos¢ nasienia wahata si¢ u chimer od 10 ul
do 900ul, natomiast w grupie kontrolnej White Leghorn wynosita od 40 ul do
970 pl. Srednia objetoéé nasienia (Tabela 1) uzyskiwanego od samcow grupy
kontrolnej (0,428 mL) byta istotnie wicksza (P<0,005) od warto$ci otrzymanej
w grupie chimer (0,338 mL).

Mohan i in., [2011] oraz Shanmugam i in., [2016] stwierdzili wieksze
objetosci ejakulatu kogutow White Leghorn, niz te uzyskane w badaniach
wiasnych. Wskazuja takze na wptyw rasy i linii ptakéw na warto$¢ badanej
cechy. Wedtlug Lukaszewicz i in., [2018] objetos¢ nasienia chimer byta wyzsza
/oceniono jedynie 8 osobnikdéw/ i wyniosta 0,518ml, koncentracja plemnikéw
298,51x10%ml, w tym 77,5% plemnikoéw zywych.

W badaniach wlasnych koncentracja plemnikow w kazdym
z ejakulatow oscylowata u chimer od 0 do 10539,89 szt. / ul, natomiast
w kontroli od 499,77 szt. / ul do 12244,48 szt. / ul. Koncentracja plemnikow
w nasieniu grupy kontrolnej (4519,7 szt. / ul) byla istotnie wyzsza (P<0,005)
w poréwnaniu z grupa chimer (3658,3 szt. / ul). W nasieniu grupy kontrolnej
stwierdzono istotnie wyzsza (P<0,005) zawartos¢ ogolnej liczby plemnikow
zywych w poréwnaniu do grupy chimer; wartosci te stanowity odpowiednio
97,6% i 94,6%.

Wartosci korelacji koncentracji plemnikéw [szt. / pl] u chimer
przedstawiono w Tabeli 5. Byta ona najnizsza pomiedzy dojrzato$cig plciows
r=-0,470 i najwyzsza pomiedzy koncentracjg plemnikéw [szt. / pl] i szerokoscig
lewych dzwonkéw r=0,680. Statystycznie dodatnig korelacje obserwowano
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pomiedzy koncentracjg plemnikdw a odsetkiem prawidlowych plemnikow
r=0,701, odsetkiem martwych a obj¢toscia nasienia 1=0,540, odsetkiem
martwych plemnikéw a koncentracja plemnikow r=0,670 oraz odsetkiem
plemnikéw prawidtowych a S$rednig amplitudg linearno$ci ruchu gtowki
r=0,519.

Natomiast Czekalski i Bednarczyk [2006] wykazali, ze chimeryzm
plciowy moze wptywaé na zdolno$¢ reprodukcyjng chimer, jednak uzyskane
wyniki nie byly jednoznaczne. Niektore koguty chimery produkowaly nasienie
o niskiej zawartosci plemnikow, a cz¢$¢ z nich nie produkowata zadnych
plemnikéw, podczas gdy inne charakteryzowaty si¢ liczbg komorek istotnie
wyzszg w porownaniu do ptakow z grupy kontrolnej. Cytowani autorzy badali
jednak chimery uzyskane z wykorzystaniem komorek blastodermalnych, ktére
Petitte i in., [1990]; Kagami [2016] wykazuja wtasciwosci totipotentne, a wigc
mozna je zidentyfikowa¢ w wielu tkankach wywodzacych si¢ z wszystkich
trzech listkéw zarodkowych: ektodermy, entodermy i mezodermy [Siwek i in.,
2010].

Kagami i in., [1997] dowiedli rowniez, ze u kogutéw chimer pierwotne
komorki zarodkowe, po przeniesieniu do biorcy plci zenskiej, mogg roznicowaé
si¢ w funkcjonalne komorki jajowe. Natomiast zenskie komoérki rozrodcze,
przenoszone do meskich biorcow, moga réznicowacé sie¢ w funkcjonalne
plemniki. Chociaz PGCs mogag rdéznicowaé si¢ w funkcjonalne gamety
w gonadach biorcy rowniez w gonadach przeciwnych, ich wydajno$¢ jest niska
[Naito i in., 1999].

Istnieje  swoista  konkurencja pomigdzy populacjami PGCs
egzogennymi i endogennymi, co prowadzi do produkcji dwdch rodzajow
komdrek pitciowych: pochodzacych od dawcy/dawcdéw i tych od biorcy. Tak
wiec proporcja gamet egzogennych jest okre§lona przez stosunek komorek
gospodarza do komoérek wprowadzonych do krwioobiegu i migrujacych do
gonad zarodka biorcy. Na t¢ liczb¢ moze wptyna¢ zdolno$¢ komorki rozrodezej
do mitozy, a zdolnos¢ ta zmienia si¢ w zaleznosci od rasy kurczaka [Nakamura,
2016].

Morfologiczna ocena plemnikdw w nasieniu $wiezym wykazywata
srednio u kogutow z grupy kontrolnej 89,9% a u chimer 82,8% plemnikow
zywych. U 72,60% badanych z grupy kontrolnej i 60,10% chimer wykazano
plemniki o prawidtowej budowie. Natomiast 17,3 zdeformowanych plemnikow
wykryto u grupy kontrolnej, a u chimer 22,7%. Stezenie plemnikéw i odsetek
normalnych plemnikow zywych byly nizsze niz stwierdzono w innych
badaniach Mohan i in., [2011], Shanmugam i in., [2013]. Wyniki te moga
wskazywaé, ze chimeryzm nie mial wplywu na jako$¢ nasienia kogutow.
Jednak kluczowe znaczenie ma morfologiczna budowa plemnika [Keel i in.,
2002; Oral i in., 2002, Maree i in., 2010, Singh i in., 2011, Lasiene i in., 2013].
Plemnik morfologicznie nieprawidlowy moze mie¢ widoczne nieprawidtowosci
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w obrebie gtowki, wstawki badz witki. Zdarza si¢, ze plemniki maja wigcej niz
jeden defekt, co sprawia, ze taka komorka nie posiada odpowiednich
mozliwosci do pokonania drogi do oocytu i w efekcie nie ma zdolno$ci
zaptadniajgcej [Tasdemir i in., 2002].

Wyniki oceny obrazu morfologicznego plemnikéw zawartych
w nasieniu bezposrednio po pobraniu przedstawiono w Tabeli 2. Wykazano
istotny wptyw chimeryzmu na badane parametry. Procent plemnikow
prawidtowych wynosit 72,60+18,00 i 60,10£27,90, odpowiednio w grupie
kontrolnej i grupie chimer, a réznice pomiedzy grupami byly statystycznie
istotne (P<0,01). Przeciwnie, w badaniach przeprowadzonych przez
Czekalskiego i Bednarczyka [2006] stwierdzono, ze chimeryzm nie wptywa na
jako$¢ nasienia kogutow.

W badaniach wlasnych odsetek plemnikéw prawidtowych byt w obu
grupach nizszy niz stwierdzony w innych badaniach Mohan i in., [2011],
Shanmugam i in., [2013]. Wyniki te moga wskazywac, ze nie tylko chimeryzm,
ale takze inne czynniki mogly mie¢ wplyw na jakos$¢ nasienia kogutow.

Plemnikéw zdeformowanych wykazano 17,3% w grupie kontrolnegj
i 22,7% wérod chimer. W trakcie niniejszych badan, analizujac wady
i uszkodzenia gamet, zauwazono, ze najliczniej reprezentowane sa plemniki
z anomaliami gtowki w postaci lokalnych rozde¢ lub powigkszenia tej czegsci
komorki. Wsrod wszystkich plemnikow o nieprawidlowej budowie najwickszy
odsetek stanowily plemniki akrosomalne (rozdgte gtowki), a nastepnie plemniki
z zatamang szyjka (Tabela 2 oraz Rycina 1). Jednak jedynie w odniesieniu do
odsetka plemnikow splatanych stwierdzono istotne réznice (P<0,05) pomigdzy
grupami: kontrola — 1,20+£2,10, chimery — 0,80+£0,90. Ze wzgledu na
nieparametryczny rozktad wynikow, rezultaty obu grup poréwnano testem
Manna-Whitney’a.

W Tabeli 5 i 6 przedstawiono wartosci wspotczynnika korelacji, gdzie
u chimer oraz w grupie kontrolnej stwierdzono istotng statystycznie niska
zalezno$¢ r=-0,457 migdzy odsetkiem rozdetych plemnikow a masg prawego
jadra. Natomiast korelacja wysoka przy znacznej zalezno$ci r=0,785 migdzy
spermatydami a odsetkiem plemnikéw akrosomalnych nie wykazata zadnych
istotnych zalezno$ci pomiedzy odsetkiem prawidtowych plemnikdw a ruchem
postgpowym 1=0,266, odsetkiem rozdetych a szerokoscia lewego jadra r=0,420
oraz odsetkiem martwych a dojrzatoscia piciowa r=-0,378.

Lake i in., [1966] zwracaja uwage na wstawki i akrosomy, ktore
odgrywaja istotng role w prawidlowym funkcjonowaniu plemnikow,
ruchliwosci oraz zdolnosci do penetracji ostonki przejrzystej. Jednakze
pojawienie sie w nasieniu gamet uszkodzonych lub zdeformowanych
niekoniecznie jest efektem nieprawidtowosci w przebiegu spermatogenezy Iub
transporcie drogami wyprowadzajacymi nasienie. Clarke i in., [1984] podaja, ze
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zmiany w ci$nieniu osmotycznym s$rodowiska plemnikow przyczyniajg si¢ do
wystepowania uszkodzen komorek rozrodczych. Nawet niewielkie zmiany
osmolarnosci medium, w ktérym zawieszono plemniki, mogga doprowadzi¢ do
wzrostu odsetka nieprawidtowych komorek. Ponadto zauwazono, ze
temperatura towarzyszaca pobieraniu i badaniu nasienia wptywa na ksztalt
i budowg ocenianych komorek [Chalah i in., 1998]. Badacze ci, pracujac
z nasieniem kogutow i indykéw, obserwowali znaczny wzrost liczby
plemnikéw  zakrzywionych, gdy temperatura spadata ponizej 15°C.
W przypadku, gdy wszelkie manipulacje z nasieniem odbywaly si¢
w temperaturze 41°C, nastepowal wzrost odsetka plemnikéow z uszkodzong
witka. Ponadto zauwazono, ze nasienie pozyskane od kogutow cechuje si¢
wigkszg liczbg plemnikéw nieprawidtowych niz nasienie indykow pobierane
w tych samych warunkach $rodowiskowych. Clarke i in., [1984] sugeruja, ze
ptodnos¢ nie zalezy od liczby plemnikow z defektami morfologicznymi, jesli
nie przekracza ona 20% calej populacji gamet w nasieniu kogutéw czy
indykéw. Morales i in., [1988] udowodnili, ze przy okresleniu zdolnosci
zaptadniajgcej osobnika plemniki wykazujace prawidtowy ruch, ale majace np.
defekty glowki nie sa zdolne do zaplodnienia.

W  przypadku oceny morfologii zastosowano klasyfikacj¢ wad
opierajaca si¢ na badaniach Lukaszewicz [2001], ktora zaproponowata
przejrzysty podziat nieprawidlowosci budowy plemnika ptasiego. Podziat ten
dodatkowo poszerzono o zmiany dotyczace akrosomu. Bajpai [1963]
zaproponowal rozbudowany i szczegdlowy system klasyfikacji plemnikow,
ktory opierat si¢ na doktadnym analizowaniu zmian w budowie poszczeg6lnych
odcinkow gamety (wady glowki, wstawki i witki). Jednakze ze wzgledu na
rzadkie wystgpowanie niektorych opisanych przez niego nieprawidlowosci,
wydaje sie zasadne klasyfikowanie ich do grupy ,,inne wady”. Inni badacze
Ansah i in., [1985] oraz Woodard i in., [1975] morfologi¢ plemnika oceniali
bardziej ogélnikowo, dzielac je na komorki 0 prawidtowej i nieprawidlowej
budowie. Natomiast Clarke i in., [1984] uwzgledniali tylko uszkodzenia
akrosomu oraz mitochondriéw. W badaniach Bilgili i in., [1985] u kogutow ras
cigzkich ejakulaty cechowaty si¢ wyzszym odsetkiem gamet o nieprawidtowej
budowie, w szczeg6lnosci dotyczyto to czestszego wystepowania plemnikow
zakrzywionych oraz uszkodzonych na wysokosci wstawki. Obserwowano takze
wzrost komorek powigkszonych i znieksztalconych, gdy do wybarwienia tta
uzyto nigrozyny. W tym przypadku zastosowanie nigrozyny przyczynito si¢ do
czgstego pojawienia si¢ wad gtowki. Szumowski i in., [1976], zastosowali
podobne barwienie, lecz zanotowali znacznie mniejszy odsetek wad, jednak
autorzy ci nie podali informacji o stezeniu uzytych barwnikow, w tym
nigrozyny.

Komputerowa metoda analizy plemnikow charakteryzuje sig¢
mozliwos$cia uzyskania obiektywnego wyniku, ze znacznie wiekszg precyzja
w poréwnaniu z podstawowym badaniem nasienia. Pozwala to na szczegdétowa
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ocen¢ zdolnosci plemnika do ruchu i jego morfologie, dzigki wyodrebnieniu
danych z kilku obliczonych parametréw, ktore doktadnie i szybko pozwalaja
scharakteryzowa¢ ruchy plemnikow [Klimowicz i in., 2008]. Metoda jest
powszechnie stosowana do oceny nasienia ssakéw, w tym czlowieka [Yéaniz
i in., 2015], rzadziej nasienia ptakow [Garcia-Herreros 2016; Santiago-Moreno
i in., 2016]. Zgodnie z moja wiedzg, dane dotyczagce badania morfometrii
nasienia i jego zwigzku z ruchliwos$cia plemnikéw u chimer nie sa dostepne.
Analiza SCA (sperm class analyzer) wskazata, ze procent ruchliwych
plemnikow waha si¢ u chimer od 0% do 100%, a u ptakéw z grupy kontrolnej
od 27,78% do 100%. Wynika z tego, ze u dwoch kogutéw chimer,
oznakowanych numerami 1047 i 1051, stwierdzono brak ruchliwosci
plemnikéw. Analizg rozpoczeto od zbadania rozktadu zmiennych ilosciowych.
W tym celu wyliczono podstawowe statystyki opisowe oraz wykonano test
Shapiro-Wilka, ktory wskazuje na zgodno$¢ rozktadow z krzywa Gaussa.
Efekty przeprowadzonych wyliczen prezentujg Tabela 3. Otrzymane wyniki
pozwalaja stwierdzi¢, ze rozkltad mierzonych zmiennych w wiekszosci
przypadkow nie odbiega istotnie statystycznie od rozktadu normalnego.
Sposéréd badanych parametrow (Tabela 3) jedynie wartosci indeksu liniowo$ci
(LIN), indeksu prostoliniowosci (STR) i $rednia amplituda linearnosci ruchu
gtowki (ALH) réznity sie istotnie pomigdzy grupami, odpowiednio przy
P<0,023, P<0,003 i P<0,006. Komentujgc wyniki badan wiasnych mozna
stwierdzi¢, ze parametry dotyczace ruchliwosci plemnikow byly zblizone do
wartosci uzyskiwanych przez innych autoréw.

Natomiast wartosci korelacji chimer byly na najwyzszym i statystycznie
istotnym poziomie. Ksztaltowaly si¢ znaczne zaleznosdci $redniej wartoSci
predkosci nasienia chimer pomiedzy VAP (Srednia warto$¢ nasienia)
a procentem nasienia r=0,640, VAP ($rednia warto$¢ nasienia) -VSL (predkos¢
linearna) r=0,982 i WOB (indeks oscylacji)-STR (indeks prostoliniowo$ci)
r=0,982. W pozostalych przypadkach wartosci wspodtczynnika korelacji
przybieraly roznoimienne znaki, co nie pozwala na ogélne wnioskowanie
o charakterze tych zaleznosci. Jednakze ruch postgpowy okazat si¢ by¢ dodatnio
skorelowany z VCL (krzywa predkosci) 1=0,844, chociaz warto$¢ tej korelacji
nie byta na najwyzszym poziomie, a w przypadku kontroli byla nieco nizsza
i wynosita =0,806. Na podobnym poziomie oszacowano zalezno$¢ mig¢dzy
ruchem postepowym a WOB (indeksem oscylacji). W tym przypadku nieco
nizsza wartoscia wspotczynnika 1=0,762 charakteryzowala si¢ chimera
w porownaniu z kontrola r=0,873. Zauwazono korelacje umiarkowang
zaleznoSci istotnej u chimer i wskazujacej na wzrost objetosci nasienia i wzrost
ALH ($rednia amplituda linearnosci ruchu gtowki) r=0,533.

Statystycznie dodatnig korelacj¢ obserwowano pomigdzy ruchem
postepowym i procentem koncentracji nasienia r=0,612. W analizie CASA
cechy ruchliwo$ci plemnikow wskazywaly wzrost parametréw predkosci (VAP,
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VCL i VSL) oraz STR i LIN chimer w stosunku do kontroli. VAP ($rednia
warto$¢ predkosci) a ruch postepowy r=0,888, VCL (krzywa predkosci) a ruch
postegpowy r=0,844, VSL (predkos¢ linearna) a ruch postgpowy r=0,892 oraz
STR (indeks prostoliniowo$ci) r=0,666 i LIN (indeks liniowosci) =0,764.

Narzad rozrodczy samcow ptakéw sktada si¢ z parzystych jader. Jadra
leza w grzbietowej cze$ci jamy brzusznej, wzdtuz ledzwi, obok przedniego
plata nerek, maja ksztalt fasolowaty lub owalny, zabarwienie cieliste. Wielko$¢
jader zalezy od wieku, rasy oraz stanu fizjologicznego ptaka [Arciszewska i in.,
1980]. Wyniki oceny pomiarow jader i przydatkéw glowowych bezposrednio
po uboju przedstawiono w Tabeli 4. Wyniki badan nie wykazywaly rdéznic
istotnie statystycznych. Sredni udzial oraz btad standardowy dla dhugosci
prawego jadra wynosit 45,6+5,5 dla chimer i 46,314,4 dla kontroli. Porownujac
dhugos¢ lewego jadra, w ktorej wartosci sa nastepujace: 43,7+4,6 dla chimer
i 23,8+2,4 dla kontroli, szeroko$¢ prawego jadra oscylowata migdzy 24,2+3,1 u
chimer i 25,2+3,2 u kontroli. Natomiast szeroko$¢ lewego jadra wynosila
23,6+2,9 u chimer i 23,8+2,4 u kontroli. Masa prawego jadra wynosita 11,4+3,2
u chimer i 12,2+2,7 u kontroli. Masa lewego jadra wynosita 10,9£3,1 u chimer
i 10,8+1,5 u kontroli.

Innym czynnikiem analizowanym niekiedy w kontekscie oceny cech
reprodukcyjnych kogutéw jest asymetria parametréw jader i obustronnych
drugorzedowych cech piciowych. Navara i in., [2012] oraz Siudzinska
i Lukaszewicz [2008], nie stwierdzili Zzadnej roéznicy w jadrach i cechach
nasienia u chimer linii ptciowej meskiej. Dowodzi to rowniez temu, ze cechy
chimer piciowych zwigzane z rozmnazaniem sg porownywalne z tymi
uzyskanymi bez manipulacji embrionalne;j.

W $wiecie ptakow powszechng cechg samcOw jest charakteryzowanie
si¢ dobrze widocznymi, kolorowymi przydatkami, ktore wskazuja na ich stan
zdrowia i zdolno$ci do rozmnazania si¢ [Zuk i in., 1995; Zuk i in., 1990].
Zdaniem niektérych badaczy zmienna asymetria wplywa na rozmiar
przydatkow glowowych kogutow [Moller, 1990; Moller i Pomiankowski,
1993].

Grzebien jest silnie unaczynionym, znajdujgcym si¢ na gornej czesci
glowy wytworem naskorka. To drugorzedna cecha piciowa, a jego rozwoj
zwigzany jest z dojrzewaniem ptaka. Koguty maja grzebien wigkszy od
grzebienia kury. Nasilenie barwy grzebienia zwigzane jest z intensywnoscig
dziatania hormonéw wydzielanych przez gruczoty rozrodcze. Wielko$¢ i ksztatt
grzebienia sg charakterystyczne dla typu i rasy. U rasy Leghorn i Zielonon6zki
kuropatwianej wystepuje pojedynczy (blaszkowaty) prosty ptat wyciety w 5 do
7 zebow [Arciszewska i in. 1980]. Sredni udzial i blad standardowy dla
dhugosci grzebienia wynosi 125,511 u chimer i 129,1+9,4 u kontroli.
Szeroko$¢ grzebienia wynosita 65,1+£6,6 u chimer i 67,2+7,9 u kontroli. Z
zestawien zaprezentowanych w Tabelach 5 i 6, dotyczacych korelacji wida¢, ze
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dhugo$¢ grzebienia jest znaczaco zwigzana z Objetoscig nasienia u kogutéw
chimer r=0,506.

Wyniki uzyskane w wielu badaniach nie potwierdzaja jednak, czy taki
zwigzek istnieje. W badaniach Lukaszewicz i in., [2018] wykazano istotna
korelacje migdzy mierzonymi cechami, a byly to: zywotno$¢ plemnikow,
szeroko$¢ grzebienia i dlugo$¢ chrzastki grzebienia r=0,77, p=0,03 oraz
koncentracja plemnikéw r=-0,71, p=0,046. Badacze stwierdzili, ze ich wyniki
wskazuja na korelacje miedzy wielkoscia nasady grzebienia a odsetkiem
zywych plemnikéw. Wyniki sformutowane przez Lukaszewicz sa analogiczne
z wynikami przedstawionymi przez Prieto i in., [2011], ktory nie zauwazyt
zadnego zwigzku miedzy szeroko$cig grzebienia a jakoscig nasienia. W pracy
Pizzara i in., [2004] rowniez czytamy, ze nie ma zwigzku migedzy grzebieniem,
a jakoS$cig nasienia. Cytowani autorzy oraz Lukaszewicz i in., [2018], Navarai
i in, [2012] nie stwierdzili zwigzku migdzy stgzeniem plemnikdw,
a szeroko$cig grzebienia. Natomiast McGary i in., [2002] opisali dodatnia
korelacj¢ migdzy powierzchnig grzebienia a masg jader.

Z kolei Bilcik i Estevez [2005] wykazali, ze wyglad grzebienia kogutow
moze by¢ rowniez zwigzany z charakterem nasienia ptakow. Stwierdzili, ze
szerokos¢ grzebienia jest skorelowana z ruchliwoscig plemnikéw. McGary i in.,
[2002] wykazali zwigzek pomig¢dzy grzebieniem, plodnoscig i przenikaniem
plemnikoéw przez warstwe prewitalinowa oraz korelacje pomiedzy powierzchnia
grzebienia, a masa jader i ptodnoscig osobnikow.

Dzwonki sg to parzyste, silnie unaczynione ptaty skorne, znajdujace si¢
ponizej dzioba. Rozwoj ich jest réwnolegly z rozwojem grzebienia. Podobnie
jak grzebien stanowig one drugorzedne cechy ptciowe u samcow, u kogutow sa
wigksze niz u kur. Dzwonki nieprawidlowo wyksztatcone lub niejednakowej
wielko$ci stanowia przy selekcji kogutow podstawe do obnizenia oceny lub
dyskwalifikacji samca jako reproduktora [Arciszewska i in., 1980]. Sredni
udziat oraz btad standardowy dla dtugoséci dzwonka prawego wynosi 61,5+6,8
u chimer i 64,7+7,1 w kontroli. Natomiast dtugo$¢ dzwonka lewego 59,2+8,1
u chimer i 62,3+6,9 w kontroli. Przy szerokosci dzwonka prawego $redni udziat
i blad standardowy wynosit 48,8+6,4 w przypadku chimer i 50,315,7
w przypadku kontroli. Natomiast szerokos¢ dzwonka lewego wynosita 48,2+6,1
u chimer i 50,4+4,8 w kontroli.

Z wynikoéw dotyczacych korelacji, a przedstawionych w Tabeli 5 i 6,
widaé¢, na podstawie wybranych cech kogutow, istotne roznice. Szerokosé
dzwonka lewego znaczaco zwigzana jest z dlugoscia dzwonka prawego
w grupie chimer r=0,869 i grupie kontrolnej r=0,848. Natomiast dlugos¢
prawego dzwonka zwigzana jest z szerokoscig jadra lewego r=0,363 w grupie
chimer i kontroli. Dla tej cechy w obu grupach zaobserwowano brak znaczacej
istotnosci.
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Wyniki badan u bLukaszewicz i in., [2018] nie wykazaly zadnego
zwiazku pomiedzy przydatkami glowy i rozmiarem jader oraz korelacji migdzy
masg ciata, a masg jadra u chimer, co pozostaje w sprzeczno$ci z wynikami
Pitchera i in., [2005] oraz Moller i Pomiankowskiego [1993]. Moller i Erritzoe
[1988], stwierdzili dodatni zwigzek mig¢dzy dzwonkami i rozmiarem jader
u wrobli. W badaniach wiasnych nie znaleziono istotnego zwigzku dtugosci
prawego dzwonka z szeroko$cig jadra lewego, r=0,363.

4.2. Kury

W przypadku kur badano wpltyw chimeryzmu na nastgpujace cechy:
masa ciata, wiek osiagnigcia dojrzatosci ptciowej, masa jaj, ilo§¢ somitow w 72
godz. inkubacji zarodka, zaptodnienie jaj, zamieralno$¢ zarodkéw oraz
wylegowos¢ pisklat. Wyniki przedstawiono w Tabelach 7 do 12 oraz na
Rycinach 6 do 8. Srednia masa ciata badanych kur byta podobna i wyniosta 1,2
kg. Chimery osiagnely dojrzalos¢ piciowa sSrednio w 137,8 dniu Zzycia,
wczesniej (o 6,8 dnia) nastapito to w przypadku kur z grupy kontrolnej, jednak
réznica nie zostala potwierdzona statystycznie (Tabela 7). Jednakze, jak
przedstawiono na Rycinie 6, wykresy przedstawiajace czas osiggnigcia
dojrzatosci piciowej dla kazdej z grup nie zachodza na siebie. Oznacza to, ze
wszystkie kury z grupy kontrolnej znosity jaja juz w momencie, gdy pierwsza z
chimer rozpoczgta niesno$¢. Kury osiagajace pozniej dojrzatos¢ plciowa
charakteryzowaty sie mniejszg podatnoScig na zaptodnienie (r = — 0,541) oraz
wyzszg zamieralnoécig ich zarodkéw w 1 stadium inkubacji (r = 0,571).
Ciekawe, iz dotyczyto to jedynie chimer (Tabela 10 i 11).

Srednia masa jaja byta zblizona i wyniosta 54,4 i 55,1 odpowiednio do
chimer i grupy kontrolnej (Tabela 7). W obu grupach byta wysoko skorelowana
z wiekiem kur (r = 0,842 kontrola i r = 0,9062 chimery). Znany jest wptyw
genotypu, wiek kur oraz czynnikow zywieniowych wplywajacych na masg jaj,
jak réwniez udzial poszczegdlnych komponentow [Bednarczyk, 1991].
Zwazywszy, ze chimery powstaly w wyniku integracji komorek obu ras: kur
White Leghorn i Zielononozki, mozna byto spodziewac¢ si¢, ze masa jaja bedzie
w mniejszym lub wigkszym stopniu zblizona do masy jaja dawcy lub biorcy,
w zaleznos$ci od udziatu w organizmie chimery poszczeg6lnych genotypéw
komorek.

W Tabeli 8 i 9 podano wyniki testu krzyzowania wstecznego koguta
Zielononozki z kurg chimera i White Leghorn (kontrola). Procent jaj
zaptodnionych wynidst w obu grupach, odpowiednio 87,7 i 93,3 oraz zarodkoéw
zamartych, odpowiednio 38,3 i 26,7. Roznice te nie znalazly potwierdzenia
statystycznego, jednak skutkowaly wyzszym, na granicy istotnosci (p<0.07)
wylegiem z jaj natozonych w grupie kontrolnej (66,7%) w poréwnaniu do
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grupy chimer (49,4%). Dane te wskazuja, ze chociaz kury chimery produkuja
jaja, to nie wszystkie sg zdolne do wydania potomstwa.

W Tabeli 9 przedstawiono wartosci procentowe, $rednie odchylenia
standardowego oraz mediany w grupie chimer, a takze w grupie kontrolnej
w zakresie zamartych zarodkéw oraz zarodkow zamartych w I, 1l oraz 1l
stadium. Istotng roznice (p<0.03) stwierdzono w stosunku do zarodkow
zamartych w III stadium. W obu grupach procent zarodkéw zamarly byt istotnie
ujemnie skorelowany z zaplodnieniem jaj (Tabela 101 11).

W wigkszosci publikowanych do tej pory prac wskazano na znaczne
zmniejszenie wylegowosci pisklat w wyniku iniekcji komorek zarodkowych
dawcow do zarodkdw biorcow. Otrzymano  kilkunastoprocentowa
przezywalno$¢ manipulowanych zarodkéw [Petitte i in., 1990, Naito i in.,
1994b, Thoraval i in., 1994, Ono i in., 1995, Reedy i in., 1995, Maeda i in.,
1997, Varkonyi i in., 1997, Pokorny, 1999, Soh i in., 2002]. Wieksze wskazniki
wyleggu chimer uzyskali: Bednarczyk i in., [2000b], Speksnijder i Ivarie [2000],
Lakota [2001]. W badaniach Czekalskiego [2004] metoda tworzenia chimer
polegajaca na iniekcji komorek blastodermalnych dawcow przez otwor
w skorupie wykonany nad komora powietrzng spowodowata uzyskanie
wysokich (40,3%) wynikéw wyl¢gu manipulowanych zarodkéw [Bednarczyk
i in. 2000b, Lakota, 2001]. Jak wynika z danych wiasnych prezentowanych
w Tabeli 9, uzyskany wynik zblizony jest do wigkszos$ci doniesien z tego
zakresu, w poprzednich pracach informowano jednak o wylegu zaledwie
kilkunastu pisklat.

Przyczyny determinujace wylegowos¢ iniekowanych zarodkoéw nie sa
znane. Najczgéciej wymienia si¢ jednak: wykonanie otworu w skorupie,
ingerencj¢ w rozwijajaca si¢ tarczke zarodkowa, zaburzenia w wymianie
gazowe] jaja w zwigzku z zalepieniem jednego jego konca [Petitt i in., 1990,
Maeda i in., 1997]. Wazny jest rowniez wplyw $rodowiska zewnetrznego,
gtownie podczas wykonywania manipulacji na jajach [Kagami i in., 1995, Trefil
i in., 1999]. Kagami i in., [1997] wykazali, ze genetycznie me¢skie lub zenskie
PGC moga si¢ roznicowaé¢ w funkcjonalne komorki jajowe lub plemniki.
Obserwowano jednakze wzgledna nieptodno$¢ niektorych chimerycznych
samcOw [Thoraval i in., 1994] i samic [Bednarczyk i in., 2002].

Na uwage zastuguje fakt pojawienia wysokiego odsetka zamartych
zarodkéw, zwlaszcza w 111 stadium rozwoju, co zaobserwowano w badaniach
wlasnych. Interesujgce jest porodwnanie cech zwigzanych z embriogeneza:
liczby komorek blastodermalnych w momencie zniesienia jaja i liczby somitow
po 72 godzinach inkubacji zarodkéw. Oba wskazniki sugeruja wolniejszy
rozw6j embrionalny zarodkéw chimer w poréwnaniu do zarodkéw z grupy
kontrolnej. Stwierdzono bowiem u chimer 42 946, a w kontroli 41 691 komérek
blastodermalnych oraz odpowiednio 17,8 i 17,4 $rednig liczba somitow.
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Réznice jednak nie znalazty potwierdzenia statystycznego, mozna wigc mowic
jedynie o tendencji.

Wedhug Hamidu i in., [2011] liczba zywych BC moze by¢ dobrym
wskaznikiem wczesnego rozwoju ptakéw. Badania wlasne wskazujg, ze
mozliwe bylo obserwowanie efektoéw chimeryzmu we wczesnym rozwoju
ptakow [etap X wedlug Eyal-Giladi i Kochav 1976] lub w stadium 72
godzinnego zarodka.

Liczba somitow byla istotnie dodatnio skorelowana z masg ciata
(r=0,553) i wiekiem kur (r=0,585), cickawe jednak, ze prawidtowos¢ te
stwierdzono jedynie w odniesieniu do kur z grupy kontrolnej.
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PODSUMOWANIE

W badaniu wilasnych wykorzystano do tworzenia chimer pierwotne
komorki ptciowe. Komorki te przenoszone do krwiobiegu zarodka kurzego
migruja do linii germinalnych przysztych gonad embrionow biorcow i réznicuja
si¢. w gamety [Chojnacka-Puchta i in., 2015]. Komorki blastodermalne
stosowane w wczesniejszych badaniach [Czekalski i Bednarczyk, 2006] zostaty
wyizolowane z zarodkow dawcoéw i przeniesione na biorcow. Wykazano, ze
moga one oddziatywa¢ na inne tkanki somatyczne oraz mogg przyczynic si¢ nie
tylko do wytworzenia si¢ linii piciowej, ale takze rdéznicowaé si¢ na kilka
komdrek somatycznych [Siwek i in., 2010] wptywajacych na wielorakie funkcje
rozrodcze komorek chimera [Sechman i in., 2006].

Badaniami wtasnymi objeto 43 cechy, ktore oceniono w grupie chimer
(CH) oraz ptakéw kontrolnych (WI). Informacje umieszczone w Tabeli 12
stanowig syntetyczne podsumowanie badan wilasnych, dotyczacych wpltywu
chimeryzmu na cechy ptakow. Zasadny jest nastepujacy tok rozumowania:
biorca jest zarodkiem posiadajacym komorki o cechach, ktorych zatozenia
genetyczne zostaly juz w pelni zdeterminowane. Wszystkie charakterystyki
porownujace ptaki pochodzace z manipulowanych zarodkéw z ptakami White
leghorn pochodzacymi z zarodkéw nie poddanych manipulacji nie powinny
wykazywaé roznic statystycznie istotnych. Tymczasem, poréwnujgc 43 cechy,
stwierdzono w 9 przypadkach statystycznie istotne réznice pomi¢dzy grupami
CH i WL Jest to niezbity dowod nie tylko faktu obecnosci komorek
egzogennych w organizmie biorcy. Taki wynik $§wiadczy ponadto, ze niewielka
ich pula — ok. 1200 szt., wprowadzona do zarodka liczacego od 40 000 do
60 000 komorek, zdolna jest do proliferacji, skutecznej inkorporacji w
gonadach, a przede wszystkim moze wywotywac istotne zmiany mono- jak i
poligenicznie uwarunkowanych réznorodnych wilasciwosci fizjologicznych i
produkcyjnych cech organizmu.

Analiza zebranych danych nie pozwala na wyjasnienie w petni
mechanizméw wzajemnego oddziatywania komoérek egzo- i endogennych
w organizmie chimery oraz ich wpltywu na komorki rozrodcze. Wskazuje
jednak, ze chimery plciowe pomimo ograniczenia pewnych funkcji rozrodczych
zdolne sg do wydania potomstwa. Dzigki temu stanowig przydatny materiat
badawczy umozliwiajacy badanie rozwoju embrionalnego [Tagami i Kagami,
1998], $ledzenie interakcji komorkowych [Weeke-Klimp i in., 2010], lub jak
wskazuja najnowsze badania, ewentualnych efektow epigenetycznych [Kress
in., 2016]. Ich wilasciwosci umozliwiaja takze rekonstrukcje zagrozonych
gatunkéw ptakow [Bednarczyk i in., 2002; Wernery i in., 2010] oraz tworzenie
ptakow transgenicznych [Chojnacka-Puchta i in., 2015; Bednarczyk i in., 2018).
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5. WNIOSKI KONCOWE

1. Uzyskano chimery plciowe, w wyniku iniekcji pierwotnych komorek
ptciowych kur Zielonondézka kuropatwiana (Zk) do zarodkéw biorcow White
leghorn (WL).

2. Poréwnujac 43 cechy, stwierdzono w 9 przypadkach statystycznie istotne
roéznice pomiedzy grupg chimer i grupg kontrolng (WL).

3. W przypadku kur badano wplyw chimeryzmu na nastgpujace cechy: masa
ciata, wiek osiggniecia dojrzatosci ptciowej, masa jaj, ilos¢ somitow w 72 godz.
inkubacji zarodka, zaptodnienie jaj, zamieralno$¢ zarodkow oraz wylegowosée
pisklat. Istotng réznice (p<0.03) stwierdzono jedynie w stosunku do zarodkow
zamartych w III stadium.

4. Ponadto, uzyskane dane te wskazuja, ze chociaz kury chimery produkujg jaja,
to nie wszystkie sg zdolne do wydania potomstwa.

5. W przypadku kogutéw stwierdzono nizsza u chimer (p<0.05), w porownaniu
z grupa kontrolng obj¢to$¢ nasienia, koncentracj¢ plemnikdw, procent
plemnikéw ruchliwych, procent plemnikéw prawidtowo uksztattowanych oraz
wyzszy odsetek plemnikow splatanych. Dalsze roznice z zastosowaniem
komputerowej analizy plemnikow dotyczyly: indeksu liniowosci (LIN), indeksu
prostoliniowosci (STR) i $redniej amplitudy linearnosci ruchu gtowki.

6. Analiza zebranych danych nie pozwala na wyjasnienie w pelni mechanizmow
wzajemnego oddziatywania komorek egzo- i endogennych w organizmie
chimery.
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6. STRESZCZENIE

Wplyw chimeryzmu plciowego na cechy reprodukeyjne ptakow

Chimery plciowe stanowig jedno z najlepszych narzedzi do badania
rozwoju zarodkowego ptakéw, a takze produkceji ptakow transgenicznych i/lub
do odtworzenie gatunkdéw zagrozonych. Wytwarzanie chimer plciowych polega
na wprowadzeniu egzogennych pierwotnych komorek piciowych (PGCs) dawcy
do zarodka biorcy i ich inkorporacja w tkankach gonad.

Badania mialy na celu ocen¢ wplywu chimeryzmu ptciowego na cechy
reprodukcyjne kury. Chimery uzyskano w wyniku oczyszczenia PGCs
izolowanych z gonad 5,5-dniowych zarodow dawcy Zielonondzki
kuropatwianej i ich iniekcji do naczyn krwionosnych 3-dniowych zarodkow
biorcy Withe leghorn. Badaniami obj¢to 34 chimery ptciowe - grupa CH /19
kogutéw i 14 kurach/ i 18 ptakow kontrolnych - grupa WL (bez manipulacji),
odchowanych i utrzymywanych w tych samych warunkach srodowiskowych,
oceniajac 43 cechy reprodukcyjne.

Do statystycznej oceny wynikoéw zastosowano dwukierunkowa analizg
wariancji (ANOVA), a nastepnie test Duncana. Chimeryzm istotnie (p < 0,01)
wplynat na 9 badanych cech. W wigkszosci przypadkow dotyczylo to cech
kogutow. Objetos¢ nasienia, koncentracja plemnikow 1 odsetek zywych
normalnych plemnikéw (odpowiednio 0,338 mL; 3658 szt / ul i 94,6%) byty
nizsze u chimer, w pordwnaniu z grupa kontrolng (0,427 mL; 4520 szt. / pl; 1
97,6%). Wplyw ten dotyczyl takze niektorych parametrow kinetycznych
plemnikéw, analizowanych przy uzyciu systemu komputerowej analizy
plemnikow (CASA). Zwlaszcza wspodtczynnika liniowosci (LIN), indeksu
prostoliniowo$ci (STR) i $redniej amplitudy bocznego przesunigcia (ALH). W
przypadku kur tylko odsetek zarodkéw zamartych w III stadium byt istotnie
wyzszy (p < 0,03) w grupie CH (25,8), w poréwnaniu z grupa WL (16,7).
Zidentyfikowano ponadto jedng kure i dwa sterylne koguty.

Przeprowadzone badania nie wyjasniaja w pelni mechanizméow
wzajemnego oddziatywania komoérek egzo- i endogennych u chimer, ale moga
stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych prac w tej dziedzinie.
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7. SUMMARY

Influence of germ line chimerism on chicken reproductive traits

Germline chimeras are one of the best tools for studying bird embryo
development, as well as the transgenic bird’s production or endangered species.
The production of germline chimeras involves the incorporation of exogenous
primordial germ cells (PGCs) into the gonadal tissue of the recipient embryo.

The experiment described here was designed to study the effect of germ
line chimerism on reproductive traits of chicken. Chimeras were created from
purified PGCs isolated from gonads of 5.5-day old donor Green-legged
Partridgelike embryos and injected into blood vessels of 3-day old recipient
White leghorn embryos. In 34 germ line chimeras — CH group /19 cocks and
hens 14/, identified by PCR method, and in 18 control birds — WL group (not
manipulated), raised and housed in the same environmental conditions, 43
reproductive traits were investigated.

For statistical evaluation of the results, two-way analysis of variance
(ANOVA) followed by Duncan’s multiple-range test was applied. Chimerism
significantly (p < .01) affected 9 of the studied traits. In most cases they
concerned the male traits. Sperm volume, sperm concentration, and percentage
of live normal spermatozoa (0.338 mL; 3658 / ul; and 94.6%, respectively)
were lower in chimeras, compared to the control group (0.427 mL; 4520 / ul;
and 97.6%). This impact affected also some kinematic parameters of motile
spermatozoa, analysed using a computer-assisted sperm motility analysis
(CASA) system. Especially, linearity coefficient (LIN), straightness coefficient
(STR), and mean amplitude of lateral head displacement (ALH). In case of
hens, only the percent of late dead embryos was significantly higher ((p < 0.03)
in CH group (25.8), compared to WL group (16.7). In addition, one hen and two
sterile cocks were identified.

This study does not fully explain the mechanisms of interaction
between exogenous and endogenous cells in chimeras, but they can be a starting
point for further work in this field.
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9. ANEKSY

9.1. Ryciny

9.1.1.Koguty

Ryc. 1. Wptyw chimeryzmu na procent plemnikow normalnych (X+SD) oraz
plemnikéw wadliwych (X£SD).
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Ryc. 2. Wptyw chimeryzmu na obj¢tos¢ nasienia kogutow
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Ryc. 3. Wptyw chimeryzmu na koncentracje plemnikow kogutow
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Ryc. 4. Wptyw chimeryzmu na procent zywych ruchomych plemnikéw
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Ryc. 5. Wptyw chimeryzmu na obj¢tos¢ ALH (aplituda linearnosci ruchu
glowki)
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Ryc. 6. Wptyw chimeryzmu na dojrzatos¢ piciowq kur
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Ryc. 7 Wptyw chimeryzmu na liczbe somitow w 72 godzinie inkubacji

Ilo$¢ somitow w 72 godzinie inkubacji
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Ryc. 8. Liczba somitow w 72 godzinie inkubacji, w zaleznosci od masy ciata
nioski

Grupa: chimera ilo$¢ somitow w 72 godzinie inkubacji = 10,6194+5,0627*x; 0,95 Prz.Ufn.
Grupa: kontrola ilo§¢ somitow w 72 godzinie inkubacji = 3,3736+10,2149*x; 0,95 Prz.Uf.
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9.2. Tabele

9.2.1.Koguty
Tabela 1. Wptyw chimeryzmu na dojrzatos¢ piciowa kogutow i podstawowe parametry nasienia
Cecha Chimera Nomisl Wynik Warto$¢
i SD Me i SD Me testu P
Dojrza%srfi/pmowa 127,4 13,7 120,0 123,4 13,3 118,0 0,586 0,558
Objetos¢ nasienia 0,338 0,179 0,325 0,428 0,188 0,450 -3,615 0,000
/mL/
Koncentracja plemnikéw 3658 2121 3480 4520 1696 4547 -3,624 0,000
szt. / ul
Zywych normalnych 94,6 15,1 98,6 97,6 7.9 99,1 -2,885 0,004
plemnikow %
Tabela 2. Wptyw chimeryzmu na procent plemnikéw o r6znej morfologii
| Procent plemnikéw | Chimera | Kontrola [Wynik testu] Warto$¢ p |
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X SD Me X SD Me
. 60,10% | 27,90% | 68,20% | 72,60% | 18,00% | 78,50% -3,023 0,003
Prawidtowych

0,70% 1,10% 0,30% 0,80% 1,10% 0,30% -1,084 0,278

Rozdegtych

0, 0, 0, 0, 0, 0,

Akrosomalnych 15,20% | 18,60% 5,80% 9,30% 10,90% 5,80% 1,189 0,235
4,00% 6,20% 1,20% 4,50% 6,90% 1,70% -0,865 0,387

Zatamanych
0,80% 0,90% 0,70% 1,20% 2,10% 0,70% -2,090 0,037

Splatanych
1,50% 2,90% 0,30% 1,10% 1,90% 0,30% 0,300 0,764

Spermatydy
Plemnikow z innymi 0,50% 1,80% 0,00% 0,40% 1,00% 0,00% -0,231 0,817

wadami
9,30% 13,20% 3,70% 8,00% 9,20% 5,00% -1,004 0,315
Martwych
Tabela 3. Wptyw chimeryzmu na ruchliwos¢ plemnikow SCA (sperm class analyzer)
Chimera Kontrola . L
Cecha F SD Me . sD Me Wynik testu| Warto$¢ p

VCL 94,9 32,5 96,4 99,1 31,2 94,3 -0,588 0,556
VSL | | 53,4 53,6 21,8 50,0 0,486 0,627
726 | 292 | 704 73,8 27,6 69,0 -0,178 0,858
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VAP

LIN 55,8 14,3 56,4 52,6 8,9 52,4 2,280 0,023
STR 73,6 13,2 75,6 71,6 6,3 71,1 3,015 0,003
WOB 73,4 13,3 74,6 72,9 7,1 73,3 1,471 0,141
ALH 3,4 0,8 3,5 3,6 0,6 3,6 -2,743 0,006
BSH 8,0 1,7 8,4 8,1 11 8,2 1,593 0,111

VCL (krzywa predkosci), VSL (pr¢dko$¢ linearna), VAP ($rednia warto$¢), LIN (indeks liniowosci), STR (indeks
prostoliniowosci), WOB (indeks oscylacji) ALH (Srednia amplituda linearnosci ruchu gtowki), BSH (Czestotliwosé

krzyzowania toréw ruchu plemnikow)

Tabela 4. Wptyw chimeryzmu na wielko$¢ jader i przydatki glowowe

Chimera Kontrola
Parametry — — Wartos$¢ p
¥+ <N x £ SD
Dojrzatos¢ ptciowa 1234 + 133 0,558
Dtugos¢ prawego jadra 456 = 55 46,3 £ 44 0,746
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Chimera Kontrola
Parametry — — Wartos¢ p

X +SD x +SD
Szeroko$¢ prawego jadra 242 £ 31 252 + 3,2 0,371
Dlugos¢ lewego jadra 437 + 4,6 44,0 £ 4,3 0,931
Szerokos$¢ lewego jadra 236 = 29 238 = 24 0,860
Masa prawego jadra 114 + 3,2 12,2 + 2,7 0,492
Masa lewego jadra 109 + 3.1 108 + 15 0,464
Dtugosc¢ grzebienia 1255 £ 11,0 129,1 + 94 0,376
Szeroko$¢ grzebienia 651 + 6,6 672 + 79 0,435
Dhugos¢ dzwonka prawego 615 + 6,8 64,7 £ 7,1 0,229
Szerokos¢ dzwonka prawego 488 = 64 50,3 £ 5,7 0,529
Dtugos¢ dzwonka lewego 59,2 = 8,1 62,3 £ 6,9 0,293
Szeroko$¢ dzwonka lewego 48,2+ 6,1 50,4 + 48 0,325




Tabela 5. Wspotczynniki korelacji wybranych cech kogutéw w grupie chimer
21z |z 2|2 |2 2|5 |s|8|ls|8s|8|: |22z S| 2|2 g |28 |vE| 222222 |5
2 § 15| 5|2 2 & 2 ) Ef H H z z 2 = P z 3| £ Z |2 |EF|zz2)| % 5 s | 5|35 3 |2
Sl |22 22| 2|58 |5 |2|2|=2|2] 3 g |5 2l E| 2|12 |22 2|2 2 |5|¢8]| ¢ |2
gl 213|833 Sl e | |2 ¢ - Slz 5|88 22|32 |2]|2]¢|2
212 2 2121 E 5|8 =g S T T - 1 - - I I A -
H g £ & g El = o] 3
52 |2]°|2]5|°]°
= S 3
Objeto$¢ nasienia [ml]
Dojrzalo$é plciowa -0,307|
Dhugos¢ prawego jadra -0,030[-0,158
Szerokosé prawego jadra -0,236[-0,358] 0,320
Dhugosé lewego jadra 0,212{-0,155| 0,717 | 0,247
Szerokosé lewego jadra 0,069 |-0,520| 0,409 | 0,409 | 0,668
Masa prawego jadra -0,237[0,112] 0,118 0,402 [ 0,134{ -0,073
Masa lewego jadra -0,063| 0,379 |-0,205| 0,063 | 0,078 | -0,201 | 0,766
Dlugo$¢ grzebienia 0,506 [-0,303| 0,033 |-0,067|0,334| 0,279 | 0,062 | 0,216
Szerokos¢ grzebienia 0,470-0,153 0,170|-0,055| 0,566 | 0,233 | 0,045| 0,333 | 0,779
Dhugo$¢ prawego dzwonka 0,505 |-0,324|-0,064/ -0,056 | 0,260 | 0,339 |-0,182| -0,130 | 0,587 | 0,534
Szeroko$¢ prawego dzwonka 0,534 |-0,310|-0,061/-0,204 (0,231 | 0,100 |-0,060| -0,101 | 0,673 | 0,539 | 0,843
Dhugos¢ lewego dzwonka 0,444 1-0,272| 0,026 | 0,008 | 0,342| 0,327 | 0,099 | 0,139 | 0,689 | 0,588 |0,912 0,805
Szerokos¢ lewego dzwonka 0,643 -0,481/ 0,078 |-0,073|0,443| 0,393 |-0,129| -0,076 | 0,613 | 0,618 0,869 (0,8130,843
Koncentracja plemnikow [ul] 0,904 |-0,470]-0,103| -0,218/ 0,060 | 0,052 |-0,191] -0,129 | 0,562 | 0,433 | 0,618]0,658|0,512|0,680
% plemnikow 0,426 |-0,455|-0,045/ 0,295 [-0,098| 0,080 | 0,083 | 0,019 | 0,590 | 0,205 |0,177|0,238|0,236|0,238 0,501
Ruch postgpowy plemnikow -0,117|-0,395| 0,113 | 0,379 [-0,244( -0,049 | 0,014 | -0,135 | 0,083 |-0,145|-0,307|-0,255|-0,208|-0,298| -0,058 | 0,612
VCL (krzywa predkosci)) 0,148-0,318| 0,184 | 0,255 [-0,081| -0,012 | 0,124 | 0,023 | 0,379 | 0,062 |0,0080,041|0,170|-0,024| 0,232 | 0,720 | 0,844
VSL (predkos¢ linearna) -0,195|-0,181/ 0,182 0,340 |-0,137|-0,031 | 0,165 | 0,052 | 0,194 |-0,096 |-0,207|-0,189|-0,023|-0,260| -0,123 | 0,575 | 0,892 | 0,930
VAP (§rednia wartos§¢) -0,029|-0,258| 0,186 | 0,296 |-0,122| -0,029 | 0,139 | 0,026 | 0,276 |-0,028|-0,104(-0,079/ 0,069 |-0,155| 0,051 | 0,640 | 0,888 | 0,981 0,982
LIN (indeks liniowosci) -0,299|-0,145| 0,047 | 0,427 [-0,197| 0,007 | 0,230 [ 0,071 | 0,150 |-0,186|-0,323|-0,268|-0,192|-0,313| -0,242 | 0,687 | 0,764 | 0,665|0,794 | 0,728
STR (indeks prostoliniowosci) -0,058|-0,262 0,006 | 0,378 |-0,149| 0,091 | 0,181 | 0,040 | 0,319 |-0,083|-0,145(-0,089-0,036|-0,084| 0,006 | 0,838 | 0,666 | 0,643|0,682 | 0,652 | 0,948
'WOB (indeks oscylacji) -0,036/-0,290| 0,006 | 0,371 |-0,201| 0,032 | 0,168 | 0,020 | 0,328 |-0,082|-0,137(-0,073|-0,029|-0,115| 0,049 | 0,862 | 0,762 | 0,750|0,776 | 0,760 | 0,955 | 0,982
ALH ($rednia amplituda [i ruchow glowki 0,533 -0,445| 0,057 | 0,102 0,111 | 0,045 -0,034 | 0,622 | 0,197 | 0,369|0,406| 0,466 [0,405| 0,648 | 0,866 | 0,490 | 0,794 0,578 0,683 | 0,457 | 0,628 | 0,675
BSH §¢ % ia torow ruchu p ik 0,190 [-0,205(-0,119] 0,153 |-0,192| 0,118 | 0,022 | 0,028 | 0,543 | 0,031 |0,212|0,1670,3280,167| 0,262 | 0,831 | 0,488 | 0,676|0,619| 0,637 | 0,675 0,798 | 0,802 | 0,825
Odsetek prawidlowych plemnikow 0,689 -0,714/ 0,241 0,164 | 0,200| 0,149 |-0,130| -0,353 | 0,276 | 0,206 |0,280 0,429 0,204 | 0,534 | 0,701 | 0,535 | 0,266 | 0,284 |0,040| 0,163 | 0,033 | 0,206 | 0,233 | 0,519 | 0,142
Odsetek rozdetych plemnikow 0,134 -0,422| 0,161 | 0,045 [ 0,277 0,420 |-0,457| -0,305 | 0,237 | 0,303 |-0,047|-0,074|-0,131|0,137 | 0,083 | 0,245 | 0,331 | 0,1280,130| 0,120 | 0,140 0,185 | 0,162 | 0,115|0,145| 0,282
Odsetek akrosomalnych plemnikow -0,011|-0,478[ 0,120| 0,479 0,081 0,378 | 0,091 | -0,190 | -0,169 |-0,247 |-0,173|-0,205|-0,157|-0,035| -0,021 | 0,140 | 0,116 |-0,084|-0,088(-0,093| 0,086 | 0,152 | 0,107 | 0,024 [ 0,033 0,239 | 0,257
Odsetek zalamanych plemnikow 0,169 [-0,530(-0,150| 0,191 | 0,141 0,566 |-0,438| -0,336 | 0,165 | 0,092 |0,2680,0920,194|0,295| 0,145 | 0,215 | 0,292 | 0,191|0,154| 0,171 | 0,088 | 0,158 | 0,140 0,221 (0,208 0,228 | 0,608 | 0,237
Odsetek splatanych plemnikow 0,339-0,553| 0,221 0,144 [ 0,136 | 0,382 |-0,225| -0,261 | 0,034 |-0,015 |-0,160|-0,238|-0,240| 0,021 0,369 | 0,314 | 0,307 | 0,249 0,134 | 0,192 | 0,042 0,126 | 0,151 | 0,323 0,143 0,450 0,607 | 0,510 |0,314
Odsetek spe ik 0,037 |-0,228| 0,124 | 0,545 [-0,078| 0,048 | 0,179 | -0,036 | -0,219 | -0,286 |-0,240|-0,285|-0,134|-0,149| -0,051 | 0,181 | 0,218 | 0,096 | 0,093 | 0,094 | 0,101 0,125 |0,122| 0,117 |0,141| 0,194 | 0,003 | 0,785 | 0,009 0,349
Odsetek plemnikéw z innymi wadami 0,409 |-0,191|-0,273| -0,084(-0,021| 0,191 |-0,505| -0,297 | 0,235 | 0,185 |0,339|0,226|0,187|0,323 0,383 | 0,191 | -0,082|-0,070|-0,211|-0,158|-0,203|-0,025|-0,079| 0,207 | 0,189 0,192 | 0,439 | 0,140 | 0,651(0,182| 0,044
Odetek martwych 0,540 [-0,378|-0,257| -0,027|-0,156| -0,040 | -0,197| -0,368 | 0,114 |-0,0620,4340,5280,2170,396 | 0,670 | 0,302 | -0,074 | 0,029 |-0,202|-0,088|-0,158| 0,016 | 0,031 | 0,345 | 0,056 | 0,609 |-0,140| -0,002 | 0,231 0,055 | -0,109 | 0,455

Ta strona bedzie sktadang wklejka!
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Tabela 6. Wspotczynniki korelacji wybranych cech kogutow w grupi

e kontrolnej

22 gl |z le |e |3 |3 (3 |2 12 [2 |8 |2 |8 |E |3 |2 |8 |2 1T |2E1E |2 |E O|E |EO|E|Z
s |2 (2 |2 |2 |2 (2 |§ |[5 [ [ [ [ |2 |2 |& |§ |z |2 |Z 2 |z (€512 |2 |8 |2 |8 |8 |®
2 1z |z z |z H H - & s ls g |a |2 EE Solg |z |2 s |5 |E2|= |= |= = |2 [= S
< |2 (B |2 |2 JE 2 |2 1B |2 |2 |2 |2 |2 |= |z [E |2 |E |z |2 |2 |E |75 |5 |8 |8 |5 |= |8
O e - - R | I - O - - - R - S - - - O - - - E S =N - - S -
S 2 21212 F IF |12 1215 2 |2 |8 TS IElE IElE s | 12l IEOIE|IE IR |2
2 |8 [ |2 21% | |8 £ |E gl 12 IE 1B 12 12 |2 % IE |2 |z |F |7 |B |Z
E ’ R IE |z |2 s 7 ) SUEROIE |E 1R I |1 | |2 |E |5
’ R EFPT
s |z 3
=
2
Objetos¢ nasienia [ml]
Dojrzalo$ piciowa 0,792
Diuge rawego jadra -0,550 | 0,647
Szerokosé prawego jadra -0,154] -0,089| 0,010
Dlugos¢ lewego jadra 0,021 [ -0,084| 0481 | -0,388
Szerokos¢ lewego jadra -0441] 0291 | 0618 | 0647 | 0,134
Masa prawego jadra 0,585 | 0,309 | 0482 | 0560 | 0,192 | 0,849
Masa lewego jadra 0642] 0,379 0391 [ 0,099 [ 0337 0438 | 0,711
Dlugos¢ grzebienia -0,132| 0,088 | -0,166 | 0,361 | -0,121)| 0,274 | 0415 | 0576
Szerokos¢ grzebienia -0,122| 0,322 | -0,085 | 0,125 |-0,127| 0,095 | 0,143 | 0,250 0,805
Dlugo$¢ prawego dzwonka -0,140( 0,227 | 0,153 | 0,317 | 0,033 | 0425 | 0523 | 0,588 | 0852 | 0,711
Szerokos¢ prawego dzwonka 0212 | -0,234 | -0,047 | 0,469 |-0,008 0470 | 0357 | 0,261 0,702 | 0517 | 0,779
Dlugos¢ lewego dzwonka -0,331( 0,446 | 0,293 | 0,170 | 0,027 [ 0,294 | 0388 [ 0615 | 0,727 | 0,692 | 0,909 | 0,609
Szerokos¢ lewego dzwonka 0,024 | 0129 | 0,042 | 0,146 | 0,039 | 0373 | 0481 | 0453 | 0,766 | 0,648 | 0,848 | 0,714 | 0,649
Koncentracja plemnikow [pl] 0,59 | -0,577 | -0,246 | 0,559 | -0249| 0,202 | 0,110 | -0418 | 0,035 | -0,179 | -0,031| 0,362 | -0,258 -0,042
% plemikow 0576 | -0,733/-0,341| 0,282 | 0,118 | 0,234 | 0,026 | -0,182 | 0,220 | 0,026 | 0,080 | 0,623 | -0,208| 0,256 | 0,621
Ruch postgpowy plemnikow -0,006| -0,278 | -0,357 | 0,178 |-0,179| 0,124 | 0,039 | -0,010 | 0,262 | 0,251 | 0,038 | 0,454 | -0,015] 0,133 | -0,007 | 0,601
VCL (krzywa predkosci) 0,143 | -0,458|-0,245| 0,021 | 0,293 | 0,011 | 0,064 | 0103 | 0,171 | 0,129 | 0,039 | 0,423 | -0,003| 0,158 | -0,131 | 0,601 | 0.806
VSL (predkosé lineana) 0,106 | -0,414 | -0,287 | -0,063 | 0,247 | -0,054 | 0,043 | 0,091 0,160 | 0,156 | 0,028 | 0,367 | 0,003 | 0,148 | -0,227 | 0,519 | 0,807 [ 0,990
VAP ($rednia warto$¢) 0,111 | -0,427 | -0,266 | -0,049 | 0,274 | -0,034 | 0,085 | 0,109 | 0,167 | 0,145 | 0,034 | 0,382 | 0,008 | 0,149 | -0,201 | 0,537 [ 0,797 | 0,996 | 0,998
LIN (indeks liniowosci) 0,345 | -0,595 | -0,554 | 0,022 | 0,012 | -0,113 [ -0,092 | -0,116 | 0225 | 0,193 | 0,034 | 0,468 |-0,094( 0,196 | 0,038 | 0,713 | 0,879 | 0,909 | 0,914 | 0905
STR (indeks prostoliniowosci) 0,488 | -0,681 | -0,580 | 0,086 | -0,032| -0,061 | 0,129 | -0224 | 0,217 | 0,158 | 0,032 | 0,532 | -0,161| 0,220 | 0,247 | 0,841 | 0,843 | 0,822 | 0,807 | 0,801 | 0,970
WOB (indeks oscylacji) 0,306 | -0,586 | -0,538 | 0,029 | 0,040 | -0,118 | 0,071 | -0,063 | 0,244 | 0,195 | 0,041 | 0,460 | -0,068| 0,185 | 0,007 | 0,685 [ 0,873 | 0,934 | 0,939 | 0,933 | 0,995 | 0,948
[ALH ($rednia amplituda linearo$ci ruchu glowki) 0,546 | -0,717|-0,356 | 0,322 | 0,070 [ 0,229 | 0,044 [ -0,171 | 0,253 | 0,071 | 0,104 | 0,658 | -0,161| 0,288 | 0583 | 0,985 [ 0,659 | 0,677 | 0,601 | 0,619 | 0,768 | 0,873 | 0,749
BSH (czgstotliwos¢ krzyzowania torow ruchu plemnikow 0561 | -0,697(-0,382| 0,279 | 0,051 | 0,201 | 0,014 | -0240 | 0,222 | 0,108 | 0,094 | 0,645 | -0175)| 0,298 | 0527 | 0,974 | 0,694 | 0,691 | 0,629 | 0,640 | 0,810 | 0,912 | 0,782 [ 0,988
(Odsetek prawidlowych plenmikow 0,285 | -0,501 | -0,071 | 0,639 | 0,092 | 0556 | 0,296 | -0,062 | 0,289 | 0,104 | 0,189 | 0,643 | -0,063| 0,169 [ 0,698 | 0,854 | 0,482 | 0,404 | 0,310 | 0,335 | 0,457 | 0,584 | 0,439 | 0,834 | 0,807
Odsetek rozdgtych plemnikow -0,031(-0,245| 0,058 | -0,021 | 0,362 | 0,373 [ 0,470 [ 0,193 | -0,136 | -0,337 | -0,052| 0,074 | -0,297 | 0,170 | -0,097 | 0,382 | 0,252 | 0,318 | 0,313 | 0,306 | 0,331 | 0,350 | 0,300 | 0,322 | 0,364 | 0,271
(Odsetek akrosomalnych plemnikow 0,649 | -0,306 | -0,368 | -0,090 | -0,006 -0,279 | -0.430 | -0424 | 0274 | 0460 | 0,078 | 0,197 | -0,087| 0,251 | 0435 | 0,403 [ -0,025 | -0,011 | -0,045| -0,039 | 0,153 | 0,275 | 0,126 | 0,383 | 0,394 | 0,283 | -0,338
Odsetek zalamanych plemnikow 0,611 | -0,507 | -0,470 | -0,520 | 0,106 | -0,495 | 0,343 | -0,206 | -0,089 | -0,142 | -0,064 | 0,086 | -0,189| 0,292 | -0,084 | 0,302 [ 0,129 | 0,379 | 0,401 | 0,390 | 0,475 | 0,479 | 0,458 | 0,325 | 0,360 | -0,206 | 0,288 | 0,203
Odsetek splatanych plemnikow 0,232 | -0,564 | -0,361 | -0,155 | 0,047 [ -0,262 [ -0,258 | -0,325 | -0,566 | -0,718 | -0,812| -0,449 | -0,888 [ -0,568| 0,158 | 0,333 [ 0,263 | 0,313 | 0,299 | 0,301 | 0,339 | 0,353 | 0,338 | 0,313 | 0,296 | 0,120 | 0,411 | -0,117 | 0,300
Odsetek spermatydy plemnikow 0,378 | -0,074|-0,421| 0,182 | -0,367| -0,116 | 0,228 | -0,346 | 0,493 | 0,713 | 0,267 | 0,321 | 0,113 | 0,400 | 0,334 | 0,297 | 0,173 | -0,020 | -0,019 -0,030 | 0,206 | 0,296 | 0,176 | 0,319 | 0,356 | 0,277 | -0,386 | 0,862 | 0,026 | -0,310
Odsetek plermikow z innymi wadami 0,469 | -0,280 | -0,187 | -0,495 | 0,120 | -0,196 | 0,151 | -0,086 | -0,04 | -0,216 | 0,044 | 0,115 | -0,129| 0,401 | -0,023 | 0,260 | -0,025 | 0,083 | 0,083 | 0,073 | 0,203 | 0,274 | 0,158 | 0,223 | 0,258 | 0,179 | 0,476 | 0,084 | 0,852 | 0,175 | -0,088
Odetek martwych plemnikow 0,363 | -0,332| -0,323 | 0,039 | -0.310| -0,142 | 0423 | -0,141 | 0,145 | -0,047 | -0,008| 0,343 | -0,018| 0,010 | 0468 | 0472 | 0373 | 0,127 | 0,062 | 0,076 | 0,274 | 0,387 | 0,252 | 0,450 | 0,397 | 0,270 | -0,208 | 0,214 | 0,187 | 0,166 | 0,138 | 0,259

Ta strona bedzie sktadang wklejka!
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9.2.2.Kury

Tabela 7. Wptyw chimeryzmu na wybrane cechy kur

Procent Chimera Kontrola Wynik Warto$é
X SD Me X SD Me testu p
Masa ciata 1,3 0,3 1,245 1,3 0,3 1,25 -0,280 0,780
g/
Wiek osiggniecia
dojrzatosci ptciowe;j 137,8 9,5 139 131,0 9,3 126 1,237 0,216
/dni/
Maig Jaa 54,4 5,9 5315 | 551 6,3 546 | -0972 | 0331
liczba somitow 174 5,2 18 17,8 53 19 -0,826 0,409
[szt/.
Tabela 8. Wptyw chimeryzmu na wyniki lggu
Grupa Natozor | one jaja Zamarte zarodki Wylezone piskleta
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N 81 71 31 40
Chimera
o 100 87,7 38,3 49,4
0
N 45 42 12 30
Kontrola
o 100 93,3 26,7 66,7
0
Wartosé p 0,500 0,392 0,237 0,074
Tabela 9. Wptyw chimeryzmu u kur na zamarte zaradki w L 11, 111 stadium
Grupa Zamarte | stadium | Zamarle II stadium | Zamarte III stadium
zarodKi zarodKi zarodKi
Chimera N 31 23 2 6
% 38,3% 74,2% 6,5% 19,4%
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Kontrola N 12 10 2 0
% 26,7% 83,3% 16,7% 0%
Wartos¢ p 0,2371 0,2833 0,3747 0,03
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V.

Tabela 10. Wspotczynniki korelacji wybranych cech kur w grupie chimer

llos¢ somitow w 72 godzinie inkubacji

E E E
= = = =
N I I I
— z 3 3 3
_g _E — (] o
= > z z =z
= z o — = = =
= 3 0§ g s 5 s
E = vl 'D—n = g E PC* ;C* J':C* =
= = 2 = E S = 2 = z 2
= = 2 = = = @ = = = I
2 = = o =2 s = ~ = 3 =
© 3 = 3 Nrd = E v Rrd B2 =
Zmienna = = a = 2 ~ o 2 2 2 =
Tydzien zycia
Masa ciata kury [g] 0,908
Dojrzatosc ptciowa [dni] -0,361
Masa jaja [g] 0,092 0,183 0,055
Ilosc somitow w 72 godzinie inkubacji 0,108 0,118 0,127 -0,031
llosc jaj inkubowanychw 72 h 0324 -0,268 0,604 01
Zaptodnione jaja 01%| -0,541] -0,033 0,047 0,465
Zamarte zarodki -0,11 0,481 0,436 0,284 0,294 -0,616
Ilodc zamartych jaj w 1 stadium -0,084 0,571 0,346 0,24 0,126 -0572 0,894
llosc zamartych jaj w 2 stadium -0,152| -0,153| -0,101 0408 -0,156 0| -0,052] -0,261
Ilosc zamartych jaj w 3 stadium -0,013 0,252 0,393 -0,11 0,279 -0,458 0,458 0,131 0,09
Rozlane jaja 0122 -0,26 0663 -0,008 0,452 -0,013 0,252 -0,008 0,09 0,48
Komodrki blastodermalne -0,133] -0072 0,115 0,181 0,063 0,134 -0,092 0,243 0,19 0,103 0,163 0,078
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Tabela 11. Wspoétczynniki korelacji wybranych cech kur w grupie kontrolnej

llo$¢ somitéw w 72 godzinie inkubacji

ilos¢ jaj inkubowanych w 72h

llo$¢ zamartych jaj w 1 stadium

llos¢ zamartych jaj w 2 stadium

llo$¢ zamartych jaj w 3 stadium

{E
S
©
=8 2 =2 =
3 g | 3 ¥ | 3
= =} o oo fust
& = 3 %’ s 8 =
5 z g s 5 2 2
= 2 N 2 L2 @ o
° © 5 @ o8 £ N
Zmienna = > a > S S o
Tydzien zycia
Masa ciata kury [g] 0,842
Dojrzatos$¢ ptciowa [dni] -127
Masa jaja [g] 0,273 0,482 -0,685
llo$¢ somitdw w 72 godzinie inkubacji 0,585 0,553 -0,573 0,203
llo$¢ jaj inkubowanych w 72 h -0,448 0,253 -0,231 -0,37
Zaptodnione jaja 0,355 -0,037 0,074 0,224 0,12
Zamarte zarodki -0,472 -0,123 0,056 -0,047 0,344 -0,796
llo$¢ zamartych jaj w 1 stadium -0,472 -0,123 0,056 -0,047 0,344 -0,796 1
llo$¢ zamartych jaj w 2 stadium -0,515 0,618 -0,612 -0,618 0,441 -0,635 0,642
llo$¢ zamartych jaj w 3 stadium
Rozlane jaja 0,319 -0,16 0,316 -0,479 0,171 0,164 -0,249 -0,249 -0,258
Komorki blastodermalne -0,067 -0,035 0,482 0,114 -0,052 -0,496 -0,571 0,135 0,135 0,525 -0,325




9.

Tabela 12. Warto$ci cech chimer w poréwnaniu do grupy kontrolnej

Grupa

Lp. Cecha Chimera Kontrola
J d
1 Objetos¢ nasienia v 7
2 Koncentracja plemnikow v Vs
3 % plemnikow ruchliwych v 2
4 Dojrzatos¢ plciowa 0 0
5 STR (indeks prostoliniowosci) 2 v
6 WOB (indeks oscylacji) 0 0
7 LIN (indeks liniowosci) 2 v
8 VAP ($rednia warto$¢) 0 0
9 VSL (predkos$¢ linearna) 0 0
10 VCL (krzywa predkosci) 0 0
11 ALH (aplituda linearno$ci ruchu gltéwki) v 2
12 BSH (Czestotliwos¢ krzyzowania ruchu plemnikdw) 0 0
13 Prawidlowe plemniki v 2
14 Rozdgte plemniki 0 0
15 Akrosomalne plemniki 0 0
16 Zatamane plemniki 0 0
17 Splatane plemniki v 2
18 Spermatydy 0 0
19 Plemniki z innymi wadami 0 0
20 Martwe plemniki 0 0
21 Dtugos¢ jadra prawego 0 0




cd. tabeli 12

L

22 Szerokos$¢ jadra prawego 0 0
23 Dhugos¢ jadra lewego 0 0
24 Szerokos¢ jadra lewego 0 0
25 Masa jadra prawego 0 0
26 Masa jadra lewego 0 0
27 Dtugosc¢ grzebienia 0 0
28 Szeroko$¢ grzebienia 0 0
29 Dlugo$¢ dzwonka prawego 0 0
30 Szerokos¢ dzwonka prawego 0 0
31 Dhugos¢ dzwonka lewego 0 0
32 Szerokos¢ dzwonka lewego 0 0
33 Masa ciata kury 0 0
34 Wiek dojrzatosci piciowej 0 0
35 Masa jaj 0 0
36 Zaptodnienie 0 0
37 Zamarte zarodki 0 0
38 Zamarle zarodki w I stadium 0 0
39 Zamarte zarodki w II stadium 0 0
40 Zamarte zarodki w 111 stadium 2 v
41 Wylag z jaj natozonych 0 0
Liczba komérek blastodermalnych w 24 godz.
42 | Inkubacji 0 0
43 Liczba somitéw w 72 godz. Inkubacji 0 0

Objasnienia: vwarto$¢ cechy chimery statystycznie istotnie mniejsze, 7- warto$¢ cechy chimery statystycznie istotnie
wiegksza, 0-brak wplywu



9.3. Fotografie

Fot. 2. Zdjecie wychoéw kogutow chimer i kontroli
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Fot. 4. Zdjecie kurki chimera

79



Fot. 6. Zdjecie nasienia kogutow pod mikroskopem
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Fot. . Zdjecia kogutéw chimer; nr 2022, 1058, 1051
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Fot. 10. Zdjgcia grzebienia, dzwonkow jader kogutow chimer

Fot. 11. Zdjecia grzebienia, dzwonkow, jader kogutow chimer
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Fot. 12. Zdjgcia grzebienia, dzwonkow, jader kogutow kontroli

Fot. 13. Zdjecia grzebienia, dzwonkow, jader kogutéw kontroli
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