NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Analiza procesu eliminacji genomu w gametogenezie hybrydogenetycznych

mieszancow zab zielonych Pelophylax esculentus complex

Czas trwania projektu 01.06.2016 - 30.10.2018

2.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): zaba wodna/Pelophylax esculentus, hybrydogeneza,

eliminacja genomu, porownawcza hybrydyzacja genomowa, rozwdj gonad
3.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) - A

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowe;j

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkoéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony srodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia

kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okreslic cel naukowy lub edukacyjny do§wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Zaba wodna Pelophylax esculentus (RL) jest mieszancem migdzygatunkowym, ktéry posiada genom
gatunkow rodzicielskich Pelopylax ridibundus (RR) i Pelophylax lessonae (LL). Zaby wodne sa zdolne
do reprodukcji dzigki zjawisku hybrydogenezy, polegajacej na eliminacji jednego z genomdéw gatunkow
rodzicielskich z komorek linii plciowe] mieszanca 1 przekazaniu do gamet genomu drugiego z

gatunkow.

Celem projektu jest opis i wyjasnienie na poziomie komoérkowym, tkankowym i1 molekularnym

mechanizmu eliminacji genomu u mieszancoéw o genotypach diploidalnych RL oraz triploidalnych RLL




i RRL. U kijanek i osobnikow juwenilnych planujemy pobranie gonad do badan cytologicznych i
molekularnych, ktére maja wyjasni¢ przebieg procesu tworzenia i degradacji mikrojader, jako

przypuszczalnego nosnika eliminowanego genomu.

Osobniki doroste do badan zostang odlowione ze stabilnych, licznych populacji (wieloletni monitoring),
co nie spowoduje dla nich zagrozenia. Kijanki o okreslonych genotypach uzyskamy w wyniku
sztucznego zaptodnienia 0sobnikéw gatunkoéw rodzicielskich i mieszancoéw. Samice bedg pobudzane do
owulacji jaj przez podanie hormonu gonadotropowego. U czeSci samcoOw mieszancowych bedzie
pobierane operacyjnie jedno jadro do zaptodnienia, a po wybudzeniu samiec bedzie hodowany przez 2-3
tygodnie. Od osobnikéw dorostych oraz od kijanek pobrane zostang tkanki do badan chromosomowych,

histologicznych i molekularnych (u$miercenie osobnikow).

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Badania beda przeprowadzone na gatunkach: Zaba wodna Pelophylax esculentus, Zaba $mieszka Pelopylax
ridibundus, Zaba jeziorkowa Pelophylax lessonae. Wéréd wszystkich dostepnych zwierzat laboratoryjnych nie ma
gatunkow o tak unikatowym procesie gametogenezy i sposobie reprodukcji (hybrydogeneza). Nie ma zatem

mozliwosci prowadzenia badan na innych gatunkach jak wystepujace w Polsce zaby zielone.

W celu zapewnienia powtarzalnosci metod badawczych i liczebnosci grup do analizy statystycznej nalezy
wykona¢ co najmniej 28 krzyzowek, w ktorych zostanie uzytych 28 osobnikéw rodzicielskich, poddanych
procedurom. Aby zrealizowa¢ zatozenia projektu, krzyzowaniu nalezy podda¢ mieszance diploidalne o genotypie
RL oraz triploidalne o genotypie LLR, oraz osobniki czystych gatunkéw. Dodatkowo nalezy przeprowadzic¢
badania skutecznosci usuwania genomu na 30 osobnikach juwenilnych i dorostych. Liczebnos¢ osobnikow
juwenilnych jest uzasadniona brakiem mozliwo$ci rozpoznania ptci na podstawie cech zewnetrznych, wigc aby
uzyskac¢ statystycznie istotny wynik i pozyska¢ okoto 10 samcoéw nalezy dokonaé preparacji 20 osobnikow. W
przypadku samcow 10 osobnikow bedzie stanowito reprezentatywng grupe badawcza. W przypadku osobnikow
larwalnych do uzyskania grup statystycznych nalezy pozyskac¢ 360 osobnikéw (30 os. zaby $mieszki, 30 os. zaby
jeziorkowej, 300 os. zaby wodnej). Liczba krzyzowek i pobieranych do badan osobnikéw dorostych oraz
larwalnych jest rowniez uzasadniona z powodu duzej $miertelnosci i wad rozwojowych (esculenta syndrom),
obserwowanych u potomstwa mieszancowego, co moze wykluczy¢ czes¢ pozyskanego materiatu z dalszych

analiz.




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury stwierdzam, ze zastosowane metody, W tym uzyskiwanie potomstwa w
wyniku sztucznego krzyzowania, sa standardowymi metodami wykorzystywanymi w badaniach dotyczacych gametogenezy.
Wykonywane czynnoéci nhie powoduja dodatkowego dyskomfortu ani dystresu. W literaturze nie ma podanych
alternatywnych metod do uzyskania zalozonego celu badawczego. Wszystkie wykorzystywane procedury wykonywane sg z
nalezyta doktadnoscia i poszanowaniem dla zycia i samopoczucia badanych zwierzat.

Uwzglednienie zasady zastapienia:

Wsrdéd wszystkich dostepnych zwierzat laboratoryjnych nie ma gatunkéw o tak unikatowym procesie gametogenezy i
sposobie reprodukcji (hybrydogeneza). Nie ma zatem mozliwosci prowadzenia badan na innych fizjologicznym modelu.
Wyjasnienie zjawiska eliminacji jednego genomoéw u mieszanca w trakcie powstawania komorek plciowych pozwoli

zrozumie¢ unikatowe mechanizmy regulacji mejozy i odstepstwa od reguty w tym konserwatywnym procesie.

Uwzglednienie zasady ograniczenia:

Liczba zwierzat wykorzystywanych w doswiadczeniu zostata ograniczona do poziomu niezbg¢dnego do osiagniccia celow
projektu i uzyskania powtarzalnych danych wiarygodnych statystycznie. Kontrolowane krzyzowanie osobnikéw zab
zielonych pozwoli uzyska¢ w pierwszym pokoleniu potomstwo o okreslonym genomie i podobnych cechach
morfologicznych, w tym hybrydy pochodzace bezposrednio od gatunkéw rodzicielskich. Takie potomstwo charakteryzuje si¢
wigksza przezywalno$cig i ma mniej nagromadzonych letalnych mutacji (wynik hemiklonalnego przekazywania genomu) w
poréwnaniu do osobnikoéw larwalnych pozyskiwanych z naturalnego Srodowiska. Jednorodno$é potomstwa zwigkszy

powtarzalnos¢ wynikoéw i1 tym samym pozwoli na wykorzystanie mniejszej liczby zwierzat.

Uwzglednienie zasady udoskonalenia:

Wykorzystywane do badan zwierz¢ta bgda utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku jak i1 stadium
rozwojowego. Wszelkie zastosowane procedury charakteryzuja si¢ niska inwazyjnoscia. Pobieranie tkanek odbywacé si¢
bedzie po uprzedniej premedykacji (roztworem MS 222) i pdzniejszym bezbolesnym usmierceniu. Wszystkie

przeprowadzane procedury beda przeprowadzane z maksymalnym ograniczeniem bolu, strachu i dystresu.

! Przy wypetnianiu wzorowad sie na instrukcji wypetniania wniosku W1 punkt. 8




