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Streszczenie

Dynamiczny rozwdj badan biomedycznych narzucit konieczno$¢ poszukiwania nowych modeli zwierzg-
cych, pozwalajacych na doktadniejsze poznanie ztozonych proceséw fizjologicznych i patologicznych. Jed-
nym z takich modeli jest danio pregowany (Danio rerio, ang. zebrafish). Ta niepozorna ryba wyznaczyta
nowe trendy w badaniach z zakresu genetyki i rozwoju, farmakodynamiki, toksykologii, kontroli sSrodowiska,
behawioru itp., stwarzajac szans¢ na znalezienie nowych drog w leczeniu roznych chordb. Pomimo pozornej
prostoty hodowla i przeprowadzenie badan z wykorzystaniem tego organizmu niesie za sobg szereg wyzwan,
z ktorymi warto si¢ zmierzyc.

Abstract

The dynamic development of biomedical research imposed the need for new animal models that would
allow a more precise understanding of complex physiological and pathological processes. One such model
is the zebrafish (Danio rerio). This modest fish set new trends in research: genetics and development, phar-
macodynamics, toxicology, environmental control, behaviour, etc. creating an opportunity to find cure for
various diseases. Despite the apparent simplicity, breeding and performing experiments on this organism carries
a number of challenges which are worth addressed.

Gromada ryb (Pisces) stanowi najbardziej zréz- ogromng zmiennoscig budowy i fizjologii, podykto-
nicowang grupe wspotczesnie zyjacych kregowcoéOw. wang dostosowaniem si¢ do odmiennych warunkow
Skupia ponad 30 tysiecy gatunkow, cechujacych si¢  srodowiskowych. Ryby zasiedlaja wody stone, stodkie
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oraz o charakterze mieszanym. Mozna je znalez¢ od
przybrzeznych ptycin po najglebsze miejsca oce-
anoéw. Sg rowniez gatunki, ktore okresowo wycho-
dza na lad, np. poskoczek mutowy (Periophthala-
mus barbarus). Wizerunki ryb mozna zobaczy¢ na
najstarszych malowidtach i w manuskryptach stwo-
rzonych przez cztowieka. Nic w tym dziwnego, po-
niewaz ryby, jako zrodlo warto$ciowego pokarmu
i podstawa rozwoju wielu spolecznos$ci, zawsze byly
silnie zwigzane z naszym gatunkiem. Oprocz duzego
znaczenia gospodarczego ryby od wieluset lat byly
1 s3 uznanymi ,,zwierz¢tami towarzyszacymi”. Juz
w starozytnych Chinach doceniano ich pigkno i ho-
dowano ozdobne odmiany karasia, tworzac wzorce
poprawnosci ksztaltow i ubarwienia, kreujac trendy,
ktore przetrwaly do dnia dzisiejszego. Dzigki dyna-
micznemu rozwojowi akwarystyki stodkowodnej
(a takze 1 morskiej) pigknie urzadzone akwaria,
z ciekawymi gatunkami eksponowanych w nich ryb,
pozwalajg nam utrzymaé fragment przyrody we wia-
snym domu i dajg tak potrzebne wytchnienie od co-
dziennych obowiazkéw. Gama zmiennosci anatomicz-
nych i fizjologicznych oraz sposoboéw dostosowania
si¢ do roznych warunkéw srodowiska jest takze przed-
miotem fascynacji i obiektem badan naukowych. Takie
gatunki jak: gupik (Poecilia reticulata), mieczyk (Xi-
phophorus helleri), ryzanka japonska (Oryzias latipes,
ang. medaka), ryby z rodzaju Nothobranchius (ang.
killifish) czy tez ryby lososiowate i jesiotrowate oraz
wiele innych wniosty duzy wklad w rozwoj badan w
réznych dziedzinach biologii, medycyny i toksykolo-
gii. Jednak to pewna mata, azjatycka ryba, hodowana
od dziesigcioleci w akwariach domowych, zrobita za-
wrotng kariere jako zwierze laboratoryjne, uzytkowa-
ne w setkach osrodkow naukowych na calym swiecie.
Jest nig danio pregowany Danio (Brachydanio) rerio
(ang. zebrafish), gatunek po raz pierwszy opisany
w roku 1822 przez doktora Francisa Buchanan-Hamil-
tona, szkockiego medyka i przyrodnika.

Danio pregowany jest przedstawicielem rodziny
karpiowatych (Cyprinidae) — dalekim kuzynem kar-
pia. W naturze zasiedla wody Indii, Pakistanu, Ban-
gladeszu, Nepalu i Birmy. Bytuje w wodach o zr6zni-
cowanym charakterze: od rzek, przez rozlewiska, do
malych ciekow wodnych i zbiornikéw zastoinowych.
Preferuje zaro$nigte ptycizny, gdzie tatwo moze zdo-
by¢ pozywienie (ryby danio sa wszystkozerne) oraz
skry¢ si¢ przed drapiezca. Ryby te sa stosunkowo
malo wymagajace. Dobrze znosza temperatury od
8°C do 32°C i przewodnictwo wody wahajace si¢
w granicach od 100 do 1400 pS (uS — jednostka ukta-
du SI dotyczaca przewodnosci i admitancji elektrycz-
nej). Dla poréwnania: woda destylowana ma ok 5 uS,

a woda kranowa ma ok 500-800 pS. Danio cechuje
si¢ do$¢ duza plodnoscia i krotkim cyklem rozwojo-
wym. Te naturalne cechy oraz niewielki rozmiar ciata
(doroste osobniki osiagaja 4-5 cm) sprzyjaja utrzy-
mywaniu ich w warunkach laboratoryjnych (Ryc. 1).
Danio w formie dzikiej charakteryzuje si¢ smuktym
cialem o typowym ubarwieniu, skladajgcym si¢
z paséw biegnacych wzdhuz ciata. Jest jednak wiele
odmian fenotypowych, w ktorych pasiasty wzor nie
jest zachowany: leopard, albino, nacre, roy orbison,
casper, crystal [2].

Warto poswigci¢ troche uwagi poczatkom badan
z wykorzystaniem danio. Wprawdzie w czerwcu
1976 r. ryby danio zostaly po raz pierwszy wyslane
w kosmos na poktadzie radzieckiej stacji kosmicznej
Salut 5 (Atmaz 3), ale za prekursora badan z zastoso-
waniem tego modelu jest uwazany prof. George Strei-
singer, urodzony w Budapeszcie w 1927 roku. Skom-
plikowana historia tego okresu spowodowata, ze jego
rodzina wyemigrowata do USA. Po przejsciu kolej-
nych etapow edukacji prof. Streisinger swoja prace
zwigzal z badaniami z zakresu biologii molekularne;j
wirusow. Do potwierdzenia uniwersalnosci swoich
odkry¢ dotyczacych struktury i kodu genetyczne-
go faga T4 (bakteriofag skladajacy si¢ z kapsydu
i dwuniciowego DNA, atakujacy bakterie E.coli; je-
den znajlepiej poznanych wiruséw) wybrat rybe danio
pregowany. Jego entuzjazm zwigzany z wykorzysta-
niem ryb danio, jako modelu do studiowania genetyki
i rozwoju kregowcow nizszych, poczatkowo zetknat
si¢ z umiarkowanym przyjg¢ciem. Na szcze$cie scep-
tycyzm ostabl, a linie danio uzyskane w laboratorium
prof. Streisingera (Oregon University w Eugene) sa
do dzisiaj uzywane w badaniach na calym $wiecie.
Kariera matej rybki uzyskata znaczne przyspiesze-
nie w latach 80. i 90. ubiegtego wieku, kiedy w tzw.:
,»libingen screen” (kierowanym przez prof. Chri-
stiane Niisslein-Volhard, laureatke¢ Nagrody Nobla
za badania nad genetyka rozwojowa muszki owoco-
wej) oraz ,,Boston screen” utworzone zostaty pierw-
sze kolekcje mutantow danio. Genetyka danio stala
si¢ interesujacg dla szerszej grupy naukowcow [5].
Rok 2001 to poczatek sekwencjonowania geno-
mu danio pregowanego w Instytucie Sangera (UK).
W tym samym roku w Eugene (Oregon, USA) po-
wstal ,,Zebrafish International Resource Center”
(ZIRC) — bank genéw danio, w ktorym przecho-
wywane s3 tysigce linii dzikich, transgenicznych
1 z mutacjami. W Europie siostrzane centrum — ,,Eu-
ropean Zebrafish Resource Center” (EZRC) otwarte
zostato dopiero w 2012 r. w Karlsruhe w Niemczech.
W tym samym roku zostat otwarty takze chinski odpo-
wiednik — China Zebrafish Resource Center (CZRC).
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W Polsce badania z uzyciem modelu danio prowa-
dzone sg w kilku o$rodkach, ale tylko nieliczne
zwierzgtarnie prowadzg licencjonowang hodowle,
a tylko z takiej zwierzeta mogg by¢ pozyskiwane
z mys$la o wykorzystaniu do celow naukowych badz
edukacyjnych.

odpornosciowego oraz choroby infekcyjne (wiruso-
we i bakteryjne). Mozliwo$¢ oceny zjawisk patolo-
gicznych, lezacych u podloza tych choréb na pozio-
mie molekularnym i1 komorkowym, stwarza szanse
na znalezienie nowych droég w ich leczeniu. Oprocz
tego prowadzone sa badania z zakresu: genetyki

Ryc.1. Hodowla laboratoryjna danio preggowanego w Migdzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i Komorkowej w Warszawie — przyktadowe
pojemniki hodowlane. Zdjgcie autorstwa mgr. Michata Bazaty.

Wiele czynnikéw wptyneto na to, ze danio pre-
gowany jest popularnym modelem badawczym na
calym $wiecie. Latwos$¢ rozmnazania i krotki cykl
rozwojowy (ok. 3 miesigcy od jaja do osobnika do-
rostego) oraz mozliwos¢ czestego pozyskiwania du-
zych ilosci materialu badawczego sa niewatpliwie
jednym z najwazniejszych aspektow. Niemniej waz-
ny jest fakt, ze stadia larwalne danio maja niewielki
rozmiar (ok. 3 mm) oraz sg przezroczyste, co pozwala
na $ledzenie in vivo zachodzacych w organizmie pro-
cesOw. Zsekwencjonowany genom (danio posiada 25
chromosoméw) oraz obecno$¢ odpowiednikéw ok.
70% gendw ludzkich decyduje o wyjatkowosci tego
zwierzgcia [3]. Do najwazniejszych chorob, zalicza-
nych do zagrozen cywilizacyjnych, nad ktérymi pro-
wadzone sg badania przy zastosowaniu modelu danio
naleza: choroby neurodegeneracyjne i psychiczne,
choroby nowotworowe i serca, choroby uktadu mig-
$niowo-kostnego, rdéznego typu zaburzenia uktadu

i rozwoju, farmakodynamiki, toksykologii oraz kon-
troli $rodowiska. Poza zawansowanymi badaniami
na poziomie komoérkowym i molekularnym, warte
wymienienia sg rowniez badania behawioralne. Dzi¢-
ki nowoczesnym urzadzeniom stworzonym do precy-
zyjnej obserwacji zarowno form mlodocianych, jak
i ryb dorostych, mozliwa jest analiza pozwalajaca na
ocen¢ zmian w zachowaniu spowodowanych zmia-
nami patologicznymi, dziataniem lekéw czy innych
réznorodnych czynnikoéw. Jako zwierze modelowe
danio poddawane byto szeregu modyfikacjom. Mu-
tageneza ENU (C3H7N302, zwigzek chemiczny
o silnie mutagennym charkterze) zostata uzyta uzyta
m. in. do stworzenia pierwszych kolekcji mutantow
(wczesniej wspominany ,,Tlibingen screen”). Byla
takze podstawg projektu ,,The Zebrafish Mutation
Project (ZMP)” realizowanego w Instytucie Sangera
(UK), ktorego celem byto utworzenie knock-out’oéw
we wszystkich genach kodujacych biatka w genomie
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danio pregowanego. W metodzie tej samce danio
poddawane sa krotkiej kapieli w roztworze mutage-
nu w celu wywolania zmian w DNA gamet. W za-
fozeniu, po tarle, kazdy zarodek powinien odziedzi-
czy¢ unikalny zestaw mutacji, z ktorych cze$¢ bedzie
utrwalona w nast¢pnych pokoleniach. Metoda ta jest
wprawdzie przypadkowa i mato wydajna, jednak jest
podstawa w ,,forward genetic screen”, w ktorych ko-
lekcje potencjalnych mutantow przeszukuje si¢ pod
katem interesujacych fenotypow. Dopiero te probuje
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si¢ wigzaC z zaistnialg mutacjg. Takie dziatanie po-
zwala na odkrywanie nowych genéw/mechanizmow
regulacji. ENU dziala na rozne zwierzgta, ale ze
wzgledu na to, ze przeprowadzenie ,,forward gene-
tic screen” wymaga uzycia duzej iloSci osobnikow,
aspekty etyczne i ekonomiczne sprawiaja, ze danio
jest jednym z nielicznych krggowcow, u ktorych te
metode warto zastosowaé. Inaczej jest w przypadku
metody CRISPr/Cas9 (ang. Clustered Regularly In-
terspaced Short Palindromic Repeats; CRISPR, CRI-

200 pum

Ryc.2. Obrazowanie in vivo neurondw u transgenicznej, pigciodniowej larwy danio wyznakowanej sondg GCaMP5g [1] przy uzyciu mikroskopu Light-

sheet Z.1. (A) widok pogladowy: TEL-telencephalon, O-oculus, H-habenulla.

-optic tectum, PT-pre tectum, CER-cerebellum, AP - area postrema;

(B,C) seria zdje¢ w kolejnych punktach czasowych, z rejonéw zaznaczonych rézowa ramka, przedstawiajacych rosnace poziomy wapnia w cytoplazmie
neurondw po indukcji srodkiem powodujacym rozprzeganie bton mitochondrialnych (CCCP); (B) rejon nadwzgorza (zblizenie na uzdeczke-habenulla);
(C) okolice pola dalszego (area postrema). Im jasniejszy kolor, tym wyzszy poziom wapnia. Zdjecie autorstwa mgr. Michata Bazaty.
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SPR-associated (Cas) genes), ktéra od paru lat rewo-
lucjonizuje §wiat nauki. Jest to sztandarowa technika,
bazujaca na naturalnych mechanizmach obrony wy-
stepujacych u bakterii. W aspekcie choréb rzadkich,
zastosowanie tej metody z wykorzystaniem modelu
danio ma szczeg6lnie duzy potencjal. Szybki rozwoj
rybiego zarodka oraz dostgpno$¢ materiatu umozliwia
przyspieszanie i intensyfikacj¢ badan, dzigki czemu
(technicznie i ekonomicznie) mozliwe jest przetesto-
wanie nawet kilkunastu genéw/mutacji i ich funkcji
w organizmie krggowca. Przy produkcji linii trans-
genicznych najczgsciej stosowane byly dwie metody
— TALEN (ang. transcription activator-like effector
(TALE) nucleases) i system Tol2, takze oparte na me-
chanizmach obronnych bakterii. Metody te pozwalaty
na inkorporacj¢ stosunkowo dhugich fragmentow ob-
cego DNA, ale zar6wno przygotowanie konstruktow,
jak 1 wyprowadzenie transgenicznej linii byly zmud-
ne i mato wydajne. Od czasu zaadaptowania CRISP1/
Cas9 takze do produkc;ji linii reporterowych i knock-
-in’6w pozwalajagcych na kontrolowane wilaczanie
i wylaczanie genow, klasyczne procedury TALEN
i Tol2 sg zastgpowane tg prostsza i znacznie efektyw-
niejsza metoda [4]. Mozliwos¢ uzyskania §wiecacych
w roznych kolorach (mikroskopia fluorescencyjna
i konfokalna) organow, komorek, czy samych organel-
li umozliwia $ledzenie ztozonych procesow fizjolo-
gicznych i patologicznych na réznych poziomach (od
organizmu do poziomu subkomorkowego, Ryc. 2).
Przygotowujac si¢ do edytowania DNA u danio na-
lezy pamigta¢ o tym, ze genom tej ryby charaktery-
zuje si¢ bardzo wysokim stopniem polimorfizmu.
Dlatego warto pozna¢ doktadng sekwencje rejonu,
w ktorym chcemy wprowadza¢ zmiany, we wszyst-
kich rybach, ktore beda uzyte do pozyskania ikry.
Tylko w ten sposob unikniemy niespodzianek zwia-
zanych z obecnoscia polimorfizmu pojedynczego
nukleotydu (ang. Single Nucleotide Polymorphism;
SNP), ktory moze spowodowac, ze sekwencja, kto-
ra miata by¢ homologiczna, akurat w jednej z ryb
nie bedzie miala wystarczajacego podobienstwa lub
spowoduje, ze wprowadzone zmiany beda miaty
innych charakter.

Wiele czynnikow ma wptyw na efektywnosc¢ i po-
wtarzalnos¢ wyzej wymienionych metod. Wazne jest
przygotowanie odpowiedniego materiatu (projekto-
wanie, synteza, zbior komoérek, roztwor/zawiesina ro-
bocza, przechowywanie), dostepnos¢ odpowiedniego
sprz¢tu, manualne zdolnosci oraz do$wiadczenie
operatora nastrzykujacego zarodki, jako$¢ ikry oraz
stadium rozwoju zarodka, a takze miejsce wklucia.
Produkcja igiet jest sztuka, ale czas zainwestowany
w zdobycie wprawy, zwréci si¢ z pewnoscig. Duzo

czasu i cierpliwo$ci wymaga takze nauczenie si¢ 10z-
nych technik nastrzykiwania czy transplantacji. Ma-
jac na uwadze to, ze dobierajac odpowiednie miej-
sce wklucia mozemy spowodowac: wyciszenie genu
w calym zarodku lub powstanie organizmu mozaiko-
wego (na przyktad tylko czgs¢ neuronow bedzie wy-
znakowana), a takze to, ze material (np. bakteria czy
komoérka nowotworowa) bedzie migrowac lub zosta-
nie w miejscu iniekcji, warto pozna¢ zaréwno teorig,
jak 1 zdoby¢ praktyczne do$wiadczenie pod okiem
doswiadczonego praktyka.

Typowa szpilka krawiecka ma 35 mm dhlugosci
1 0,6 mm grubos$ci. Cieniutkie igly do akupunktury
maja ok. 0,26 mm, jednak w poréwnaniu z glowa
5-cio dniowego danio (1,2 mm $rednicy), nawet tak
drobne przedmioty sa duze. Narzedzia uzywane do
pracy z danio musza by¢ odpowiednio dopasowane
(zaréwno dla zarodkow, jak i dla osobnikéw doro-
stych), aby umozliwi¢ prawidlowe wykonanie zabie-
gu. W sprzedazy pojawia si¢ coraz wigksza gama na-
rzedzi, jednak potrzeba przygotowywania wlasnych
przyrzadow wydaje si¢ by¢ wpisana w rozwdj nauki.
Komplikacje niosg takze analizy zarodkow/larw.
O ile obserwacje pojedynczych sztuk nie sa ktopo-
tliwe — mozna je wykona¢ pod standardowym mi-
kroskopem i udokumentowaé zwykta kamera, o tyle
przesledzenie zmian fenotypowych u wigkszej gru-
py (zwykle 24-96 sztuk, a czasem 2 tysigcy) nie jest
fatwe. Zarodki rozwijaja si¢ dynamicznie. Dlatego
dane, aby byly poréwnywalne, muszg by¢ zbierane
W tym samym czasie. Sg wprawdzie systemy umozli-
wiajgce automatyczne obrazowanie komorek, ale ich
zastosowanie dla zarodkéw jest bardzo ograniczone
(zarodki sg zbyt grube i ruchliwe, a w dodatku trzeba
zanalizowa¢ duzg ich liczbe). Z tych powodow tech-
niczne ograniczenia sg chyba jednym z najwigkszych
wyzwan, z jakimi muszg si¢ mierzy¢ osoby pracujgce
z modelem danio pregowany. Dlatego tak wazna jest
wspotpraca biologéw z inzynierami, informatykami
1 innymi osobami, ktérym nie obce sag nowosci tech-
niczne. Przyktadem takiej wspotpracy sg urzadzenia
do EKG, roboty do sortowania ikry i nowoczesne
systemy do prowadzenia hodowli laboratoryjnej da-
nio preggowanego.

Poczatkowo ryby utrzymywano w typowych akwa-
riach z ré6znymi ukladami filtracji i napowietrzania.
Standardy utrzymania hodowli danio w warunkach
laboratoryjnych musza by¢ na wyzszym poziomie,
podobnie jak w przypadku innych zwierzat labora-
toryjnych. Z tego powodu powstaly systemy wodne
dedykowane danio laboratoryjnemu. Obecnie istnie-
je kilka firm produkujacych takie zestawy. Wspol-
nymi cechami tych urzadzen sa: wydajna filtracja
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mechaniczna, chemiczna i biologiczna, ciagta kontro-
la podstawowych parametréw wody (temperatury, pH,
uS, natlenienia), mozliwo$¢ automatycznej wymiany
czesci wody (najczesciej stosowana objetos¢ wymie-
nianej dobowo wody to 10—15%, ale w sytuacjach, gdy
w systemie przebywa wigcej ryb, mozna ja zwigk-
szy¢), automatyczna produkcja wody hodowlanej na
bazie wody RO (ang. reverse osmosis), czyli wody
uzyskanej po zastosowaniu filtra odwroconej osmozy.
Systemy takie sa rowniez wyposazone w silne lam-
py UV, zmniejszajace ryzyko szerzenia si¢ infekcji
w obrebie akwakultury. Parametry wody sg dodatko-
wo kontrolowane, nie automatycznie, ale manualnie,
w akwakulturach, przy uzyciu testow akwarystycz-
nych. Przy tych kontrolach szczegdlng uwage zwraca
si¢ na stezenie amoniaku i azotyndw w wodzie, jako
metabolitow wysoce toksycznych dla ryb. Jako inte-
gralna czgs$¢ systemu, badz tez jako urzadzenia dzia-
fajace niezaleznie, instalowane sg systemy alarmowe
powiadamiajgce o zagrozeniach takich jak: zmiany
pH, przewodnosci, temperatury, brak zasilania czy za-
ktocenia cyklu $wietlnego. Ryby utrzymywane w wa-
runkach laboratoryjnych majg okreslony program zy-
wieniowy. Pokarm jest dopasowany do wieku (etapu
rozwoju) i rozmiaru ryby. Dominujg pokarmy suche
w formie granulatow i ptatkdw. Zastosowanie znaj-
duja rowniez pokarmy zywe. Sa one cennym zrodiem
sktadnikéw odzywczych i urozmaiceniem (polowa-
nie jako przejaw naturalnego zachowania), jednak
niosa ryzyko transmisji patogenéw droga pokarmo-
wa. Z tego powodu wrotki, pantofelki czy wyleg arte-
mii muszg pochodzi¢ z czystych hodowli — najlepiej
prowadzonych przez dana pracowni¢ (z materiatu po-
czatkowo pozyskanego wylacznie z autoryzowanych
zrodet). Ryby karmione sg od 3 do 6 razy dziennie
w zaleznos$ci od ich potrzeb i oceny aktualnego stanu.
W duzych pracowniach sprawdzaja si¢ automaty do
karmienia. Hodowla danio w warunkach laboratoryj-
nych ma charakter intensywny — cechuje si¢ koniecz-
no$cig uzyskania jak najwigkszej ilosci materialu
do badan. Przekltada si¢ to na duze zaggszczenie ryb
(w USA jest to maks. 10-15 ryb w litrze wody, do
5 ryb wedlug zalecen UE), koniecznos¢ prowadze-
nia oceny wydajnosci rozrodczej (indeks taret) przy
jak najnizszej $§miertelnosci ryb dorostych i narybku,
z zachowaniem dobrostanu zwierzat. Pogodzenie
tych wszystkich wymogdéw jest zadaniem trudnym,
wymagajacym wiedzy hodowlanej i duzego doswiad-
czenia. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze nie tylko nadmier-
ne zageszczenie zwierzat moze by¢ niekorzystne.
Danio to ryba o charakterze stadnym i z tego powo-
du powinna by¢ utrzymywana w grupach liczacych
co najmniej 6 sztuk. W mniejszych grupach wzrasta

agresja i poczucie strachu, co moze negatywnie wpty-
na¢ na dobrostan zwierzat.

Dos¢ interesujacy jest proces rozmnazania danio
w laboratoriach. U dorostych osobnikéw na og6t silnie
zaznaczony jest dymorfizm ptciowy. Samce posiada-
ja zdecydowanie smuklejsza sylwetke, a ich ubarwie-
nie ma silne akcenty koloru pomaraficzowego i nie-
bieskiego, co szczegolnie jest widoczne na brzuchu

Ryc.3. Roznorodno$¢ fenotypowa u danio prggowanego. Zdjgcie autor-
stwa mgr. Michata Bazaty.

i pletwach. Samice majg wyraznie uwydatniong
parti¢ brzuszna, a ubarwienie ma przewage koloru
zottego i jasno-srebrnego. Nieco trudniejsze jest okre-
$lenie ptci u ryb o odmiennym kolorach w porow-
naniu do formy dzikiej (Ryc. 3). Szczyt mozliwosci
rozrodczych przypada w przedziale wiekowym 5-10
miesigcy zycia. Zaptodnienie jest zewngtrzne. Do po-
zyskiwania materialu do badan stosuje si¢ najczesciej
dwie podstawowe metody rozmnazania — tarta par
1 tarta grupowe. W obydwu przypadkach, w celu po-
zyskania zarodkéw na okreslonym etapie rozwoju,
mozna zastosowac dzielniki (przegrody, po usunigciu
ktoérych dochodzi do tarta) izolujgce samce od samic.
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W procesie rozmnazania, oprocz wieku i doskonatej
kondycji ryb, bezposredni wptyw na przystapienie do
tarta ma cykl §wietlny (dzien/noc). Ryby najchetniej
rozpoczynaja tarto w godzinach porannych, tuz po
zapaleniu si¢ $wiatta. Poniewaz danio sg kanibalami,
konieczne jest zabezpieczenie ikry specjalnymi rusz-
tami tarliskowymi, dzigki ktorym luzno opadajaca na
dno ikra jest bezpieczna. Samica jednorazowo sktada
okoto 100 ziaren ikry. W laboratoriach ikra, o $rednicy
ok 1,3 mm, jest zbierana na sitkach, plukana, sortowa-
na i dalszy jej rozwdj odbywa si¢ w szalkach Petriego
wypetlionych w 2/3 swej wysokosci woda. Tempo
rozwoju zarodkoéw jest zalezne od temperatury. Dla
hodowli laboratoryjnej standardem jest, ze szalki z za-
rodkami inkubowane sg w cieplarkach, w temperatu-
rze 28,5°C [7]. W takich warunkach pierwszy podziat
komorkowy trwa ok. 20 min, po 2,5 godzinie zarodek
ma 256 komorek, po 33 godzinach widac bijace serce.
Po 4-5 dniach od zaplodnienia larwy danio majg ok.
3 mm i staja si¢ zdolne do samodzielnego pobierania
pokarmu. Jest to tez moment, w ktérym danio staje
si¢ zwierzeciem w mys$l ustawodawstwa i w zwigzku
z tym, dopiero od tego momentu, wykonanie proce-
dur wymaga zgody komisji etycznej. Duzym wyzwa-
niem w efektywnej hodowli jest determinacja plci
u tej ryby. Danio nie posiada typowych chromoso-
moéw plciowych, co powoduje mozliwos¢ zmiany
plci w zaleznos$ci od wielu czynnikoéw (zjawisko zna-
ne rowniez u innych ryb i owadoéw). Wiadomym jest,
ze temperatura, wartos¢ pH, zageszczenie, rodzaj po-
karmu 1 czgstotliwo$¢ jego podawania, poziom hor-
monow i zaburzajacych ich dziatanie bisfenoli z po-
chodnymi (uwalniane z plastikow) moga mie¢ wptyw
na segregacj¢ ptci danio. Niestety nadal nie istnieje
sposob na petne kontrolowanie tego procesu, dlatego
w hodowlach laboratoryjnych zawsze utrzymuje si¢
wigcej zwierzat niz pojedyncze pary. Hodowla danio
na ogot bazuje na ciggtym odnawianiu linii. Zwigzane
jest to z konieczno$cig zabezpieczenia ciagtosci prac
badawczych. Utrzymywanie duzych ilosci ryb, ktore
nie sg aktualnie uzytkowane, a moga by¢ potrzebne
w przysztosci, bardzo obcigza budzet zwierzgtarni.
Rozwiazaniem tego problemu, jak réwniez doskona-
tym zabezpieczeniem linii hodowlanych, jest wpro-
wadzenie bankowania nasienia. Procedura ta wymaga
duzego doswiadczenia manipulacyjnego (pobieranie
nasienia metoda przyzyciowa lub po$miertng) oraz
doskonatej znajomosci procedur konserwacji i prze-
chowywania w cieklym azocie. MrozZenie oocytow
i zarodkow, zabiegi stosowane np. u myszy, nie sa do-
pracowane i w obecnej chwili nie znajduja z tego po-
wodu zastosowania w hodowli laboratoryjnej danio.

Powiedzenie ,,zdrowy jak ryba” jest bardzo zwod-
nicze. Istnieje kilka jednostek chorobowych stano-
wigcych powazne zagrozenie dla danio prggowa-
nego. Zakazenia wirusowe, bakteryjne, grzybicze
1 pasozytnicze muszg by¢ kontrolowane w hodow-
lach dbajacych o wysoki standard utrzymania zwie-
rzat. W przypadku hodowli zwierzat laboratoryjnych
standardy i wymagania sa wyjatkowo wysokie, po-
niewaz oprocz aspektow ekonomicznych, potencjal-
nego zagrozenia dla ludzi (choroby odzwierzece),
stan zdrowia zwierzat moze bezposrednio wplywaé
na wyniki badan. Aby zapewni¢ dobrostan zwierzat
1 najwyzszg jako$¢ materiatu badawczego, tworzone
sa programy ochrony zdrowia okreslajace czgstosc
icharakter badan wykonywanych w celu wykrycia pa-
togenow oraz plan zwalczania zagrozen w przypadku
potwierdzenia obecnosci czynnikdw chorobotwor-
czych. Rutynowe badania mogg by¢ wykonywane
w o$rodku macierzystym. Natomiast jesli placowka
nie dysponuje odpowiednim zapleczem ludzkim i la-
boratoryjnym, badz chce potwierdzi¢ wyniki, warto
co 6—12 miesigcy wykona¢ badania w autoryzowa-
nych, zewnetrznych laboratoriach diagnostycznych.
Ocena wynikéw oraz poroOwnawcze zestawienia
z dtuzszego okresu pozwalaja na opracowanie pro-
gnozy ulatwiajacej dalsze dziatania zapewniajace
sprawne funkcjonowania akwakultury.

Dla ryb danio pregowany profile diagnostyczne
obejmujg najczesciej bakterie z rodzaju Mycobac-
terium, z ktorych szczeg6lnie niebezpieczne dla ryb
oraz ludzi sa M. marinum, M. fortuitum i M. haemo-
philum oraz takie bakterie jak: Edwardsiella ictalu-
ri, Edwardsiella tarda, Flavobacterium columnare,
Pseudomonas spp./Aevomonas spp., Vibrio spp. oraz
pasozyty jednokomoérkowe, takie jak Microsporidia
(Pseudoloma neurophilia i Pleistophora hyphesso-
briconis) i nicienie jelitowe (Pseudocapillaria tomen-
tosa). Oprocz wymienionych czynnikow, umieszczo-
nych w podstawowych profilach diagnostycznych,
nalezy pamietac, ze zagrozenie dla danio laborato-
ryjnych moze dodatkowo stanowi¢ wiele innych pa-
togenoéw wystepujacych w amatorskiej hodowli ryb
ozdobnych lub hodowlanych. W hodowlanej prakty-
ce laboratoryjnej, w zwigzku z ryzykiem transmisji
zakazen, nie stosuje si¢ naturalnych podlozy akwa-
rystycznych, zywych roslin oraz niewskazane jest
utrzymanie $limakdéw i innych organizméw wodnych.
Z tego samego powodu nie wolno stosowac zywych
1 mrozonych pokarmow akwarystycznych. Nie nale-
zy zapomina¢ o warunkach srodowiskowych, ktorych
gwalttowne wahania moga obnizy¢ wydajno$¢ uktadu
immunologicznego ryb i spowodowaé wystapienie
chorob. Takze zmiany genetyczne wielu linii moga
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mie¢ bezposredni wplyw na ich odpornos¢. Nadal
prowadzona jest dyskusja co do zasadnosci leczenia
zwierzat laboratoryjnych, w tym takze danio prego-
wanego. Glownymi argumentami ,,za” s3 wymogi
prawne dotyczace zapewniania dobrostanu i wlasci-
wego traktowania oraz che¢¢ utrzymania szczeg6lnie
cennych ryb, ktére akurat zachorowaly. ,,Przeciw”
leczeniu przemawia to, ze nieprzewidywalnym jest
wplyw lekdw na organizm modelowy (przyjmu-
je sie, ze nawet drugie pokolenie moze nosi¢ $lad
dziatan farmakologicznych). Bardzo duze znacze-
nie ma prawidtowe przeprowadzanie kwarantanny
nowoprzybytych linii. Do systemu gléwnego akwa-
kultury laboratoryjnej moze trafi¢ jedynie potomstwo
ryb przebywajacych w kwarantannie i uznanych za
zdrowe. Bezwzglednym warunkiem bezpieczenstwa
jest skuteczne odkazanie ikry od nich pochodzace;.
Nalezy mie¢ swiadomos¢, ze istnieja choroby, przed
ktorych przeniesieniem nie uchroni nas ani zwykla
kwarantanna ani odkazanie ikry. Nie ma na te cho-
roby skutecznych lekarstw. W przypadku danio pre-
gowanego, doskonalym przykladem tego problemu
jest zakazenie Pseudoloma neurophilia — szczeg6lnie
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niebezpieczny pasozyt ukladu nerwowego [6].
W przypadkach innych chorob, np. infekcji Mycobac-
terium spp., pomimo istnienia znanych i skutecznych
lekow, konstrukcja systemow uzywanych do hodowli
danio uniemozliwia skuteczng terapie.

Pracownia Hodowli Ryb Danio (,,Zebrafish Core
Facility”) w Migdzynarodowym Instytucie Biologii
Molekularnej i Komoérkowej w Warszawie powsta-
fa jako baza projektu FishMed, kierowanego przez
Dyrektora Instytutu prof. dr hab. Jacka Kuznickiego.
Po zakonczeniu realizacji projektu jest najwickszym
w Polsce licencjonowanym obiektem tego typu.
Obecnie dysponuje tysiagcem akwariow, gdzie ho-
dowane jest okoto 17 tysiecy ryb, reprezentujacych
ponad 100 linii dzikich, transgenicznych oraz zmuto-
wanych. Z Pracowni tej korzysta 8 grup badawczych
z MIBMiK oraz uzytkownicy zewnetrzni, gtownie
z innych o$rodkéw warszawskich oraz z Olsztyna
i Poznania. Wzrastajace zainteresowanie polskich
naukowcow wykorzystaniem tego przydatnego w ba-
daniach biomedycznych modelu niesie nadziej¢ na
dalszy rozwoj Pracowni i innych rybich zwierzgtarni
w roznych placowkach w naszym kraju.
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