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VOORWOORD

De voortplanting bij zoogdieren geschiedt door middel van van mannelijke en
vrouwelijke individuen afkomstige geslachtscellen. Dit zijn speciaal voor de
voortplanting gevormde cellen afkomstig uit de geslachtsklieren. Bij vrouwelijke
dieren worden deze cellen in het ovarium gevormd en spreekt men van eicellen
indien zij zover zijn gerijpt dat bevruchting plaats kan vinden. Bij de mannelijke
dieren worden deze cellen in de testis gevormd. Na volledige rijping spreekt men van
zaadcellen.

De erfelijkheidsfakioren liggen verankerd op chromosomen welke zich in de
celkernen bevinden. Deze chromosomen vormen gezameniijjk het genetische
materiaal van de cel. Tijdens de normale bevruchting komt het genetische materiaal
van een zaadcel samen met dat van de eicel. Hierdoor wordt de haploide eicel tot
een diploid embryo getransformeerd.

Een hiervan afwijkend mechanisme is de voortplanting door middel van
parthenogenese. Dit is een proces waarbij nieuwe individuen uit eicellen ontstaan
zonder bijdrage van mannelijke geslachtscellen. Deze wijze van voortplanten, die
in de natuur vooral bij de lagere diersoorten voorkomt, is geruime tijd geleden ook
langs experimentele weg bij gewervelde dieren geinduceerd. Door het beschikbaar
komen van geschikte kweekmedia voor rijping, bevruchting en ontwikkeling in
vitro van zoogdiereicellen en door de sterk verbeterde technieken welke manipulatie
met deze eiceflen mogelijk maken, is men er later ook bij zoogdieren in geslaagd
parthenogenetische  ontwikkelingen te induceren. Door verschillende
aktivatiemethoden toe te passen kan men zowel haploide als diploide
parthenogenonten verkrijgen. Bovendien treden bij parthenogenese, naast de
genetische afwijkingen, nog andere verschillen op ten opzichte van de bevruchting.
Het betreft hier de aktiverende rol die de zaadcel tijdens de bevruchting op de eicel
uitoefent terwijl men eveneens de cytoplasmatische bijdrage van de zaadcel mist.
Door deze verschillen kan parthenogenese toegepast worden als een model voor een
aantal verschillende richtingen van onderzoek zoals:

1. de effekten van gehele of bijna gehele genetische hymozygotie van een
zoogdier ~ embryo

2. de mogelijkheid een haploide embryonale ontwikkeling te stimuleren en het
stadium te onderzoeken waarop de haploidie lethaal wordt

3. het wverkrijgen van een kweek van haploide cellen in vitro voor

cytogenetische studies zoals b.v. onderzoek naar recessieve faktoren op
cellulair niveau en celfusiestudies

het aktivatieproces van de eicel door de zaadcel

de mogelijke niet erfelijke bijdrage van de bevruchtende zaadcel aan de
verdere embryonale ontwikkeling,
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De inhoud van dit proefschrift is in twee delen gesplitst.

Het eerste deel is het resultaat van een literatuurstudie. Hierin wordt als inleiding
eerst nader ingegaan op het begrip parthenogenese, de diverse definities die eraan
gegeven zijn en de verschillende wijzen waarop men bepaalde vormen en typen van
parthenogenese heeft onderscheiden en ingedeeld in een klassifikatie. Na deze korte
toelichting in het eerste hoofdstuk wordt in de onderscheidenlijke paragrafen van
het tweede hoofdstuk het voorkomen van natuurlijke parthenogenese beschreven
bij achtereenvolgens vissen, amfibien, reptielen, vogels, zoogdieren en de mens. Het
eerste deel van het proefschrift wordt afgesloten met een bibliografie van de hiervoor
genoemde onderwerpen. Deze bibliografie, die ruim 600 referenties omvat, is de
eerste in zijn soort en tot medio 1982 zo volledig mogelijk gemaakt ten aanzien van
de publikaties in de Anglosaksische talen terwijl bovendien enige Qosteuropese
literatuur is opgenomen.

Het tweede deel van dit proefschrift, hoofdstuk III tot en met Hoofdstuk VIII,
behandelt het eigen experimentele werk, Met deze tweedeling is tevens het doel van
het proefschrift aangegeven. Enerzijds wordt beoogd een compleet overzicht te
geven over de huidige stand van zaken ten aanzien van beschrijvingen over
natuurlijke parthenogenese bij gewervelde dieren terwijl anderzijds een bijdrage
wordt geleverd aan de kennis over verschillende aspekten van experimentele
parthenogenese bij zoogdiereicellen.
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HOOFDSTUK 1

INLEIDING TOT DE LITERATUUR EN OMSCHRIJVINGEN VAN HET
BEGRIP PARTHENOGENESE.

I-1  De eerste beschrijvingen van parthenogenese

De eerste waarneming en beschrijving van parthenogenese (dat is het ontstaan van
nakomelingen uit een geslachiscel zonder de bijdrage van een geslachtscel van het
andere geslacht; parthenos = maagd, genesis = ontstaan, wording) dateren reeds
uit de vierde eeuw voor het begin van onze jaartelling. Als vervolg op zijn eerder
geschreven manuscript Historia animalum schreef Aristoteles het uit vijf delen
bestaande werk De generatione animalam. In het voorwoord van de franse vertaling
van Louis (1961) wordt verondersteld dat deze manuscripten tussen 348 en 322 voor
het begin van de christelijke jaartelling zijn geschreven. In het negende hoofdstuk
van deel drie, getiteld Voortplanting van insekten , staat onder andere vermeld ”...
dat sommige insekten door middel van copulatie gevormd worden, andere spontaan
...". Inhoofdstuk 10, Bijen, komt hij tot de volgende constatering: ” Het ontstaan van
bijen is een groot raadsel. Wanneer het juist is dat bepaalde vissen zonder paring
ontstaan dan gebeurt hetzelfde waarschijnlijk bij bijen, althans zo lijkt het, te
oordelen naar de verschijnselen”.

Het zou echter nog meer dan tweeduizend jaar duren alvorens het bestaan van
parthenogenese overtuigend bewezen werd. De bekende franse geleerde Réaumur
(1737 vermoedde dat luizen nakomelingen kregen zonder enige vorm van
geslachtelijke voortplanting. Hij ontwierp dan ook een experiment om dit
vermoeden te bewijzen. Hij slaagde er echter zelf niet in om het bewijs te leveren.
Dat werd drie jaar later gedaan door zijn leerling Charles Bonnet {(Bonnet, 1745).
Op 20 mei 1740 isoleerde hij een pasgeboren luis en bleef deze luis, welke zich
volkomen geisoleerd verder ontwikkelde, zorgvuldig observeren. Op 1 juni
constateerde hij dat er een jong was geboren, in de daarop volgende drie weken
volgden er nog 95. Op aanraden van Réaumur herhaalde hij dit experiment. Ook
toen kreeg hij een soortgelijk resultaat. Uit een briefwisseling tussen Bonnet en
Trembley bleck dat laatstgenoemde vond dat op deze wijze nog geen onomstotelijk
bewils was geleverd voor het bestaan van parthenogenese. Hij achtte het namelijk
niet uitgesloten dat een paring voor meerdere generaties mogelijk zou kunnen zijn.
Om deze kritiek te kunnen weerleggen kweekte Réaumur opnieuw in een strikt
isolement vijf, zes en tien opeenvolgende generaties verschillende soorten luizen. In
al deze experimenten kwam hij tot dezelfde resultaten waarmee het bestaan van
parthenogenese onweerlegbaar was bewezen.
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Ongeveer honderd jaar later stelt Dizierzen (1845) in Brieg een theorie op over de
bijzondere wijze van voortplanten bij de bijen. Dzierzon maakte deel uit van een
gezelschap bijenhouders welke een eigen verenigingsblad, Bienezeitung vitgaven. In
dit blad werd een oproep aan de leden gedaan antwoord te geven op bepaalde
vragen over verschillende aspekten van de bijenteelt. Als reaktie hierop stelt
Dzierzon zijn ideeén over de voortplantingswijze bij de bijen op schrift. Hij
ontwikkelt deze theorie verder en publiceert de meer uitgebreide versie in 1848:
Theorie und Praxis des neuen Bienen fremde oder nene Art der Bienenzucht mit dem
giinstigsten Erfelge, angewendet und dargestellt von Dzierzon, Brieg, 1848. In deze
theorie spreekt Dzierzon de overtuiging uit "dass die Drohneneier einer
Befriichtung nicht bedirfen, die Mitwirkung der Drohnen aber Schlechterdings
notwendig is, wenn Arbeitsbienen erzeugt werden sollen”.. Die Titigkeit des
Eierstockes beginnt im normalen Zustande erst nach der Begattung, ist aber nicht
notwendig dadurch bedingt, daher manche unbefruchtete Weiber gar keine,
wihrend andere Drohneneier legen, und selbst Arbeitsbienen dieses thun, die ich
wegen Mangel eines Samenhalters fiir ganz unfihig zur Begattung halte.
Dergleichen Eier sind nun nach meiner Ueberzeugung zur Erzeugung der Drohnen
hinreichend, wihrend das Ei, aus welchem eine Koningin oder Arbeitsbiene sich
entwicklen soll, mit dem gefiillten Samenhiilter in Berithung treten muss™.

Dat zijn theorie revolutionair is en weinig kans op acceptatie heeft realiseert
Dzierzon zich blijkens zijn opmerking "Es ist diesfreilich nur eine hypothese und
wird es wohl auch bleiben, ....”

Korte tijd later wordt deze theorie uitgebreid door de zoblogen Von Siebold (1856)
en Lenckart (1858). Met name de rol van Von Siebold is van groot belang geweest
voor de ontwikkeling van het inzicht in de parthenogenese. Samen met Richard
Hertwig is hij te beschouwen als de wetenschappelijke grondlegger van de "leer van
de parthenogenese”.

Von Siebold (1856) beschrijft het voorkomen van parthenogenese bij verschillende
vlindersoorten. Hij ondersteunt de theorie van Dzierzon over de ontstaanswijze van
bijen en breidt deze theorie verder uit. Tevens definieert hij als eerste
parthenogenese: ”parthenogenese is het verschijnsei dat echte wijfjes, dat wil zeggen
individuen voorzien vam volledig ontwikkelde vrouwelijke geslachisorganen, eieren
leggen, die zonder bevrucht te zijn, in staat zijn zich te ontwikkelen”. Ondanks deze
duidelijke definitie had Von Siebold toch nog geen juiste voorstelling over
parthenogenese getuige zijn opmerking: "dat levendbarende luizen geen wijfjes zijn
die eieren leggen welke in staat zijn zich, zonder bevrucht te zijn, te ontwikkelen
maar dat het ongeslachtelijke larfachtige individuen zijn die zeer sterk verschillen
van de echte luize — wijfjes”.

Ook Huxley (I858) ondersteunt het bestaan van “ongeslachtelijke larfachtige

individuen en geeft de kiemcellen de naam "pseudova” en de organen waarin ze
gevormd worden de "pseudovaria”. Claus {1864) wijst op de onjuistheid van
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bovengenoemd onderscheid en toont aan dat "parthenogenetische kiemcellen en
eicellen &én en eenzelfde type geslachtscellen zijn™.

Met dit werk is een eind gekomen aan de speculaties en discussies over de ware aard
van de parthenogenese.

-2  Verschillende indelingen van parthenogenese door latere onderzoekers

Sedert de laatste eeuwwisseling worden verschiliende meer of minder duidelijke
indelingen van de parthenogenese beschreven. Een aantal hiervan zijn ook reeds
door Vandel {1931) en Suemalinen {1950) samengevat.

Een eerste indeling in twee groepen is in 1899 door Giard opgesteld. Giard
onderscheidde mannelijke en vrouwelijke parthenogenese waarin respectievelijk de
mannelijke en de vrouwelijke gameet zich zonder bevruchting ontwikkelt. Het eerste
type komt slechts bij lagere planten voor terwijl de vrouwelijke parthenogenese
zowel in het planten — als in het dierenrijk vrij algemeen is verbreid.

Winkler {1908, 1920} onderscheidt somatische en generatieve parthenogenese:
respectievelijk die gevallen waarin geen chromosoom — reduktie plaatsvindt en die
waarin  deze reduktic wel optreedt. Wanneer de aanvankelijke
chromosoom — reduktie later alsnog teniet gedaan wordt, bijvoorbeeld ten gevolge
van kernversmelting, spreekt Winkler toch over somatische parthenogenese. Later
maakt Winkler (1920) een indeling welke gebaseerd is op het ontstaan van de
verschillende geslachten door parthenogenese of geslachtelijke voortplanting:

1. Arrhenotoky: onbevruchte ecicellen ontwikkelen zich parthenogenetisch tot
mannetjes en bevruchie eieren tot vrouwtjes.

2. Thelytoky:  onbevruchte eicellen ontwikkelen zich tot vrouwtjes.

3. Deuterotoky: (= Amphitoky) onbevruchte eicellen kunnen zich zowel tot
vrouwtjes als tot manneijes ontwikkelen.

Hartman (1909) baseert zijn indeling op de begrippen haploidie en diploidie
(respectievelijk in enkelvoud en in duplo aanwezig zijn van een volledige set
chromosomen). Evenals de indeling van Winkler voorzag ook de indeling van
Hartman niet in de mogelijkheid om de later ontdekte polyploide parthenogenese
{(drie of meer sets chromosomen) in deze indeling in te passen.

Prell (1923) onderscheidt apomiktische parthenogenese (parthenogenese in engere
zin) en amphimiktische parthenogenese (alle vormen waarin op de een of andere
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wijze het haploide chromosoom — aantal zonder bevruchting tot het diploide aantal
gebracht wordt).

De apomiktische parthenogenese wordt onderverdeeld in “zygoide und azygoider
parthenogenesis”, respectievelijk haploide en diploide parthenogenese.
Amphimiktische parthenogenese: onderscheiden wordt “endomiktische en
automiktische parthenogenese”, respectievelijk de versmelting van twee eicellen
welke van dezelfde kiemcel afstammen en de versmelting van de kern van de eicel
met de kern van het poollichaampje (IV—1.2).

Vandel (1927) baseert zijn indeling niet uitsluitend op cytologische kenmerken doch
komt op grond van verschillend criteria tot de volgende indeling:

1. facultatieve, arrhenotokische of haploide parthenogenese
2. accidentele en experimentele parthenogenese

3. diploide parthenogenese

4. geografische of polyploide parthenogenese.

Amnkel (2927} brengt hier het volgende bezwaar tegen in: door haploide
parthenogenese kunnen zowel mannelijke als vrouwelijke nakomelingen ontstaan
en niet witsluitend vrouwelijke. Ankel meent bovendien dat parthenogenonten die
kunstmatig geinduceerd zijn tot een aparte groep behoren. Hij bepleit dan ook een
indeling waarin drie cytologische typen te onderscheiden zijn:

1. automiktische parthenogenese: alle ontwikkelingen uitgaande van een volledig
normaal gerijpte eicel welke later door middel van kernfusie diploid of
pelyploid wordt.

2. generatieve parthenogenese: de parthenogenonten ontwikkelen zich uit normaal
gerijpte eicellen zonder dat er later nog verandering in de ploidie optreedt.

3. somatische parthenogenese: parthenogenonten ontwikkelen zich uit eicellen
welke als gevolg van een of meer kernversmeltingen per saldo geen
chromosoomreduktie ondergaan doch zich met een diploid of polyploid
aantal chromosomen ontwikkelen.

Hoewel niet volgens dezelfde definities onderscheiden zowel Thomsen (1927} als
Ankel (1929) drie typen parthenogenese gebaseerd op cytologische gebeurtenissen.
Thomsen verdeelt de somatische parthenogenese verder onder-in automiktische
(door fusie van twee haploide kernen of endomitose wordt het aanvankelijke
haploide chromosoom — aantal hersteld tot het diploide aantal} en apomiktische
parthenogenese (noch chromosoom — reduktie noch kernfusie of iets van dien aard
vindt plaats).

Bovendien erkent Thomsen (1927) dat men behalve bovenstaande indeling,
gebaseerd op de cytologie, ook indelingen kan maken welke gebaseerd zijn op de
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wijze van vooriplanten en op de bepaling van het geslacht. Dit laatste was ook reeds
door Winkler (1920) gedaan. Uitgaande van de manier van voortplanten stelt hij de
volgende indeling voor:

A. Tychoparthenogenese: (= incidenteie parthenogenese)
Onbevruchte eicellen ontwikkelen zich soms parthenogenetisch.

B. Normale parthenogenese. Deze wordt onderverdeeld in:
1. Obligatoire parthenogenese:
Onbevruchte eicellen ontwikkelen zich altijd parthenogenetisch.
Onderscheiden wordt:
1.1 Constante parthenogenese: alle generaties zijn parthenogenonten.
1.2 Cyclische parthenogenese: een of meer parthenogenetische
generaties worden afgewisseld door een tweeslachtige generatie (=
heterogamie).
1.3 Paedogenese: eicellen van individuen in het larve —stadium
ontwikkelen zich parthenogenetisch (nauw verwant met cyclische
parthenogenese).
2. Facultatieve parthenogenese:
Een eicel kan zich zowel parthenogenetisch als door middel bevruchting
ontwikkelen.

Vandel {1931} maakt in zijn opsomming van diergroepen waarin parthenogenese
voorkomt nadrukkelijk de restrictie dat hij slechts die groepen heeft opgenomen
waarin complete parthenogenese voorkomt: "parthénogengse compléte, c¢’est 4 dire
ol P'oeuf non fecondé donne naissance & un individu compl3tement developpé™. De
"parthénogenese rudimentaire” wordt door Vandel apart behandeld. Evenzo maakt
hij onderscheid tussen "parthénogenese naturelle et artificielle™.

in een overzichtsartikel over de evolutie van de mannelijke haploidie geeft Whiting
{1945) de voorkeur aan een indeling in haploide — en diploide parthenogenese. Wel
stelt hij voor om de term haploid in bredere zin te gebruiken, dit wil zeggen
omvattende alle gevallen afkomstig van een enkele gereduceerde vrouwelijke kern.
Dus ook die welke later diploid of zelfs polyploid zijn geworden.

Suomalinen {1950) bespreekt enige voor hem gepubliceerde indelingen in een
overzichtsartikel over natuurlijke parthenogenese bij dieren. Suomalinen stelt geen
eigen indeling op maar gebruikt de indelingen van Thomsen (1927) en Ankel (1929)
bij de bespreking van de verschillende diersoorten met parthenogenese. Hij vuit deze
indelingen aan door nadrukkelijk te stellen dat diploidie en haploidie bij
parthenogenetische dieren gebaseerd meeten zijn op de chromosoomaantailen in de
kernen van de geslachtscellen.

In de beschouwing over de theoretisch mogelijke ontwikkelingsrichtingen, waarin
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zowel de parthenogenese alsmede de vooriplanting door middel van bevruchting is
opgenomen, gaat Beatty (1957) uit van een hoofdgroep van zestien verschillende
richtingen. De indeling omvat apomiktische (parthenogenetische) ontwikkelingen
en amphimiktische ontwikkelingen, d.w.z. ontwikkelingen uitgaande van een
bevruchte eicel en is gebaseerd op combinaties van vier cytologische variabelen:

1. Eliminatie van de genetische bijdrage van de zaadcel,

2. Onderdrukking van de vorming van het eerste poollichaampje.
3. Onderdrukking van de vorming van het tweede poollichaampje.
4. Onderdrukking van de eerste klievingsdeling.

Een en ander is schematisch weergegeven op de voigende pagina. De eerste acht
mogelijkheden vallen onder de apomiktische ontwikkeling, dat wil zeggen een
ontwikkeling zonder de genetische bijdrage van zaadcellen, dus equivalent aan
parthenogenese. Een speciale variant hiervan is de gynogenese of pseudogamie.
Hieronder wordt verstaan de ontwikkeling van een normaal gerijpte eicel nadat
deze cel bevrucht is door een zaadcel met dien verstande dat de zaadcel geen
genetische bijdrage aan de verdere ontwikkeling levert. Het effekt van het
binnendringen van de zaadcel op de eicel, de eicelaktivatie, kan dus normaal
optreden terwljl bovendien mogelijke bijdragen tot de verdere ontwikkeling
geleverd worden door het niet — genetische materiaal van de zaadcel (de staart, het
acrosoom en het middenstuk, de centriool, mogelijk extra chromosomaal
chromatine en een geringe hoeveelheid cytoplasma). Beatty erkent echter dat het
strikt genomen niet juist is deze vorm onder de parthenogenese te vatten, immers
er is wel een bepaalde, niet — genetische bijdrage van de zaadcel mogelijk.

Naast deze acht mogelijkheden onderscheidt Beatty ook achi amphimiktische
ontwikkelingswijzen waarin de zaadcellen behalve een aktiverende rol ook een een
genetische hijdrage leveren.

Tenslotte onderscheidt hij dan nog ¢en groep overige ontwikkelingen waarin hij
alles plaatst wat niet in de eerdergenoemde indeling past.

Voor een uitgebreide opsomming van de verschillende voorbeelden en bijbehorende

referenties wordt met name naar Beatty {1957}, Vandel (1931}, en White (1945)
VETWeZen.

Tevens wordt verwezen naar figuur III in hoofdstuk IV van dit proefschrift. Daarin
wordt een schematische weergave van de meiose gegeven. Een goed begrip hiervan
is een vereiste om het bovengoemde schema van Beatty te kunnen begrijpen.
Tenslotte wordt naar figuur 1T in hoofdstuk 111 verwezen. Daarin worden de in de

eigen experimenten waargenomen typen parthenogenonten en hun onistaanswijze
geillustreerd.

Ook bij de mens treft men enige afwijkende ontwikkelingsvormen uit dit schema
aan. In hoofdstuk IT—7.4 wordt nader ingegaan op deze ontwikkelingsvormen.
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Hoewel men bijna alle mogelijke ontwikkelingsvormen in deze klassifikatie kan
onderbrengen laat de indeling door zijn onevenwichtigheid en beperkingen voor
praktisch gebruik veel te wensen over. Een klassifikatie is per definitie slecht
wanneer men een rubriek “overige mogelijkheden” opneemt en eveneens wanneer
men na een grove verdeling onmiddellijk in zeer gedetailleerde groepen verder gaat
onderverdelen. Een klassifikatie behoort stapsgewijs fijner en gedetailieerder van
indeling te worden zodat een evenwichtige opbouw wordt verkregen. Men kan
derhalve slechts tot de conclusie komen dat er geen goede, bruikbare indeling is
waarin men alle bestaande vormen van natuurlijke of experimentele voortplanting
bij gewervelde dieren kan onderbrengen. In de volgende paragraaf wordt daarom
een nieuwe klassifikatie gegeven welke gekoppeld is aan duidelijke definities van
bestaande en nieuwe begrippen.

1—3 Een nieuwe indeling van mogelijke ontwikkelingspatronen bij gewervelde
dieren.

Gewervelde dieren kunnen zich op twee wijzen voortplanten: geslachtelijk
(zygogenese) en ongeslachtelijk (parthenogenese). In de normale geslachtelijke
ontwikkeling vormen twee gedifferentieerde haploide, geslachtscellen afkomstig
van een mannelijk en vrouwelijk individu samen een diploide zygote waaruit het
embryo ontstaat. Onder ongeslachtelijke ontwikkeling kan men dus het tegendeel
verstaan en wel de ontwikkeling van een embryo uit een vrouwelijke (of mannelijke)
geslachtscel zonder de bijdrage van een geslachtscel van de andere sexe.
OQorspronkelijk werd deze definitie dan ook gehanteerd. Dit vrij simpele
onderscheid gaf echter moeilijkheden toen technieken ontwikkeld werden welke
gynogenese of pseudogamie mogelijk maakte. Bij gynogenese gaat men uit van een
normaal bevruchte eicel, echter met dien verstande dat de zaadcel langs natuurlijke
weg geen genetische bijdrage kan leveren danwel door een bepaalde
voorbehandeling genetisch geinaktiveerd is. { Hertwig, 1924; Daleg, 1929 Thibault,
1949; Edwards, 1954 —~B ).

Het onderscheid tussen geslachtelijke en ongeslachtelijke voortplanting wordt nog
complexer door recente toepassing van micro - chirurgische technieken waarmee
men onder andere een pronucleus uit een bevruchte eicel kan verwijderen waarna
de oorspronkelijke diploide zygote zich verder kan ontwikkelen als een haploide
parthenogenont. { Modlinski, 1975 ). Recentelijk is men er tevens in geslaagd levende
nakomelingen te krijgen uit muize —zygoten waarbij een van de twee pronuclet is
verwijderd en na diploidisatie van de achtergebleven kern onder invloed van
cytochalasine een diploide blastocyst ontstond. Na transplantatie ontstonden 3
jonge homozygote muizen! { Hoppe & llimensee, 1977 ) In dergelijke gevallen wordt
het een arbitraire zaak om uit te maken of men nu van geslachtelijke of
ongeslachtelijke ontwikkeling dient te spreken. Door deze nieuwe technieken zijn
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als het ware mengvormen van kunstmatige en natuurlijke voortplantings-
mechanismen ontstaan welke een eigen klassifikatie behoeven. Om deze reden
wordt hier een nieuwe indeling gepostuleerd van mogelijke mechanismen bij de
ontwikkeling van gewervelde dieren.

Alvorens we de vier hoofdpatronen gaan omschrijven dienen allereerst de volgende
begrippen nader gedefinieerd te worden:

- zygote ; de cel die ontstaat na de versmelting (in vivo of in vitro) van een
volledig gedifferentieerde mannelijke en vrouwelijke geslachtscel.

- embryo : een jong ontwikkelingsstadium van zygogenese.

- parthenogensnt : een ontwikkelingsstadium of het eindresultaat van
parthenogenese.

De vier hoofdpatronen welke onderscheiden kunnen worden, worden als volgt
gedefinieerd:

I. ZYGOGENESE

Een natuurlijke of experimentele ontwikkeling waarbij een gedifferentieerde
mannelijke en vrouwelijke geslachtscel fuseren tot een zygote welke zich verder
ontwikkelt. Via verschillende embryonale stadia ontstaat tenslotte ¢en volwassen
individu.

Zygogenese kan onderverdeeld worden in zygogenese bij één — en bij tweeslachtige
individuen. Bij de &énslachtige individuen vindt de "normale” bevruchting plaats;
bij tweeslachtige individuen spreekt men over hermafroditisme. Hermafroditisme
is het normaal en functioneel samengaan in een individu van mannelijke en
vrouwelijke geslachiskenmerken. Onderscheid kan gemaakt worden tussen
zelfbevruchting, kruisbevruchting en een combinatie van beide. Zo’n combinatie
treft men bijvoorbeeld aan bij het voortplantingsmechanisme van de bladluis,
Icerya purchasi. Deze plant zich normaal voort door middel van zelfbevruchting,
doch is tevens in staat om te copuleren met zeldzaam voorkomende mannetjes welke
it eieren voortkomen die om onduidelijke redenen niet bevrucht zijn.

Bij hermafroditisme kan de rijping van de vrouwelijke en mannelijke
geslachtscellen gelijktijdig (= functioneel hermafroditisme) of afwisselend
optreden. In dit laatste geval kunnen in verschillende levensfasen eerst de
mannelijke geslachtscellen (protandrisch) danwel de vrouwelijke geslachtscellen
rijpen (protogyn).
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1II. ZYGOPARTHENQGENESE

Een natuurlijke of experimentele ontwikkelingsvorm die begint als zygote doch waarbij
tijdens de verdere ontwikkeling het genetisch materiaal van één van de ouders wordt
geelimineerd en uiteindelijk altijd slechts het genetisch materiaal van de andere ouder
via de geslachtscellen aan de nakomelingen wordt doorgegeven. Afhankelijk van het
feit of het genetisch materiaal van de vader of van de moeder wordt doorgegeven kun-
nen we spreken van respectievelijk mannelijke of vrouwelljke zygoparthenogenese.
Vrouwelijke zygoparthenogenese kan plaatsvinden doordat het genetisch materiaal
van de mannelilke gameet reeds voor de bevruchting geiaktiveerd is
(pre —inaktivatie) of doordat de genetische bijdrage van de mannelijke gameet
geélimineerd wordt nadat de bevruchting tot stand is gebracht (post — inaktivatie).
Van mannelijke zygoparthenogenese kan gesproken worden doordat een zygote na
verwijdering of inaktivatie van het vrouwelijke genetisch materiaal zich verder
ontwikkelt. Ook deze wijze van voortplanten kan men onderverdelen in pre— en
post —inaktivatie,

I11. PARTHENOQZYGOGENESE

Een experimentele ontwikkelingsvorm waarin men bij een parthenogenont, door al
dan niet experimenteel ingrijpen, genetisch materiaal van het andere geslacht
introduceert met het oogmerk een verdere tweeslachtelijke ontwikkeling tot stand
te brengen.

Parthenozygogenese kan ontstaan als gevolg van een vertraagde bevruchting, dat
wil zeggen dat een zich reeds parthenogenetisch ontwikkelende eicel in vivo of in
vitro wordt bevrucht en een verdere schijnbare zygogenetische ontwikkeling
plaatsvindt,

Ook kan parthenozygogenese ontstaan als gevolg van het experimenteel
introduceren van mannelijk genetisch materiaal op ¢en dusdanige wijze dat een
genetische bijdrage wordt geleverd tot de verdere schijnbare zygogenetische
ontwikkeling.

IV. PARTHENOGENESE

Een natuurlijke of experimentele verdere ontwikkeling van een gedifferenticerde
geslachtscel buiten het orgaan dat deze geslachtscellen produceert en zonder enige
bijdrage van het andere geslacht.

Bij een indeling van de verschillende typen parthenogenese moeten we ons
realiseren dat er diverse indelingscriteria mogelijk zijn.

Een eenduidige indeling zonder elkaar overlappende gebieden is slechts te realiseren
wanneer we ons tot één criterium beperken zoals bijvoorbeeld door Beatty (1957)
die alleen drie cytologische variabelen hanteert.

Uit onderstaand overzicht blijkt dat er ook vele andere criteria mogelijk zijn:
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A. Cytologische variabelen : Het al dan niet onderdrukken van:
1. de vorming van het eerste poollichaampje;
2. de vorming van het tweede poollichaampje; en
3. van de eerste klievingsdeling(en).

B. Ploidie van de gevormde parthenogenont :
1. haploid;
2. diploid;
3. heteroploid;
4. polyploid.

C. Plaats van ontwikkeling :
1. ovariéle (pre — ovulatoire) parthenogenese;
2. extra ovarigle (post — ovulatoire) parthenogenese.

D. Geslachtsbepaling -
1. vitsluitend mannelijke nakomelingen (arrhenotoky);
2. uitsluitend vrouwelijke nakomelingen (thelytoky);
3. zowel mannelijke als vrouwelijke nakomelingen (deuterotoky).

E. Geografische verspreiding :
1. algemeen geografisch verspreid;
2. beperkt geografisch areaal.

F. Eindstadium :
1. compleet;
2. incompleet, rudimentair.

G. Ontstaanswijze :
1. natuurlijk;
2. experimenteel.

H. Frequentie van optreden per individu :
1. onbepaald (tychoparthenogenese);
2. altijd.

1. Freguesntie van optreden in opeenvolgende generaties :
1. constant, iedere generatie;
2. cyclisch, één of meer parthenogenetische generaties wisselen al met een
bisexuele generatie.

Door een zo groot mogelijk aantal criteria te hanteren kan men door deze te
combineren tot een zeer duidelike omschrijving komen van een bepaald type
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parthenogenese, bijvoorbeeld facultatieve, incomplete, natuurlijke,
post — ovulatoire, haploide thelytoky.

Nadrukkelijk wordt in bovenstaande indeling en definities niet gesproken over een
bepaald ontwikkelingsstadium dat tenminste bereikt zou moeten worden omdat dit
niet van wezenlijke invloed is op deze klassificatie. Wel is rekening gehouden met
mogelijke experimenten zoals bijvoorbeeld parthenozygogenese als gevolg van
microchirurgische verwijdering van een pronucleus ( Hoppe & Himensee, 1977;
1982; Borsuk, 1982 ).
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HOOFDSTUK I

NATUURLIJKE PARTHENOGENESE B1J VERTEBRATEN, EEN
LITERATUURSTUDIE
MET BIBLIOGRAFIE

IH—1 Ioleiding

IDe eerste waarnemingen van natuurlijke parthenogenese bij gewervelde dieren
dateren reeds uit 1827. In dat jaar publiceerden Prévost en Dumas (1827) de
resultaten van hun studie naar veranderingen en ontwikkelingen in bevruchte en
onbevruchte kippe— eieren. Scortgelijke waarnemingen bij vogels werden later
gepubliceerd door Ceste (1849); His (18368) en Oellacher (1872).

In dezelfde periode verschijnen ook publikaties over dit onderwerp bij de andere
klassen der gewervelde dieren. Zo namen Leskart (1853) en Dehner (1872) delingen
waar in onbevruchte kikker — eieren, dus bij amfibieén. Bij vissen werden de eerste
waarnemingen door Burnett (1857) beschreven. Hij nam delingen waar in odcyten
van de kabeljauw. Pfliiger (1863) beschreef het optreden van celdelingen in
degenererende odcyten van de mens en van zoogdieren terwijl Hensen (1876) drie
eicellen met poollichaampjes beschreef in ovaria van de bruinvis.

Bij reptielen tenslotte dateren de eerste waarneringen uit 1919 en 1935 ( Schmids,
1919; Smith, 1935 ).

Hoewel de eerste vermoedens over het optreden van natuurlijke parthenogenese dus
al ruim een eeuw geleden zijn uitgesproken en er na de eersie publikaties een
aanzienlijke uitbreiding van het aantal heeft plaats gevonden in de twintigste ecuw,
heeft het onderwerp, de natuurlijke parthenogenese bij de gewerbelde dieren, over
het algemeen weinig bekendheid genoten.

Nog in 1950 werd door Suomalainen (1950) in een uitvoerig overzichtsartikel over
parthenogenese bij dieren gesteld, dat "normale parthenogenese bij vertebraten niet
bekend is”. Toch waren er in de jaren dertig en veertig al diverse artikelen over dit
onderwerp verschenen. Het feit, dat deze artikelen kennelijk in zo'n beperkte mate
de aandacht hebben getrokken, is waarschijnlijk een van de redenen waarom er nog
steeds geen overzichtsartikel over dit onderwerp is gepubliceerd. In dit hoofdstuk
wordt in deze leemte voorzien. Achtereenvolgens zullen publikaties over natuurlijke
parthenogenese bij vissen, amfibieén, repticlen, vogels en zoogdieren besproken
worden, waarbij bepaalde families, waarover relatief veel gepubliceerd is, apart
behandeld zullen worden.
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HOOFDSTUK I -2

NATUURLLJKE PARTHENOGENESE BIJ VISSEN

Reeds in 1857 werden door Burnett (1857} delingen In odcyten in ovaria van de
kabeljauw ( Gadus morrhua ) beschreven. Burnett concludeerde, dat delingen in
obcyten dus niet uitsluitend na een bevruchting optreden, maar ook spontaan
kunnen plaatsvinden. Het is echter niet duidelijk in hoeverre er hier sprake was van
het begin van een parthenogenetische ontwikkeling of slechts een waarneming van
de eerste meiotische deling of van degeneratieve segmentatie.

Trifonowa (1931) laat er in haar beschrijving geen twijfel over bestaan in hoeverre
er sprake is van parthenogenese. Haar artikel kan dan ook beschouwd worden als
de eerste beschrijving van het optreden van natuurlijke parthenogenese bij vissen.
Trifonowa (1931) baseerde haar conclusies op waarnemingen aan onbevruchte
gieren van een zoetwatervis ( Acering cernua ) en stelde onder andere vast, dat: "in
vorliegenden Fille aber haben wir es mit einer echten parthenogenetischen
Entwicklung zu tun”. Tevens neemt Trifinowa waar, dat bevruchte eicellen en
parthenogenonten zich gedurende de eerste drie dagen van de ontwikkeling even
snel delen, maar vanaf de vierde dag een vertraagde ontwikkeling vertonen.
Parthenogenonten bleven tot 10 dagen na het begin van de ontwikkeiing in leven
(bij een normale embryonale ontwikkelingstijd van 15 dagen), waarbij werd
aangetekend, dat de ontwikkeling tijdens de laatste dagen weinig vooruitgang
boekte.

Drie jaar later komt Trifonowa (1934) vitgebreid op deze en nieuwe waarnemingen
terug. Zij beschrijft dan tevens proeven bij verschillende soorten zoetwatervissen (
Acerina cernua ): de baars ( Perca fluviatilis ), de voorn ( Rutilus rutilus ) en de
brasem ( Abramis brama ) met het doel om parthenogenese op experimentele wijze
teinduceren, onder andere doorincubatie van eicellen in gedestilleerd water en door
warmte. Op deze wijze werd een volledige parthenogenetische ontwikkeling
verkregen waarbij de parthenogenonten zelfstandig uit het el kwamen, doch daarna
stechts kort in leven bleven. Opvallend was, dat de parthenogenonten tot aan het
einde van hun ontwikkeling minder dan de helft van de eicel innamen en zich als
dwerg ontwikkelden. Ook de ontwikkeling van de verschillende organen was
abnormaal: "iberhaupt die Entwicklung war deutlich pathologisch”, aldus
Trifonowa. Deze aanwijzingen voor een haploide ontwikkeling worden versterkt
door de waarneming, dat ook de kernen duidelijk kieiner zijn. Een jaar later slaagde
Kasansky (1935) er als eerste in langs experimentele weg volwassen
parthenogenetische vissen te kweken. Kasansky verkreeg deze ontwikkeling door de
invloed van menselijk speeksel op eicellen van een wilde karper ( Cyprinus carpio
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L.). Na Na incubatie gedurende 93 uur bij 18,7 — 22,5 graden Celsius nam hij een
verdere ontwikkeling tot normaal uitziende jonge vissen waar. Tevens werden
pogingen gedaan om karper — eicellen met sperma van de brasem ( Abramis brama
L.} te bevruchten. Er vond een normale embryonale ontwikkeling plaats, doch 5
— 16 dagen na het vitkomen van de larven gingen zij alle ten gronde.

Kennelijk is dit artikel van Kasansky pas veel later in grotere kring bekend
geworden want zijn experimenten vormen het bewijs, dat een parthenogenetische
ontwikkeling tot volwassen individuen bij vissen mogelijk is.

Pas na de eerste beschrijvingen van de langs experimentele weg verkregen eerste
levende vissen parthenogenonten door Trifonowa (1931, 1934) verschijnen de eerste
publikaties over waarnemingen omtrent de voortplanting bij vissen.

I1—21 Cypriniidae
I—-21.1 Poegiliae

Zoals reeds in de inleiding werd vermeld is natuurlijke parthenogenese bij vissen het
eerst beschreven door Trifonowa (1931). Dikwijls wordt deze primeur in de
literatuur toegeschreven aan een artikel van Hubbs & Hubbs, dat een jaar later
verscheen (1932). Daarin wordt de natuurlijke parthenogenese bij Poecilia formosa
beschreven. Deze zeer veel voorkomende levendbarende cyprinodont van de familie
der Poeciliae heeft zijn verspreidingsgebied tussen noord —cost Mexico en de
zuidelijke punt van Texas. Lang werd verondersteld, dat het hier een aparte soort
betrof, " Moilienisia formosa 7. In de literatuur wordt dan ook nog geruime tijd
zowel de naam Poecilia formosa als Mollienisia formosa gebruikt voor dezelfde
vissoort. Om verwarring te voorkomen zal in het vervolg echter steeds de juiste naam
worden gebruikt ; Poecilia formosa {Girard).

Hubbs & Hubbs ( 1932 ) vonden aanwijzingen, dat Poecilia formosa een hybride
kon zijn tussen Poecilia latipinna en Poecilia sphenops . Deze twee soorten waren
zo verschiilend, dat ze lang in twee aparte genera geplaatst waren. Met behulp van
een experimentele kruising tussen een Poecilia sphenops mannetje en een maagdelijk
Poecilia latipinna vrouwtje werd de juistheid van bovengenoemde hypothese
bewezen: de 22 nakomelingen waren alle hybriden en identiek aan Poecilia formosa
. Opvallend was echter, dat Poecilia formosa in een groot gedeelte van het
verspreidingsgebied uitsluitend als vrouwtje voorkwam. In dit gedeelte werd
namelijk geen enkel mannetje aangetroffen tussen de ongeveer 2000 onderzochte
exemplaren. Mannetjes werden slechis daar gevonden waar de beide
*oudersoorten” samen voorkwamen. In die gedeelten van het verspreidingsgebied
waar uitsluitend vrouwtjes voorkwamen vond men of de ene of de andere
oudersoort inn of vlakbij dat gebied. Toch ziin alle vrouwtjes, hoewel ze afkomstig
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kunnen zijn van kruisingen tussen Poecilia formosa met mannetjes van Poecilia
sphenops of Poecilia latipinna | in bijna alle opzichten identiek. De kenmerken van
de moeder worden als "blok™ doorgegeven aan de nakomelingen. Op grond hiervan
stellen Hubbs & Hubbs dan ook, dat "The consistent and abundant production of
purely matroclinous en constantly female offspring by this hybrid form of fish finds
its most plausible explanation as “parthenogenesis”. It is apparently not a
spontaneous parthenogenesis since many controls, unmated, have shown no
indication of becoming pregnani. We provisionally assume that we are probably
dealing with a case of gynogenesis”. Met andere woorden, aktivatie van de ¢icellen
door zaadcellen van een andere vissoort is nodig voor de parthenogenetische
ontwikkeling.

DDat het hier een tamelijk progressieve hypothese betrof blijkt o.a. uit het nogal
denigrerende commentaar van Howell (1933): "It is unwise to introduce the
suggestion of parthenogenesis, even of a modified sort, into vertebrate literature.
The phenomenon is 50 at variance with what is known and believed about vertebrate
development that I am sure no vertebrate morphologist would admit for a moment
that the natural development from an egg to sexual maturity of an individual
vertebrate without the direct inclusion of the male element is within the realms of
probability”.

Gelukkig wordt de hypothese, dat het hier om gynogenese gaat, ook op meer
wetenschappelijke wijze en minder emotioneel benaderd. Meyer (1938) constateert
terecht, dat deze hypothese diverse alternatieven niet uitsluit en dat een cytologisch
onderzoek geboden is. In zijn studie neemt hij, naast parthenogenese en gynogenese,
ook andere mogelijkheden in overweging. Zo zouden de waarnemingen ook
veroorzaakt kunnen worden door naar geslacht gedifferentieerde sterftecijfers of
door de aanwezigheid van "een factor” welke zich gedurende de periode van
gesiachtsdifferentiatie manifesteert ten gunste van de ontwikkeling van vrouwtjes.
Tevens probeert Meyer een verklaring te vinden met behulp van geslachtsgebonden
erfelijkheidsstudies of door een ongewone verdeling te verondersteilen tijdens de
eicelrijping van de chromosomen afkomstig van de vader en de moeder.

Evenals Hubbs & Hubbs toonde Meyer aan, dat parthenogenese in de strikte
betekenis van het woord uitgesloten is. Bovendien toonde hij aan, dat de psychische
invloed van de visuele aanwezigheid van het mannetje niet voldoende is voor het
verkrijgen van nakomelingen: “The males exercise more than a psychic influence on
maiing”. Op grond van de waargenomen gemiddelde grootte van kernen van
somatische cellen van drie Poecilia — soorten sluit Meyer de mogelijkheid van een
haploid of polyploid aantal chromosomen uit. Met behulp van de bestudering van
microscopische preparaten van ovaria kon Meijer niet vaststellen in hoeverre de
geheel vrouwelijke overerving van Poecilia formosa hybriden het resultaat is van een
mogelijke eliminatie van het chromatine van de vader. Wel concludeert Meijer op
grond van een genetische analyse, een histologische studie van het vrouwelijke
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voortplantingssysteem en een studie van de vruchtbaarheid van Peecilia , dat de
produktie van uitsluitend vrouwtjes door Poecilia formosa niet veroorzaakt wordt
door een eliminatie van de mannetjes in embryonale of volwassen stadia. Studies
van de ontwikkeling van embryonale, jeugdige en volwassen ovaria van Poecilia
formosa toonden voorts aan, dat de mogelijkheid van juveniel hermafroditisme
uitgesloten moet worden. Concluderend acht Meijer het volgende mechanisme het
meest waarschijniijke voor het als blok overerven van aile vrouwelijke kenmerken -
"Wanneer eicellen van Poecilia formosa bevrucht worden door zaadcellen van
Mollienisia sphenops of Poecilia latipinnabevatten de daaruit resulterende embryo’s
zowel de chromosomen van de moeder als de vader. De chromosomen van de vader
zijn echter niet in staat de aard van de nakomelingen te beinvioeden in de
aanwezigheid van vreemd cytoplasma en chromosomen van de moeder. Wanneer
de eicellen van de hybride rijpen, vindt een selektieve meiose plaats waardoor al het
chromatine van de vader in het poollichaampje wordt geglimineerd”. In 1946
(Hubbs & Hubbs, 1946) worden deze voorlopige conclusies bevestigd door 14 jaar
experimenteel onderzoek. In deze periode werden 8.000 nakomelingen van 20
opeenvolgende generaties onderzocht, Alle bleken van het vrouwelijk geslacht te
zijn en bovendien werd geen spoor van de genetische kenmerken van de vader
teruggevonden. Wel werd gevonden, dat het aantal nakomelingen een
evenredigheid vertoonde met de graad van verwantschap van de 50 typen
mannelilkke POECILIAE (species, sub — species, rassen en hybriden), welke getest
werden. Zonder de aanwezigheid van een van deze typen mannetjes werden geen
nakomelingen verkregen. Hoewel men als meest waarschijnlijke verklaring voor het
genetische gedrag van Poecilia formosa de permanent gefixeerde diploidie geeft, is
deze hypothese niet getest door cytologische studies van de odgenese.

Hubbs et al. (1959 )} maakten melding van de vangst van 1.150 Poecilia vissen,
waarvan er naast 1.108 vrouwtjes P. formosa , 30 vrouwtjes en 11 mannetjes P.
latipinna ook een fenotype P. formosa mannetje was. Op grond van vergelijkende
fenotypische studies komt men tot de hypothese, dat dit mannetje ontstaan is als
hybride tussen P. sphenops en P. latipinna . Microscopische studies toonden de
aanwezigheid van testes aan; kruisingen met dit exemplaar waren helaas niet meer
mogelijk doordat het mannetje “in het veld” reeds was gepreserveerd. Later wordt
door Hubbs (1964) nogmaals melding gemaakt van “occasional males”.

Experimenteel verkregen Haskins et al. (1960} fenotypische Poecilia formosa
mannetjes door toevoeging van methyltestosteron {(uiteindelijke concentratie: 3,5
ng/ml ) aan aquaria met opgroeiende jonge Poecilia formosa vrouwtjes. Hiermede
werd bewezen, dat de genetische informatie voor de expressie van secundaire
mannelijke geslachtskenmerken nog intact was gebleven in die populatie.

Een verrassend resultaat werd verkregen uit kruisingen tussen Poecilia formosa

vrouwtjes en Limia virtata mannetjes: de F—1 van 5 kruisingen was fenotypisch
identieck aan Limia virtata en bestond overwegend uit manneges. Uit
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terugkruisingsexperimenten bleken zowel de vrouwtjes als de mannetjes volledig
fertiel. OQok werden de F—1 mannetjes teruggekruist met Poecilia formosa
vrouwtjes. Het resultaat was een gemengd broedsel, dat klaarblijkelijk was ontstaan
als gevolg van een competitie tussen sexuele en gynogenetische voortplanting in een
door sperma van een enkel mannetje bevruchte serie eicellen. In een eerste generatie
van een dergelijke kruising overheerste de gynogenese, doch nadat de groep
gedurende verscheidene maanden in grote vijvers had vertoefd had de sexuele
voortplanting de gynogenese grotendeels verdrongen.

De hypothese van Hubbs (1955), die gynogenese als wijze van voortplanten bij
Poecilia formosa veronderstelt, is door Kallman (1962) getest met behulp van
weefseltransplantaties. Deze test was gebaseerd op het feit, dat
weefseliransplantaties alleen dan succesvol zijn indien alle isoantigenen van de
donor ook in de cellen van de ontvanger aanwezig zijn. Alle transplantaties waren
succesvol in die gevallen, waarin de donor en de recipient van dezelfde "kloon”
afkomstig waren; afstoting trad op indien dit niet het geval was. Op grond van deze
experimenten, die eerder reeds door Spurway (1955) en Haldane (1958, 1959) waren

gesuggercerd, acht Kallman gynogenese en het bestaan van verschillende klonen
bewezen,

Kallman (1962 —B) onderzocht tevens het aantal klonen, dat een natuurlijke
populatie vormt en de stabiliteit van deze klonen in tijd. Hij vond, dat circa 80% van
de vissen tot slechts twee klonen behoorde; een derde kloon bestond uit 10% van de
vissen. Bovendien vond hij, dat de populatie ~ opbouw gedurende tenminste negen
jaren constant gebleven was, en waarschijnlijk reeds gedurende een veel langere
periode. Deze conclusies worden bevestigd door Darnell et al. (1967), die
soortgelijke studies verrichtten met vissen uit een ander gedeelte van het
verspreidingsgebied (Rio Guayalejo — gebied) dan de door Kaliman gebruikte
vissen {Rio Grande gebied). Wel doen de resultaten van Darnell et al. vermoeden,
dat de genetische overeenkomst tussen de verschillende Rio Guayalejo klonen
kileiner zijn dan die tussen de Rio Grande klonen. Soortgelijke
transplantatie — studies met de zeer zelden voorkomende hybride nakomelingen, die
ook kenmerken van de vader vertonen (P.f. x P.s. hybriden en P.f. x P.v. hybriden),
doen Kallman ( 1964 ) vermoeden, dat de P. formosa klonen homozygoot zijn. Hij
verondersteit dat diploidie hersteld wordt als resultaat van een fusie van de haploide
obcyt — kern met het tweede poollichaampje of door onderdrukking van de eersie
klievingsdeling,

Een volgende studie door Rasch et al. (1965) toont echter aan, dat de conclusie ten
aanzien van “de vermoede homozygotie” van de P. formosa klonen niet de enig
juiste behoeft te zijn. Met behulp van DNA metingen werd namelijk diploidie
aangetoond in de tweeslachtige P. sphenops en de éénslachtige gynogenetische P.
formosa , terwijl in de somatische kernen van eerdergenoemde twee typen hybriden
triploidie werd aangetoond. Deze hybriden waren steriel, vertoonden tijdens
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metafase [ van de spermatogenese veel chromosomale afwijkingen en bezaten zowel
“reuze — als microspermatiden”™ in de testis. Met deze studie werd eveneens voor het
eerst bewezen, dat triploide vertebraten door hybridisatie verkregen kunnen
worden. Naast deze DNA metingen werd de triploidie bij deze zeldzame hybriden
ook nog bevestigd door middel van chromosoomtellingen (Schultz & Kallman,
1968},

Soortgelijke resultaten werden door Rasch et al. (1970) verkregen. In een
omvangrijke, 5 jaren durende, studie werd met behulp van cytofotometrische
analyses van DNA —gehalten en daarmede verband houdende studies van
karyotypen duidelijk vastgesteld, dat niet alleen in de laboratoriumkweken, maar
ook in de natuur, spontane triploide Poeciliae gevormd werden. Bovendien werd bij
de tripioide hybriden een belangrijke toename in celgrootte enn DINA — pehalte bij
erythrocyten vastgesteld, waardoor deze hybriden zich duidelijk onderscheidden
van de verschillende diploide soorten (vormen). Eerder had Rash (1968) reeds ecen
verhoogd erythrocyten DNA — gehalte vastgesteld bij 4 a—typische P. formosa
exemplaren. Het hybride karakter van deze exemplaren werd bevestigd door
electroforese — studies van bloedserum etweitten. Alle vier exemplaren vertoconden
a—typische albumine — banden, die karakteristiek waren voor de participerende
vader species en duidelijk ie onderscheiden waren van de typische P. formosa
exemplaren .

Darnell & Abramoff (1968} proberen het oorspronkelijke verspreidingspatroon van
de Poecilia —soorten ( P. latipinna , P. sphenops , P. mexicana en P. formosa ) te
verklaren op basis van tegenwoordige biologische en geografische factoren. Zij
tonen aan, dat P. formosa relatief kort geleden is ontstaan in kustlagunes van
waaruit de soort zich langs de kust en stroomopwaarts verspreidde. Zeer terloops
wordt tevens melding gemaakt van "a functional male derived friom a P. fermosa
mother” , waardoor het bestaan van mannetjes binnen de species is komen vast te
staan. De meeste fenotypische mannetjes waren niet “functioneel” {(onder andere
steriel), hetgeen het sterke vermoeden doet rijzen, dat het genetische abnormaliteiten
waren (Rasch et al., 1965) of genotypische vrouwtjes, die door exceptionele milisu —
of interne factoren mannelijke kenmerken ontwikkelden.

Met cytogenetische studies tonen Prehn & Rash (1969) het bestaan aan van een
natuurlijke triploide kloon van P. formesa . De vitwendige morfologie fijkt sterk op
de sympatrische P. mexicana. Op grond van de aantallen en vormen chromosomen
wordt geconcludeerd, dat deze triploide P. formosa individuen de diploide
chromosoomset van de moeder bezitten { P. jormosa ) en een haploide set
chromosomen van de vader ( P. mexicana ). '

Abramoff et al. (1968) verrichtten elektroforese — onderzoek aan serum — eiwitten

van het bloed van P. formosa , P. latipinna en P. mexicana . Het bleek, dat de op
33 verschillende plaatsen in de natuur gevangen P. formosa twee albuminebanden
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bezat, welke identiek waren aan banden, die de in het laboratorium verkregen
hybriden van P. latipinna en P. mexicana vertoonden. De veronderstelde
oudersoorten P. latipinna en P, mexicana bezaten ieder één albumineband met
verschillende elektro — foretische mobiliteit. Studies met gemengde sera toonden de
elekiro — foretische overeenkomst aan tussen de twee P formosabanden met die van
de twee veronderstelde oudersoort P. latipinnag en P. mexicanc en bevestigden
daarmede de conclusie, dat P. formosa oorspronkelijk door hybridisatie van P.
latipinna en P. mexicana is ontstaan. Mede op grond van deze resultaten worden
de eerder gesuggereerde mechanismen, welke de ploidie bij gynogenese in stand
houden, verworpen en geeft men de voorkeur aan de door MacGregor & Uzzell
(1964) gepostuleerde hypothese, die gebaseerd is op pre — meiotische endoreplicatie
gedurende de odgenese. Het uiteindelijke bewijs zal echter geleverd moeten worden
aan de hand van kritische cytologische studies van de meiose in zowel diploide als
triploide vissen. Pas dan zou het juiste genetische mechanisme vasigesteld kunnen
worden,

Door Rasch & Balsano {(1974) wordt een grote spreiding in natuurlijke populaties
van het percentage triploide Poecilia vrouwtjes waargenomen, zowel van jaar tot
jaar en seizoen tot seizoen als van plaats tot plaats in de natuur. In
iaboratoriumkweken werd tevens vastgesteld, dat de in het wild gevangen triploide
vrouwtjes in staat zijn zich op gynogenetische wijze voort te planten, waarbij het
triploide genoom in zin geheel wordt doorgegeven aan de é&énslachtige
nakomelingen. Dit laatste werd aangetoond met behulp van elektroforese studies
aan bloedplasma en DNA cytofotometrische bepalingen van Feulgen — gekleurde
kernen en bloedcellen.

Vanwege hun bijzondere wijze van vooriplanten bevelen Setlow et al. (1978)
Poecilig vissen als model aan voor de studie van in vivo effecten van biclogische
schade aan DNA als gevolg van ioniserende straling. Gesuggereerd wordt, dat het
model gebruikt kan worden om informatie te verkrijgen omtrent de molekulaire
effecten van schadelijke invioeden op dieren. Cellen van specifieke weefsels kunnen
goed gedefiniferd "behandeld” worden; de schade gemeten en de lesies in vivo
onderzocht. De genetische homogeniteit van de klonen garandeert een minimale
variatie in de individuele reakties terwijl de proeven in zeer sterke mate
reproduceerbaar zijn. Daarom zal een beperkt aantal vissen voldoende zijn om
statistisch verantwoorde resultaten te verkrijgen.

In navelging van de synthese van een &énslachtige Poeciliopsis in het Jaboratorium
door Schultz (1973) proberen Turner et al. {1980} op eenzelfde wijze gynogenetische
Poecilia formosa klonen te kweken. Daartoe werden 337 Poeciliae latipinna x P.
mexicana (beide reciproken) en 83 Poecilice laripinna x Poeciliae sphenops hybriden
in het laboratorium gekweekt. Hoewel dit de veronderstelde oudersoorten van
Poecilia formosa zijn, bleken er zich geen gynogenonten tussen de F— 1 hybride
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wijfjes te bevinden. Turner et al. verklaren dit onverwachte resultaat met een van
de twee volgende veronderstellingen: —

— (1)tenminste een van de cudersoorten is ten onrechte als zodanig geidentificeerd
en

— (2) er zijn speciale “gynogenetische genotypen” tussen de genomen van
tenminste een van de oudersoorten, die resulteren in gynogenese na hybridisatie,
De frequentie van deze genotypen zou geografisch en mogelijk in de tijd variéren.
Zij zouden zeldzaam of afwezig zijn in de door Turner en medewerkers gebruikte
populaties.

Indien deze laatste hypothese juist is volgt daaruit, dat de verschillen tussen wel —
of niet gynogenetische genotypen waarschijnlijk slechts gering zijn en, in het
extreme geval, mogelijk stechts betrekking hebben op verschillende allelen in maar
&én locus. De oorsprong van parthenogenese in Poecilia formosa , maar mogelijk
ook bij andere éénslachtige dieren, zou dan niet berusten op een totale interaktie
tussen twee verschillende componenten van een hybride genoom, maar in de aktie
van bepaalde allelen op één of een paar loci, die door hybridisatie in een nieuwe
genetische omgeving zijn geplaatst.

I—-2.1.2. Poeciliopsis

In 1959 beschrijven Miller & Schultz (1959) de ontdekking van éénslachtige typen
in twee soorten, welke deel uitmaken van dezelfde familie waartoe de POECILIAE
behoren, namelijk de CYPRINIIDAE. Beide soorten behoren tot hetzelfde genus.
Deze rassen komen voor in de rivieren bij de kust van noord — west Mexico en
worden aangeduid met Poeciliopsis F . en Poeciliopsis C . Bij deze twee soorten
komen — in tegenstelling tot Poecilia formosa — twee typen vrouwtjes voor:
exemplaren, die beide geslachten voortbrengen en exemplaren, die — hoewel
gekruist met hetzelfde mannetje — uitsluitend dochters voortbrengen. Tevens erven
de jongen van de uitsluitend uit vrouwties bestzande typen wel de karakteristieken
van de verschillende, in experimentele kruisingen gebruikte, mannetjes. De
eenslachtige typen van de beide Poeciliopsis soorten vormen mogelijk een
overgangsstadium in de ontwikkeling van een vitsinitend vrouwelijke vorm zoals bij
Poeciliae formosa .

Het doel van de daaropvolgende onderzoekingen van Schultz (1961, 1966, 1967 en
1969} is na te gaan wat het geslachtsbepalende mechanisme is, dat verantwoordelijk
is woor de eéénslachtigheid in Poeciliopsis (Schultz, 1961). De volgende
mogelijkheden zijn door Schultz overwogen: een lethaal principe, polyploidie,
parthenogenese, gynogenese, geslachtsverandering, cytoplasmatische erfelijkheid,
onevenwichtiz autosomaal gencom en selectieve rijping. Vele van deze
mogelijkheden waren ook reeds door Meijer (1938) geopperd en onderzocht.
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Onderzoek aan de ovaria en broedgegevens sluiten de mogelijkheid uit, dat het
ontbreken van mannetjes in het nageslacht vergorzaakt wordt door lethale factoren.
Blijkens pgenctische en hisiologische gegevens van de gonaden is ook
geslachtsverandering uitgesloten. Overerving van kenmerken van de vader door het
eénslachtige type nagesiacht bewijst, dat parthe— en gynogenese onmogelijk is,
terwijl polypleidie biijkens chromosoomiellingen ook niet optreedt. Eveneens was
er geen genetisch of cytologisch bewijs, dat de tweeslachtige rassen
geslachts — chromosomen bezitten.

Het blijkt, dat geslachtsbepaling grotendeels — zo niet geheel — bepazld wordt
door autosomale genen. Overerving van een marker — gen ("dorsal fin spot™) in
zowel de één — als tweeslachlige rassen in de verschillende kruisingen duidt erop,
dat het mannelijk chromosoom met het "S” locus niet doorgegeven wordt aan het
ei, doch gedurende de odgenese verloren gaat, aldus Schultz (1961). Hij postuleert
het volgende mechanisme: "The non —homologous or "W” chromosome of "C” and
“F" is in reality not a sex chromosome, but rather one of several chromosomes
introduced into the genomes of the unisexual females through hybridisation. These
chromosomes, which are inherited as a unit, have female — determining factors too
strong to be counterbalanced by the paternal factors provided by "C” or "F” males.
They furthermore are genetically too dissimilar to pair with the paternal
chromosomes during obgenesis. Synapsis probably results in the expulsion of the
paternal chromosomes in a polar body”. In hoeverre Schultz bewust of "onbewust”
nalaat Meijer {1938) te citeren is niet duidelijk. Het is echter opvallend, dat er zoveel
gelijke gedachten en conclusies in beide artikelen voorkomen.

Inmiddels is, op grond van de grote morfologische uniformiteit, Poecifiopsis Cx
door Miller ( 1960 ) als Poeciliopsis lucida geidentificeerd, terwijl Poeciliopsis F. nog
steeds niet nader is beschreven.

Schultz toetst de door hem geopperde hypothese met behulp van
hybridisatie — experimenten {Schuitz, 1966). In de vorige studie (Schultz, 1961) was
slechts één marker - gen beschikbaar om het lot van de chromosomen van de vader
te vervolgen. Hierdoor kon derhalve niet met zekerheid bewezen worden, dat er
steeds meer dan &én chromosoom van de vader verloren ging tijdens de obgenese
van de eerste generatie. Door het grote aantal kenmerken, waardoor Poeciliopsis
latidens verschilt van Poeciliopsis Cx en Poeciliopsis lucidais het echter wel mogelijk
na te gaan in hoeverre meerdere chromosomen van de vader doorgegeven worden
in de eicellen van de verschillende hybride kruisingen. Van de 14 Poeciliopsis
soorten, die voor de hybridisatie — experimenten werden gebruikt, gaven 10 soorten
fertiel nageslacht na kruising met Poeciliopsis Cx . In alle kruisingen vertoonde het
verkregen nageslacht kenmerken van zowel de vader als de moeder, zodat zij dus
als werkelijke hybriden en niet als produkten van parthenogenese of gynogenese
beschouwd moeten worden. Op grond van terugkruisings —experimenten wordt
echter geconcludeerd, dat geen enkel chromoscom van de Poeciliopsis latidens
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vader doorgegeven wordt via de eicellen. Alle gingen waarschijnlijk gedurende de
odgenese verloren! "We deal thus with an isolating mechanism that is complete.
There is little likelihood that wild populations of Cx are genetically attered by either
lucida or latidens, but that the male genome is only borrowed for the production
of each generation”,

Een jaar later concludeert Schultz (1967) op grond van andere
hybridisaticexperimenten, dat er tenminste drie op elkaar gelijkende, maar toch
verschillende, uitsluitend vrouwelijke rassen zijn, die door hem met Cx, Cy en Cz
worden aangeduid. Aanvankelijk werden de Cy en Cz rassen niet als zodanig
onderscheiden, maar beide als Cx beschouwd doordat zij in het laboratorium
nitsluitend in stand gehouden werden door kruisingen met Peeciliopsis lucida
mannetjes. Toen zij echter ook met Poeciliopsis latidens mannetjes gekruist werden
bleken aanzienlijke verschillen in het nageslacht op te treden. In plaats van beide
geslachten, bracht Cz  namelifk  alleen mannetjes voort.  Het
voortplantingsmechanisme, dat resulteert in dit volkomen mannelijke nageslacht,
is nog nmiet duidelijk. De derde vorm, Cy, bracht na kruising met Poeciliopsis latidens
mannetjes alleen vrouwtjes voort, die morfologisch niet van de moeder waren te
onderscheiden. Het blijvend achterwege blijven van de expressie van Poeciliopsis
latidens kenmerken in deze nakomelingen doet vermoeden, dat Cy zich
gynogenetisch voortplant, Wat betreft het voortplantingsmechanisme lijkt Cy dus
sterk op Poecilia formosa (Hubbs & Hubbs, 1932). Bovendien bleek Cy — in
tegenstelling tot de diploide rassen Cx en Cz — ftriploid te zijn: "Suppression of a
cleavage stage and the production of diploid eggs, followed by fertilisation with
Poeciliopsis lucida sperm, is the most likely origin of the triploid Cy. Once the
triploid chromosome complement is acquired, meiosis is probably preceded by
endomitosis, the population henceforth being sustained by gynogenesis from
triploid eggs”. Deze verklaring is dezelfde als die, welke door Uzzell & Goldblatt
(1967) naar voren is gebracht om het ontstaan van de triploide Ambystoma te
verklaren (zie Hoofdstuk I1—3). Met dien verstande, dat in het geval van de
Poeciliopsis de intermediaire hybride nog aanwezig is in de vorm van het geheel uit
vrouwtjes bestaande diploide ras. In 1969 beschrijft Schultz de ontdekking van een
tweede triploide gynogenetische Poeciliopsissoort naast het reeds eerder beschreven
"Cy” type (Schultz, 1967 ). Het " poeciliopsis complex” bestaat dus nu uit twee
tweeslachtige soorten ( Poeciliopsis monacha en Poeciliopsis lucida ) en drie
éénslachtige, hiervan afgeleide soorten, waarvan er twee triploid zijn en de derde
diploid. De "diploide” (2 n} hybride bestaat wit 1 n van Poeciliopsis monacha en 1
n van Poeciliopsis lucida . Gedurende de odgenese in deze hybride gaan de, van de
vader afkomstige, P. lucida chromosomen verloren, zodat de Poeciliopsis monacha
set aan de eicellen wordt doorgegeven. Doordat de hybride in hoofdzaak met
Poeciliopsis lucida kruist blijft het hybride karakter toch gehandhaafd. Deze wijze
van voortplanten wordt door Schultz "hybridogenese” genoemd: "Each individual
originates as a hybrid”. Door incidentele afwijkingen in deze hybridogenese
ontstaan soms ook 2 n. Wanneer deze eicellen door zaadcellen van achtereenvolgens
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Poeciliopsis lucida en Poeciliopsis moracha worden bevrucht, ontstaan twee
triploide — eveneens é&énslachtige — soorten, respectievelitk Poeciliopsis
I —monacha/2 —lucida en Poeciliopsis 2 —monacha/1 —licida . Ben jaar later
melden Cimino & Schuliz (1970) de produktie van diploide mannelijk nageslacht
van een triploide gynogenetische Poeciliopsis soort. In het broedsel van negen uit
de natuur afkomstige triploide Poeciliopsis 2 —monacha/ 1 — lucida vrouwtjes, die
in het laboratorium met Poeciliopsis monacha gekruist waren, werden totaal 332
triploide vrouwtjes geidentificeerd, welke alle morfologisch identiek waren aan hun
moeders. Er werd echter ook één mannetje geboren in een broedsel met verder nog
23 vrouwtjes. Chromosocomtellingen wezen uit, dat de moeder en de nakomelingen
triploid waren (72 chromosomen), terwijl het mannetje diploid bieek te zijn (48
chromosomen). Hoewel Cimino & 5chuitz de mogelijke inviced van een
milieufactor als vorzaak van het afbreken van het normale gynogenetische patroon
niet uwitsluiten, achten zij van groot belang, dat met deze waarnemingen is
aangetoond, dat triploidie geen evolutionair eindpunt behoeft te zijn!

In latere studies (Moore et al, 1970; Schultz, 1971) probeert men — door
bestudering van verspreidingspatronen, geografie en mogelijke problemen van
aanpassing aan het milieu — het ontstaan van de éénslachtige hybridogenetische
vormen van Poeciliopsis te verklaren.

Cimino {1971, 1972— A, 1972 —B) verrichtte onderzoek naar de meiose en de
cytogenetica van het £én — tweeslachtige Poeciliopsis complex. Door microscopisch
onderzoek van ovaria ontdekte hij een bij vertebraten nog niet eerder waargenomen
mechanisme voor de odgenese van de diploide gynogenonten. Cimino duidt dit
mechanisme aan met "premeiotic exclusion”. Tijdens de laatste mitose, die aan de
meiose vooraf gaat, rangschikken de chromosomen van de moeder zich in het
equatoriale viak van een éénpolige kernspoel en begeven zich naar de pool. De
chromosomen van de vader associéren zich niet met de spoel, maar blijven verspreid
in het cytoplasma om vervolgens aan de tegenoverliggende plaats samen te
klonteren. De celdeling wordi onderdrukt, zodat er een odgoniuim ontstaat met twee
clusters chromosomen, beide in verschillende mate gecontraheerd. Op deze wijze
bevat de kern van het odgonium uitsluitend de chromosomen van de moeder. De
meiose begint vervolgens met een "normale” profase 1. Paring van de homologe
chromosomen kan uiteraard niet plaatsvinden. Na de overlangse scheiding van de
chromosomen, die van de moeder afkomstig zijn, wordt een haploid poollichaampie
afgestoten en ontstaat dus een haploide eicel. De chromosomen van de vader
worden vervolgens geresorbeerd en desintegreren in het odplasma of worden
afgestoten. Op basis van dit mechanisme geeft Cimino (1972 — B) een mogelijke
verklaring voor het ontstaan van de natuurlijke triploidie in Poeciliopsis .
Onderdrukking van de eerste meiotische deling ten gevolge van abrupte
temperatuurstijging op het juiste moment in de odgenese zou in een diploide eicel
kunnen resulteren, waardoor er na bevruchting met een haploide zaadcel ecen
triploide vis kan ontstaan. De warmte —schok kan verklaard worden door de grote
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temperatuurverschillen, welke in de natuurlijke vindplaatsen van de vissen
voorkomen. Sommige rivieren worden onder andere gevoed door
warmwaterbronnen van 44 graden Celsius. Op plaatsen waar dit water uitkomt in
een rivier, waarvan het water 27 graden Celsius is, komen dus grote en vrij extreme
temperatuurverschillen voor, waaraan de vissen uiteraard zijn blootgesteld. Dat
deze temperatuurswisselingen bij vissen de ploidie kunnen beinvlipeden was reeds
eerder bekend wit experimenteel werk (Swamp, 1959; Makine & QOzima, 1943).

Vrijenhoek (1972) bestudeerde de genetische relaties tussen éénslachtige hvbride
Poeciliopsis soorten. en hun voorouders met behulp van het voorkomen van
lactaatdehydrogenase iso - enzymen als genetische kenmerken. Elektroforese van
extracten van oogweefsel toonde genetische verschillen aan ten aanzien van de
lactaatdehydrogenase locus. Deze verschillen werden als waardevolle, eenvoudige
genetische kenmerken gebruikt om de hypothese te testen inzake de veronderstelde
hybride oorsprong van deze éénslachtige vissen. De resultaten toonden de
verschillen aan in de genetische bijdragen van de voorouders en ondersteunden de
hypothese ten aanzien van de hybride oorsprong. Eenzelfde type onderzoek werd
later door Vrijenhoek (1975) beschreven. Daarin werden elekiroforese — studies
verricht aan een spier—¢iwit (MP—1) en aan iso—enzymen van
alkohol — dehydrogenase (ADH) en werden waarnemingen gedaan, die
overeenkwamen met de bovengenoemde resultaten (Vrijenhoek, 1972).

Inmiddels was door Schultz (1973) op experimentele wijze de juistheid van de
hypothese over de hybride oorsprong van deze vissen aangetoond. Schuliz (1973}
meldt de "synthese van een species” in het laboratorivm. Meer dan 67 kruisingen
tussen Poeciliopsis monachaen Poeciliopsis lucida waren seder 1957 uitgevoerd; vijf
daarvan waren succesvol in die zin, dat fertiele nakomelingen werden verkregen. De
problemen bij deze kruising ontstonden vooral door het verschil in grootte tussen
het hybride embryo en de verhoudingsgewijs te grote Poecifiopsis monacha dooier.
Hierdoor ontstonden ontwikkelingsafwijkingen ten gevolge van het niet—tijdig
gebruiken — en dus verdwijnen — van de dooier. [s echter een kruising gelukt, dan
hebben de volgende generaties deze problemen niet meer omdat zij zich in
"middelgrote” eieren ontwikkelen (de diameters van de eieren zijn resp.: Poeciliopsis
monacha 2,2 mm ; Poeciliopsis lucida 1 4 mm en Poeciliopsis monacha x lucida 1.8
mm!}.

Thibault (1974} concludeerde, dat de belangrijkste factor in de verdeling van dedrie
censlachtige Poeciliopsis soorten bepaald wordt door de aanpassing aan het
ecologische midden van dat van de beide oudersoorten.

Uzzell & Darevsky (1975) kwamen tot dezelfde conclusie na bestudering van

hagedissen aan de hand van de verspreiding van de éénslachtige soorten van het
Lacerta saxicola complex. Met name werden intermediaire waarden gevonden
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tussen de oudersoorten ten aanzien van de hoogte ten opzichte van het zeeniveau,
de geografische en de vegetatieve aspekten van het natuuriijke miliew.

Moore (1976) geeft een analyse van de geografische verspreiding van Poeciliopsis
monacha —occidentalis . Hij plaatst deze analyse in de context van een
mathematisch selectiemodel, waarin de eenslachtige vooriplanting in drie
verschillende componenten wordt verdezid: de waarschijnlijkheid, dat een vrouwtje
zwanger is; de waarschijnlijkheid, dat een bepaald nageslacht vrouwelijk is, en de
mate waarin een bepaald fenotype in staat is zich in cen bepaalde omgeving te
handhaven. Geconcludeerd wordt, dat heterozygotie en aanpassing aan
verschillende niches weinig of geen bijdrage leveren tot de verspreiding van de
geanalyseerde Poeciliopsis — soort, terwijl juist het voorkomen van ecologische
overgangsgebieden de meest waarschijnlijke verklaring vormt voor de relatief hoge
mate van succes waarmede de dieren zich handhaven.

Vrijenhoek et al. (1967, 1977) verzamelden in 35 geografisch gescheiden
verspreidingsgebieden Poeciliopsis occidentalis en Poeciliopsis
monacha - occidentalis ten behoeve van een vergelijkende studie van de genetische
variabiliteit en heterozygotie bi] deze twee soorten in deze gebieden.
Elektroforese —studies werden uitgevoerd met extracten uit lever, ogen en
spierweefsel. Totaal werd de variatie van 25 eiwit —loci bepaald. Zoals verwacht
waren de verschillen bij de Poeciliopsis monacha — occidentalis veel groter dan bij
die van Poeciliepsis occidentalis . Schuitz (1977) publiceert een zeer goed
overzichtsartikel over de evolutie en de ecologie van Peeciliopsis, waarin incidenteel
ook vergelijkingen gemaakt worden met de andere éénslachtige soorten: de mollies
{ Poecilfia ) en de goudvissen ( Carassius }. Met name behandelt hij de volgende
aspekten van de eenslachtige vissen: het ontstaan, de voortplantingsmechanismen,
de geografische verspreiding, de hetero — zygotie en veelvormigheid binnen een
populatie, competitieve aspecten met tweeslachtige soorten, competitieve aspekten
tussen klonen van éénslachiige soorten en de voordelen van gestachtelijke
voortplanting tegenover ongeslachtelijke voortplanting.

In hetzelfde jaar publiceert Moore (1977} een eerste van een voorgenomen serie
artikelen met de bedoeling de genetische struktuur, het aanpassingsverloop en de
evolutionaire mogelijkheden te onderzoek van Poecifiopsis 2 — monacha/ 1 — lucida
. Het eerste onderzoek omvat weefseltransplantatiestudies met het doel drie
hypothesen inzake de verschillende typen homologe chromosoomparing (zuster
chromosoomparing, willekeurige paring van de monacha homeologen en
witlekeurige paring van alle homologen { dus 2 menacha en 1 luerda ) te testen en
als vierde hypothese na te gaan of chromatine van de vader incidenteel in de
zygote —kern wordt opgenomen. Figuur I is een afgeleid schema van een
soortgelijke figuur van Moore (1977). Het geeft een hypothetisch verloop aan van
de meiose ingeval zuster — chromosocomparing plaatsvindt en de consequenties voor
de histocompatibiliteitsrelaties van de verschillende paringen van de monacha
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homologen. Deze relaties werden onderzocht met behulp van weefseltransplanten.
De resultaten werden getoetst aan de in het schema aangegeven te verwachten
afstotingsreakties, respectievelijk acceptaties, van transplantaten. Op grond van de
verkregen resultaten concludeert Moore, dat er sprake is van
zuster — chromoscomparing, de andere hypothesen konden worden verworpen.
Deze conclusie komt overeen met het reeds in 1972 door Cimino veronderstelde
meiotische mechanisme ("pre —meiotic exclusion™).

Vrijenhoek ¢t al. (1978) voerden cen genetische apalyse uit van de
populatiestructuur van Poeciliopsis monacha —lucida , waarbi] met name
bestudeerd werd hoeveel variatie er bestond, de oorzaken van deze variatie en het
belang van de variatie in relatie tot het habitat. Alle onderzochte dieren waren
afkomstig vit nakomelingen, die op vier verschillende lokaties in de natuur
gevangen waren. Deze 37 vrouwtjes werden in het laboratorium met mannetjes van
een ingeteelde P. fucida stam verder gekweekt. Individuele elektroforesepatronen
van 12 eiwitien, die door totaal 22 Joci gecedeerd werden, werden vergeleken. Uit
de elektroforese— gegevens van deze 37 stammen konden acht verschillende
haploide, van de moeder afkomstige, genotypen worden onderscheiden, hetgeen op
tenminste acht verschillende hemiklonen duidde.

f-2.13 Carassius

In een zeer korte mededeling rapporteert Lieder (1955) het ontbreken van mannetjes
in ¢en aantal onderzochte populaties van de zilverkarper, Carassius auratus gibelio
{Bloch); waarschijnlijk de natuurlijke vorm van de goudvis { Carassius auratus
auratus L .). Mede op basis van laboratorium — experimenten komt Lieder tot de
conclusie, dat "in der Regel keine normale Befruchtung stait findet, sondern die Eier
sich auf einen "Entwicklungsanstoss™ durch die Besamung hin parthenogenetisch
entwickeln. Auf welcher Weise der Entwicklungsanstoss erfolgt und wie die
Chromosomenzahl konstant gehalten wird, ist noch unbekannt und Gegenstand
weiterer Untersuchungen.” Later beschrijft ILieder (1959) de oégenese en
bevruchting van Carassius auratus gibelio (Bloch). Het blijkt, dat de
binnengedrongen zaadcel zich naar de kernspoel begeeft, doch dat er geen
pronucleusvorming en kemnversmelting plaatsvindt. Wel schijnt  het
kerncentrosoom van de zaadcel aan de eikern afgegeven te worden want de tegen
de kernmembraan liggende zaadcel verliest de ”Plasmastrahlung” terwijl de eikern
nu aan “beide” kanten ”Strahlungsfiguren aufweist™!

Ock door Busnita et al. (1955) wordt waargenomen, dat deze centrosoomoverdrache
plaatsvindi alvorens de eerste klievingsdeling tot stand komt. Volgens Lieder (1959)
is dit mogelijk de reden waarom bevruchting noodzakelijk is voordat een verdere
gynogenetische ontwikkeling kan plaatsvinden. Hoewel Busnita et al (1957)
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veronderstellen, dat er slechts één rijpingsdeling plaatsvindt omdat zij geen tweede
poollichaampje konden waarnemen, wijst Lieder (1959) op het feit, dat de eerste
rijpingsdeling reeds voor de ovulatie voltooid kan zijn en het daarbij afgesnoerde
poollichaampje snel degenereert en dus later niet meer waarneembaar is.
Merkwaardig genoeg geeft Lieder echter geen verklaring op welke wijze het
chromosoom — aantal dan we! constant kan blijven. Wel stelt hij om onduidelijke
redenen "eine Rickwanderung des Polkorpers auszuschliessen”. Op grond van
schattingen van het aantal chromosomen in de anafase van de eerste klievingsdeling
lijkt het diploide chromosoom — aantal weer aanwezig te zijn en concludeert Lieder:
"Demnach diirfte eine Aufregulation des wahrscheinlich haploiden Eikernes in den
diploiden Zustand noch vor der ersten Furchungsmitose stattfinden.” De verdienste
van het artikel van Lieder (1959) is vooral dat er aandacht gevestigd wordt op de
— in het Westen nog vrijwel onbekende — literatuur, die over dit onderwerp is
verschenen; grotendeels in vrij onbekende tijdschriften, die in de eigen taal
publiceren (Russisch, Pools, Hongaars en Roemeens). Blijkens het artikel van
Lieder (1959) had Wikolski (1957)ook reeds gewezen op het ontbreken van
mannetjes bij populaties van de zilversteenkarper (kroeskarper).

Hetzelfde is door Busnita (1957) gedaan terwijl verder onderzoek naar dit
verschijnsel en hiermede direct verbandhoudende onderwerpen reeds was verricht
door Busnita et al. (1959) en Driaglin (1949).

Cherfas (1966} onderzocht de gynogenetische é&énslachtige en tweeslachtige
subsoorten van deze zelfde vissoort. Het betrof hier exemplaren uit een Russische
vijvercultuur, de "Volmen” populatie. Op grond van de verkregen resultaten ten
aanzien van het aantal nucleoli en cytometrische data en chromosoom — aantallen
{94 in de tweeslachtige en 141 in de éénslachtige exemplaren} acht Cherfas de
triploidie van de éénslachtige subsoort bewezen.

Gedurende de laatste jaren is een aantal artikelen gepubliceerd door een Japanse
groep onderzoekers (Kobayasi, 1971, 1976, 1977; Kobayasi & Kawashima, 1971,
1972; Kobayasi & Ochi, 1972; Kobayasi et al., 1970, 1977). In 1977 rapporteren
Kobayasi et al. (1977}, dat zij uitsluitend triploide goudviswijfjes ( "ginbunas™ —
Carassius auratus langsdorfii ) vingen in het Kanto district in Japan. Een enkel
wiifje bevatte echter 206 chromosomen in plaats van het triploide aantal van 156.
Dit aantal kwam overeen met dat wat in een andere populatie uit het Chiba gebied
werd gevonden. Deze vissen werden beschouwcd als vertegenwoordigers van de 4n
lijn. Om het voortplantingssysteem van deze 4n vissen te cnderzoeken werden zi}
gekruist met een diploide soort ("Kinbuna™), die in het Kasumigaur gebied (nabij
het Chiba gebied) gevangen waren. Alle nakomelingen van deze kruising waren
wijfjes, die precies op de moeder geleken en exact hetzelfde karyotype hadden. Op
grond van deze bevindingen concluderen Kobayasi en zijn medewerkers, dat deze
4p nakomelingen waarschijnlijk ontstaan zijn door gynogenese uit de hybride
kruising 4n ginbuna x 2n kinbuna.

43



Poecilia latipinna

(Uit: N. H. Douglas, (1974) “Fleshwater Fishes of Louisiana’’. Claitor’s Publishing
Division, Louisiana).

Poecilia mexicana

{Uit: W. L. Minckley, (1973) *'Fishes of Arizona’. Arizona Game and Fish Depart-
ment, U.S.A).
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Xiphophorus helleri Heckel

Lebistes reticulatus
(Uit: W. L. Minckley, (1973) 'Fishes of Arizona’’. Arizona Game and Fish Depart-
ment, U.5.A).
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Poor Penaz en medewerkers (Penaz et al., 1979) wordt eveneens een goed
overzichisartikel geschreven, doch nu over de éénslachtige vissoort Carassius
auratus gibelio . Het omvat met name een uitgebreide beschrijving van de
morfologische ontwikkelingen gedurende de embryonale, larvale en juveniele
periode, terwijl eveneens aandacht wordt besteed aan de gynogenetische wijze van
voortplanten en een karyologische analyse. Tevens werden met eleren van de
zilverkruis — karper { Carassius auratus gibelio ) kruisingen uitgevoerd met sperma
van de kopvoorn ( Leuciscus cephalus ), de baardvis { Barbus barbus ), de brasem
( Abranis brama ) en de gewone kruiskarper ( Carassius carassius). Op grond van
deze studies wordt door de auteurs — in tegenstelling tot het voorstel van Hensel
(1971) -~ een onderverdeling in subspecies van de Carassius auratus soort
aanbevolen.

Lusk et al. {1977) en Holcik & Zitnam {1978) beschrijven een aantal vindplaatsen
van C. auratus gibelio en geven een gedetailieerde verklaring van de geografische
versprelding. Zij concluderen, dat de zich in Tsjecho ~ Slowakije snel verspreidende
vorm oorspronkelijk uit Hongarije stamt, alwaar deze soort in de buurt van Szarvas
geintroduceerd was met planten — etende vissen uit het Verre Qosten. Het zeer sterk
overheersende percentage vrouwtjes in de Tsjechische populatie C. aurarus gibelio
(Lusk et al., 1977; Lusk & Barus, 1978) doet vermoeden, dat het een éénslachtige
vorm is, die zich met behulp van gynogenese voortplant. Ook bij andere
ondersoorten waren reeds afwijkende geslachtsverhoudingen of sterk
overheersende aantallen vrouwtjes waargenomen: C. auratus langsdorfii
( Kobayasi et al, 1970, 1973 ) en C. auratus cuvieri (Muramoto, 1975). Buiten
Tsjecho— Slowakije was er reeds eerder bij C. auratus gibelic op hetzelfde
verschijnsel gewezen (Lieder, 1953, 1959; Golovinskaja et al., 1965; Cherfas, 1966).
Alle vrouwtjes van deze eenslachtige populaties zijn triploid.

[i—-22  Overige vissoorten

Parthenogenese wordt eveneens verondersteld door Spurway (1953) in een korte
mededeling over een incidentele observatie bij het guppy ( Lebistes reticulatus ).
Tevens meldt Spurway, dat amateur —kwekers bij verscheidene gelegenheden
parthenogenese bij vissen hebben beschreven, maar kennelijk geen enkele herhaling
van hun waarnemingen onder gecontroleerde condities hebben gepubliceerd. Wel
wordt vijf jaar later door Stolk {1958) melding gernaakt van nieuwe gevallen bij
dezelfde soort; in één geval bij de zwaarddrager, Xiphophorus helleri Heckel.

In tegenstelling tot de vrouwtjes, die door Spurway werden beschreven, waren de
vrouwtjes in dit geval onmiddeilijk na de geboorte geisoleerd. Uit het eerste
exemplaar werden na 18 maanden 22 vrouwtjes geboren en uit het tweede vrouwtje,
na 15 maanden, 14 jongen — eveneens allemaal vrouwtjes. Ook het Xiphophorus
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vrouwtje was onmiddellijk na de geboorte gefsoleerd. Toen zij een lengte van 71 mm
had bereikt, werden 28 vrouwelijke visjes geboren. Hierna kreeg zij nogmaals een
geheel uit vrouwtjes bestaand nageslacht. Microscopisch onderzock van de
spermakamers van de ovaria wees uit, dat er geen sperma aanwezig was, zodat de
mogelijkheid van zelfbevruchiing werd uitgesloten. Wel werd een infectie
geconstateerd bij de ovaria : de fycomyceet Ichihyophorus hoferi Plehn — Mulsow.
Op grond van deze waamemingen acht Stolk het waarschijnlijk, dat de
parthenogenese vercorzaakt wordt door een pathologisch proces, waarbij het
fehthyophorus — gif de stimulus zou zijn voor de ontwikkeling van de onbevruchte
eicellen. Stolk introduceert dan ook het begrip "pathologische parthenogenese™ en
pleit tenslotte voor een systematisch onderzoek naar de mogelijke pathologische
processen in, of in de onmiddellijke nabijheid van, ovaria bij eventuele gevallen van
parthenogenese.

Door Berg (1961) werd evencens hybridisatie tussen tweeslachtige oudersoorten
verondersteld als verklaring voor het ontstaan van de éénslachtige gynogenetische
soort Leuciscus cephalus {de kopvoorn).

Recent is een nieuwe, vitsluitend uit vrouwtjes bestaande soort beschreven ( Echele
& Mosier, 1881 ). Het betrof hier een Menidia —soort die eveneens in de
kustgebieden van de Golf van Texas voorkomt. Het genus Menidia behoort tot de
familie der ATHERINIDAE. Echele en Moster vingen totaal 141 dieren op twee
verschillende lokaties die circa 280 kilometer van elkaar verwijderd waren. De
éénslachtige soort kwam voor op plaatsen waar ook twee andere (tweeslachtige)
sporten van hetzelfde genus voorkwamen: Menidia berylling en Menidia peninsulae
. De grote morfologische gelijkenis met deze twee, ook 2l moeilitk van elkaar te
onderscheiden, soorten is de reden dat zij zo lang enopgemerkt kon blijven ondanks
het feit dat er in dit gebied al eerder vrij intensieve veldstudies van vissen verricht
waren. In tegenstelling tot de reeds beschreven éénslachtige soorten van de familie
der POECILIIDAE, die levende jongen baren, leggen de Menidia — vissen eieren
waardoor de &énslachtigheid moeilijker te detecteren is. Echele en Mosier
concluderen dan ook dat de éénslachtigheid ook bij eieren —leggende vissen wel
eens meer voor kan komen dan algemeen verondersteld wordt. Z3j veronderstellen
dat de soort vroeger is ontstaan door middel van hybridisatie tussen de twee
bovengenoemde Menidia — soorten en zich met behulp van gynogenese voortplant.

H~23 Samenvatting en conclusies

In hoofdstuk IT -2 wordt een overzicht gegeven van de in de literatuur beschreven
natuurlijke niet — zygogenetische wijzen van voortplanten bij vissen. Er zijn slechts
bij twee vissen waarnemingen gedaan die als parthenogenese geinterpreteerd
werden. De overige waarnemingen betreffen allemaal gevallen van zygopar-
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thenogenese. Hierbij worden in de literatuur twee vormen onderscheiden:
gynogenese en hybridogenese. Dit onderscheid is gebaseerd op het moment waarop
het genetisch materiaal van de vader wordt geglimineerd. Het overgrote deel van de
waarnemingen in het veld en het uitgevoerde laboratorium — onderzoek is aan drie
vissoorten verricht : Poecilia , Poeciliopsis en Carassius . Bij alle drie de soorten is
er sprake van zygoparthenogenese en worden fertiele nakomolingen verkregen.

Naast deze drie vrij uitvoerig bestudeerde vissoorten ziin et tevens enkele incidentele
beschrijvingen bekend van andere, vermoedelijk eenslachtige scorten. Het betreft
hier het bekende aquariumvisje het guppy ( Lebistes reticulatis ), de zwaarddrager
{ Xiphophorus helleri ), de kopvoorn ( Leuciscus cephalus ) en een nog niet nader
benoemde Menidia —soort.

De precieze onderliggende mechanismen zijn jarenlang onderwerp van diverse
onderzoeken gewegest. Begrippen als Tselektieve meiose”, “endomitosis”,
"pre — meiotische endoreplicatie”, “endomitoses” en “zusterchremoscomparing”
omschrijven evenzovele hypothesen. Deze hypothesen werden in meer of mindere
mate ondersteund door experimenteel onderzoek. Hierbij werden met name de
volgende technieken gehanieerd: weefseltransplantaties, DNA —metingen,
elektroforese—onderzoek  aan  eiwitten, hybridisatie —experimenten  en
cytogenetisch onderzoek. Qok door veldstudies probeerde men aanwijzingen te
vinden voor de vermoedelijke oudersoorten van de eenslachtige soorten wanneer
hybridisatie als ontstaansmechanisme werd verondersteld. Het wversprei-
dingspatroon van de eenslachtige soort werd vergeleken met dat van de
vermoedelijke oudersoorten, deze verspreidingspatronen werden bovendien
gerelateerd aan biologische en geografische faktoren.

Concluderend kan worden gesteld dat er bij diverse vissoorten naast zygogenese
verschillende afwijkende wijzen van voortplanten zijn beschreven die
parthenogenese en twee vormen van zygoparthenogenese omvatten. Over de
odgenese en de cytogenetische aspecten van deze wijzen van voortplanten zijn een
aantal hypothesen geformuleerd die wel gemeenschappelijke elementen bevatten
doch op onderdelen niet met elkaar overeen komen. Afdoende bewijs voor de
juistheid van een van deze hypothesen is nog steeds niet geleverd. Daarvoor is meer
cytogenetisch onderzoek aan ovaria vereist evenals een meer gedetailleerde studie
naar de {mogelijke) rol van de zaadcel.
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HOOFDSTUK II -3
NATUURLIJKE PARTHENOGENESE BIJ AMFIBIEEN
IM—331 Inleiding

Reeds in 1853 werd door Leuckart (1853) waargenomen, dat onbevruchie
kikkereieren zich aanvankeliik op vergelijkbare wijze ontwikkelen als bevruchte
eieren: "Wir haben die Ueberzeugung gewonnen, dass die ersten Schritte der
Embryonalentwicklung nicht selten auch in unbefruchteten Eiern stattfinden.....
Wenn man einen Haufen von unbefruchteten Frosch eiern sorgfiltig untersucht, so
wird man hier und da gewiss einzelne Dotter finden, die in unverkennbarer Weise
die ersten Stadien des Furchungsprozesses darbieten. In manchen Fillen kommt es
allerdings nicht zu einer férmlichen Furchung, sondern nur zur Bildung einzelner
Vertiefungen, die in der Richtung der ersten Furchungslinien verlaufen; aber
bisweilen siecht man auch deutliche Fille einerzwei — und Vierteilung.” Ook Dehner
(1872) deed soortigelijke waarnemingen. Hij was eveneens van mening, dat er sprake
was van natuurlijke parthenogenese. Langs experimentele weg werden reeds lang
geleden opvallende resultaten verkregen bij amfibien. Deze experimenten werden
verricht zowel door hybridisatie tussen verschitlende soorten (Pfliger, 1882; Born,
1883; Hertwig, 1918, 1920; Tchou Swu, 1936) als met behulp van met radium
bestraalde en genetisch geinaktiveerde geslachtscellen (G. Hertwig, 1911, 1913,
1916; O. Hertwig, 1913; P. Hertwig, 1913, 1916, 1920} en met chemische stoffen (G.
Hertwig, 1924; Loeb, 1909) of met fysische hulpmiddelen (Bataition, 1910; Guyer,
1907; Loeb & Bancroft, 1913;J. Loeb, 1921; Hovasse, 1920, 1922 - A B, en C, 1930)

Door Parmenter (1920, 1925, 1926, 1932, 1933, en 1940) werd veel onderzoek
verricht naar de chromosomen van kikker— en pad— parthenogenonten. Uit
kruisingen tussen een kikkervrouwtje en een mannetjespad ( Rana esculenta x Bufo
viridis } verkreeg Hertwig (1918) zowel haploide dwergachtige zls diploide
nakomelingen met normale afmetingen. Het merendee! van de eieren deelde pas op
het moment, dat de controle eigren { Rana esculenia x Rana esculenta ) reeds het
viercellig stadium bereikten. Tien tot 25% deelde in hetzelfde tempo, terwijl een
ander gedeelte in het geheel niet deelde. Alle cnregelmatig gedeelde eieren stierven
voor de gastrulatie, een embryonale ontwikkeling die normaal omstreeks de elfde
dag plaatsvindt. De in het normale tempo delende embryo’s (10 —25%) waren
haploide larven, die na twee tot drie weken stierven. De vertraagd, maar regeimatig
gedeclde eieren ontwikkelden zich bijna tot aan het metamorfose stadium en waren
diploid. Zij onderscheidden zich in deze latere stadia op geen enkele manier van de
normale controle —larven. De verklaring van deze waarnemingen was volgens
Hertwig: "Bei allen kreuzbesamten Esculenta — eiern beteiligt sich der Samenkern
von Bufo viridis nicht an der Entwicklung, die daher als "eine parthenogenetische”
zu bezeichnen ist; die Larven sind falsche Bastarde”.

Twee jaar later (Hertwig & Hertwig, 1920) wordt een geheel ander resultaat
verkregen uit hetzelfde type kruising, doch met een nieuwe, in de natuur gevangen,
vrouwtjeskikker. Nu deelde 60% (in plaats van 10—~ 25%) van de eieren op hetzelfde
moment als de controle—groep, terwijl er geen enkel Iater delend el werd
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waargenomen. Opvallend was ook, dat alle larven diploide vrouwtjes waren, terwijl
de controle — groep geheel triploid was! Als twee mogelijke verkiaringen worden
gegeven: het achterwege blijven van de chromosoomreduktie tijdens de eirijping en
het feit, dat het hier een tetra— of triploid vrouwtje betrof, dat — ondanks een
normale chromosoomreduktie — diploide eieren produceerde.

fl —3.2. Urodela: salamanders

De eerste waarneming van in de natuur voorkomende gynogenese bij een amfibie
met shechts één ouder is door Clanton (1934) gedaan. Tijdens een veldstudie van de
levensgeschiedenis van de salamander, Ambystoma jeffersonianum , in het Zuiden
van Michigan gedurende de jaren 1928 — 1932 werden door Clanton opmerkelijke
waarnemingen verricht. In bovengenoemde streek komt deze salamandersoort in
twee, verwarrend veel op elkaar gelijkende vormen, voor, die echter weinig of geen
verschil in activiteiten vertonen. De meest opvallende verschillen tussen de beide
volwassen vormen zijn pigmentatie — patroon en eigrootte. De donkere, erg zwarte,
vorm is sterk gepigmenteerd aan de buikzijde, terwijl de lichtere vorm minder sterk
is gepigmenteerd en meer grijzer is aan de buikzijde. e donkere vorm produceert
ook donkerder en kieinere eieren dan de lichte vorm. Bovendien leggen de donkere
vrouwtjes gemiddeld 216 eieren, terwijl de lichter gekleurde vrouwtjes er slechis 142
leggen. De geslachtsverhouding in de natuur varieerde van 2 tot 52 vrouwtjes op één
mannetije. De donkere individuen komen vooral voor in populaties met ongeveer

evenveel mannetjes als vrouwtjes; de lichtgekleurde vorm komt bijna uitsluitend als
vrouwtjes voor.

Uit laboratorium ~ kruisingen bleek, dat er uitsluitend lichtgekleurde vrouwelijke
nakomelingen voortkwamen uit de kruising donker mannetje x licht vrouwtje.
Hoewel er geen, of slechts zeer incidenteel, licht — gekleurde mannetjes werden
aangetroffen, wordt de mogelijkheid van gynogenese door Clanton niet naar voren
gebracht; hij volstaat met de constatering: " Matings of both kinds of females, under
similar conditions, show that dark females produce both male and female offspring
while light females produce offspring like themselves in appearance and sex”.

Later worden Clanton’s bevindingen door Minton {1954) bevestigd, die — op basis
van eigen waarnemingen — de reeds vroeger gebezigde naam “Lateral Hallowell
1875 aan het Jeffersonianum complex toevoegt. Minton omschrijft vervolgens de
donkere dieren als Ambystoma lateraleen delichtergekleurde dieren als Ambysioma
Jeffersonianum. Evenals Clanton interpreteert hij de laatsten als hybriden.

in 1957 publiceren Humphrey & ¥ankhauser (1959) de resultaten van een studie van
het ontstaansmechanisme van spontane, dus natuurlijke, en experimentele haploide
nakomelingen van de Mexicaanse axolotl, Ambystoma { of Siredon ) mexicanum .
Kruisingen werden uitgevoerd met laboratoriumkweken van dieren met
contrastersnde kleurpatronen: het donkere wilde type (DD) en de witte, gedeeltelijk
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albino, mutant {dd). Reciproke kruisingen wezen uit, dat — indien de moeder wit
was — het percentage witte nakomelingen tweemaal zo groot was als wanneer de
vader deze kleur had.

Naast de kleurkenmerken werden eveneens de chromosoom — aantallen bepaald in
preparaten van cellen uit de staart. Hoewel uiteraard zeer veel nakomelingen
normale donkere embryo’s waren, werden toch voldoende haploide witte en
donkere exemplaren verkregen om gefundeerde conclusies te kunnen trekken
omtrent de natuurlijke percentages andro— en gynogenctische embryonale
ontwikkelingen; deze bedroegen respectievelijk:

kruising aantal jongen gYynogenese androgenese
mannetjes DD x

vrouwtjes dd 31.273 213 {6,81%) 11 (0,35%)
mannetjes dd x

vrouwtjes DD 23.154 4 (0,17%) 17 (0,73%)

Het percentage gynogenetische ontwikkelingen blijkt dus bij witte vrouwtjes 40
maal hoger te zijn dan bij donkere vrouwtjes, terwijl het percentage androgenetische
haploiden ongeveer de helft bedraagt. Uit longitudinale studies blijkt onder andere,
dat de mate waarin haploide ontwikkeling voorkomt, niet afhankelijk is van de
leeftijd van het vrouwtje; dat deze ontwikkeling op erfelijke eigenschappen lijkt te
berusten en dat er geen imviced is van de bevruchtende zaadcellen. Het is
waarschijnlijk, aldus Humphrey & Fankhauser, dat de genetische basis is ontstaan
door inteelt en berust op homozygote recessieve genen.

Twee jaar later publiceren Fankhauser & Humphrey (1959} de resultaten van twaalf
broedseizoenen (1945~ 1956), waarin 109.445 nakomelingen werden onderzocht
uit 254 broedsels van diploide ocuders; 2619 embryo’s uit 30 broedsels van
tetraploide vrouwtjes en diploide mannetjes, en 3636 embryo’s uit 48 broedsels van
triploide vrouwtjes en diploide mannetjes. Het onderzoek richtte zich speciaal op
de mechanismen, die de afwijkende chromosoomaantallen veroorzaakten. Onder
de 109.445 onderzochte embryo’s van diploide ouders bevonden zich 0,42%
haploide, 0,16% triploide, 0,03% tetraploide, 0,17% pentaploide, 0,00% hexaploide
en 0,06% mozaiek embryo’s; totaal 1,0% heteroploiden. Verreweg het grootste
percentage mozaickembryo’s werd gevormd door het haploide — diploide type. Bij
de kruisingen met triploide vrouwtjes en diploide mannetjes werden 2,30%
heteroploide embryo’s gevonden; de rest was aneuploid. Bij de tetraploide x
diploide kruisingen tenslotte werden 2,10% afwijkende heteroploide embryo’s
gevonden, dat wil zeggen niet — triploide. De haploide embryo’s van deze laatste
kruisingen moeten van androgenetische oorsprong zijn, de diploide van
gynogenetische. Hoewel ook uit deze studies bleek, dat bepaalde vrouwtjes meer
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heteroploide nakomelingen krijgen dan andere viouwtjes, was het voor Fankhauser
& Humphrey niet mogelijk de feitelijke erfelijkheidsvorm van deze afwijkingen te
karakteriseren.

In 1963 werd door Uzzell (1963) het bestaan van diploide en triploide vrouwijes
aangetoond bij, met Ambystoma jeffersonianum verwante, salamanders. Bij
faboratoriumkweken van, in de natunr gevangen, salamanders bleken drie van de
vijf — met behulp van chromosoomtellingen geanalyseerde — broedsels geheel
triploid te zijn, terwijl de andere twee geheel diploid waren. Het was bekend, dat de
vrouwtjes van het Ambystoma jeffersonianum complex in bepaalde gebieden
dimorfisch zijn wat betreft de grootte van de erythrocyten en de erythrocytenkern;
in een ander gebied wordt deze dimorfie niet gevonden. De mannetjes zijn in alle
verspreidingsgebieden uniform. Zoals te verwachten, bleken de “grootcellige”
vrouwtjes triploid en de "kleincellige” diploid te zijn. Van 377 embryo’s uit broedsels
van zes grooteellige vrouwtjes konden er 212 grootgebracht worden. Tijdens de
metamorfose werd het geslacht van deze embryo’s bepaald; het bleken alle
vrouwtjes te zijn. Yan 269 embryo’s uit broedsels van vier kieincellige vrouwtjes
bleek 40% uit uit mannetjes te bestaan. Het blijkt dus, dat nakomelingen lingen van
triploide vrouwtjes altijd triploid en van het vrouwelijk geslacht te zijn. Een en ander
wijst erop, aldus Uzzell, dat er aparte zich voortplantende populaties triploide
vrouwtjes zijn, die verwant zijn aan bepaalde populaties van de twee diploide
species © A. jeffersonianum en A. laterale . De hieraan ten grondslag liggende
odgenese en bevruchting worden later beschreven.

Samen met Macgregor komt Uzzell (Macgregor & Uzzell, 1964) tot de conclusie, dat
hier sprake is van gynogenese: voor de voortplanting bij triploide vrouwtjes is
bevruchting door een mannetje van het A. jeffersonianum complex noodzakelijk ;
dit kunnen zowel A4. jeffersonianum als 4. laterale mannetjes zijn. Ten aanzien van
de odgenese wordt verondersteld, dat de meiose in triploide vrouwtjes voorafgegaan
wordt door endomitose; de primaire odcyten bevatten 84 chromosomen (n = 14) en
zijn dus hexaploid. De tijdens de endomitose gevormde zusterchromosomen zijn
door middel van chiasma’s in paren verbonden en vormen 42 bivalenten; na de twee
meiotische delingen worden eicellen met 42 chromosomen gevormd. Er werd een
sterk verhoogd aantal chiasma’s gevonden (in triploide odcyten gemiddeld 414 en
in diploide 68). Dit grote aantal kan echter niet in nieuwe genetische combinaties
resulteren omdat de chromosomen, waartussen de chiasmata optreden,
waarschijnlijk identiek zijn.

Een meer gedetailleerde studie van de relaties tussen de diploide en triploide soorten
verschijnt een jaar later: Uzzell (1964) In dit artikel postuleert Uzzell, dat er een
triploide populatie zou zijn ontstaan door hybridisatie van de twee diploide
ouderspecies en dat deze triploide populatie later in twee verschillende vormen
divergeert als resultaat van een sexuele selectie: die triploide vrouwtjes, welke het
ineest op de vrouwtjes van de diploide soort lijken, waarmede zij samen in eenzelfde
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B:

Vertegenwoordigers

d

A, laterale, vrouwtje

A. texamum, vrouwtje

A. texamum, mannetje
iploide éénslachtige hybride

van de twee- en éénslachtige Ambystoma

E: diploide éénslachtige hybride
F: triploide éénslachtige hybride
G: triploide éénslachtige hybride
(Uit: Downs, 1978)
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{j
A volwassen mannctje Ambystoma jeffersonianum; lengte 173 mm.
B: volwassen vrouwtje Ambystoma laterale; lengte 120 mm.

C: vermoedelijk hybride Ambystoma laterale x jeffsonianum; lengte 140 mm.
{(Uit: Minton, 1954}

Drie vrouwelijke
exemplaren van

de groene kikker
A: Rana ridibunda
B: Rana esculenta
C: Rana lessonal
(Uit: Engelman, 1973) A - o

54



verspreidingsgebied voorkomen, zouden een voordeel hebben om de aandacht van
de diploide mannetjes te krijgen vergeleken met de triploide vrouwtjes, welke meer
intermediair zijn of meer op de vrouwtjes van de andere diploide species lijken. Met
behulp van gel — elektroforese — analyses van serum — eiwitten van de vier soorten
van het Ambystoma jeffersonianum complex ( twee bisexuele diploiden : soorten 4.
Jeffersonianumen A. laterale , en twee triploide, nagenoeg uitsluitend uit vrouwtjes
bestaande soorten A. plafineum en A. tremblayi ) geven Uzzell & Goldblatt (1967)
een verklaring voor de morfologische verschillen voor het ontstaan van de twee
triploide populaties. Alle etwitbanden, welke bij de triploiden gevonden werden,
kwamen ook voor in één van de twee diploide soorten. Dit bandenpatroon, de
intermediaire morfologische kenmerken van de triploide populaties, en de
geografische gegevens duiden erop, dat de triploide soorten zijn ontstaan door
hybridisatie van A. laterale en A. jeffersonianum . Op grond van de relatieve
dichtheid van de banden is het waarschijnlijk, dat A4. rremblayi twee sets
chromosomen van A, laterale en 1 set van A. jeffersonianum heeft, terwijl A4.
platineurm twee sets van A. jeffersonicnum en 1 set van A. laterale bezit.

Het is opvallend, dat Uzzell in geen enkele publikatie uit 1967 of eerder wijst op de
reeds beschreven (zie IT— 2) analoge situaties bij vissen. Hij vermeldt alleen, dat bij
het Poecilia complex de hybride nog steeds verkregen kan worden uit kruisingen met
de beide oudersoorten, terwijl — bij het Ambystoma complex de veronderstelde
ouderspecies A. jeffersonianum en A.larerale in broedkooien niet meer paren en dus
geen hybriden produceren.

In 1948 rapporteerde Michalski (1948) evenecens het voorkomen van
parthenogenese bi] een andere salamandersoort: Eurycea bislineata . Uit een
onderzoek naar de chromosoomaantallen bij 412 larven bleek, dat er zich bij dit
aantal 5 haploide en 21 triploide dieren bevonden. Van de vijf haploide exemplaren
waren er twee volledig, twee hoofdzakelijk en &én gedeeltelijk haploid. Alle vijl
larven vertoonden een vertraagde dwergachtige ontwikkeling en een geringe
vitaliteit.

[f—33 Ragpaidae: kikkers

Berger (1966) geeft een overzicht van de vele tegenstrijdige opvattingen inzake de
mate van verwantschap tussen drie Europese vormen van de groene kikker.
Vervolgens beschrijft hij 276 exemplaren, die hij tijdens het broedseizoen had
gevangen op verschillende lokaties in Poznan. Binnen deze populaties
onderscheidde Berger aan de kand van uitsiuitend morfologische kenmerken drie
groepen : lessonae, esculenta en ridibunda. Deze, reeds eerder gebruikte namen
werden door Berger om zuiver practische redenen gegeven zonder dat hieraan
vooralsnog enige systematische waarde gehecht kon worden.
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Giinther (1968) verrichtte een morfologisch en ecologisch onderzoek naar de
verschillen tussen Rara esculenta L. en Rana ridibunda Pall,, die in diverse wateren
rond Berlijn en Leipzig waren gevangen in de periode mei— juni 1965. Ginther
concludeerde dat ecologische factoren de oorzaak zijn van het optreden van
kleinere en grotere populaties Rana esculenta ... Die” lessonae"Form van Rana
esculenta wird als eine dkologische Zustandsform ("Oekotyp”) angesehen...”.

Met behulp van een leukocytencultuur verrichtte Gilinther (1970) later
cytogenetisch onderzoek bij Rana ridibunda en Rana esculenta. Er werden geen
verschillen gevonden tussen de karyotypen van de beide vormen. Wel werden er
tussen 24 fenotypisch gelijke esculento exemplaren zeven triploide dieren gevonden.
Verondersield werd, dat deze hoge frequentie van triploidie een gevolg zou zijn van
een storing in de meiose en een mogelijke verkiaring voor de — bij deze vorm —
dikwijls aangetrolfen verminderde fertiliteit.

Berger (1967) beschrijft de resultaten van kruisingen tussen deze drie morfologische
vormen. Gebaseerd op de ontwikkelingssnelheden en de sterftepercentages van de
larven wit deze kruisingen komt Berger tot de conclusie, dat de esculenta vorm
waarschijnlijk de hybride is van de twee andere groene kikkervormen. Een
soortgelijk onderzoek was reeds eerder door Pfiliger in 1883 uitgevoerd, volgens
Boulanger (1885 — B) en in latere jaren door Bolkay (1901); Mandeville & Spurway
{1949 en Smith (1949). Deze auteurs bestudeerden de hybridisatie tussen esculenta
en ridibunda.

De resuitaten van deze studies hadden echter geen wijziging in de opvattingen ten
aanzien van de verwantschap van deze vormen ot gevolg. Later bestudeert Berger
de morfologie van de F—1 generaties uit de verschillende kruisingen. In totaal
werden ruim 1200 volwassen exemplaren onderzocht, terwijl er nog eens bijna 300
exemplaren gebruikt werden voor verdere kruisingsexperimenien. Uit de analyse
van de erfelijkheid van de verschillende kenmmerken bleek, dat:

1) allen de lessonae — en de ridibunda — vormen nakomelingen preduceren,
die op de ouders gelijken, terwijl de hybriden tussen deze vormen mengkenmerken
vertonen en als esculenta vorm worden beschreven;

2y de esculenta vorm nakomelingen krijgt, waarvan 96,5% de typische
kenmerken van de ridibunda vorm vertoner;

3) exemplaren van de F—1 generatie met kenmerken van de esculenta vorm
voor 99% nakomelingen van hybridisatie zijn;

4%y  de esculenta vorm, na kruising met lessonae , nakomelingen produceert met
esculenta kenmerken, terwijl in het geval van een kruising met ridibunda , de
nakomelingen ridibunda kenmerken vertonen, De kenmerken van de esculenta
vorm zijn dus dominant ten opzichte van lessonae , maar recessief ten opzichte van
ridibunda. De dominantie van ridibunda kenmerken komt ook tot uiting in de
nakomelingen van de esculenta vorm.
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In latere experimenten verkreeg Berger (1970) zeer opvallende resultaten wuit
onderlinge kruisingen met esculensa — typen. Slechts één van de 35 esculenta paren
kreeg nakomelingen, die niet reeds in het larvale stadium stierven, zoals bij de
overige paren het geval was, doch larven, die de metamorfose ondergingen. Twee
van deze nakomelingen hadden het fenotype van esculenta en 28 het ridibundo
fenotype. Bovendien waren het vitsluitend vrouwtjes, die geen eieren legden. Berger
{1968} benadrukt de mogelitke beperking van deze resultaten als gevolg van het feit,
dat het vitsluitend dieren uit Poznan betrof. Om antwoord te kunnen geven op de
vraag in hoeverre deze gevonden relaties ook gelden voor populaties van deze
vormen, die ¢lders in Europa leven, worden soortgelijke studies gemaakt door
Ginther {1969 en 1973) en door Blankenhorn et al (1971). Ook deze onderzoekers
kwamen, zij het op verschillende gronden, tot dezelfde conclusies als Berger.

De hybride oorsprong van Rana esculenta werd bovendien met behulp van
elektroforese — studies van serumeiwitten bevestigd door Turner {1970, 1972 en
1973), Engelmann (1972 en 1973}, Uzzell & Berger (1975}, Winands & Van Gelder
(1976) en Wijnands (1978). Een overzichtsartikel over de belangrijkste literatuur
betreffende het hybride karakter van Rana esculanta is door Hotz (1974)
geschreven. Blankenhorn et al. {1971) onderzochten in hoeverre de resultaten van
Berger (1964,1970) overeenkwamen met een populatie kikkers uit een geheel ander
verspreidingsgebied, namelijk het kanton Zirich. Daartoe werden 210 exemplaren
gevangen, welke eerst op morfologische kenmerken ingedeeld werden in de drie
typen, lessonae, esculenta en ridibunda. Vervolgens werden kruisingsexperimenten
met deze dieren verricht. De resultaten hiervan kwamen overeen met die van Berger
met dien verstande, dat alle nakomelingen uit de kruisingen esculenia x esculenta
tussen de 3de en 9de week (dus nog in het larvestadium) stierven. Ook werd door
Blankenhorn {1973) een onderzoek naar de verspreiding en het voorkomen van de
dric Rana typen verricht in het kanton Ziirich. Het bleek, dat in geen der
onderzochte gebieden alle drie typen voorkomen, doch dat soms geen lessonae
typen aanwezig waren en soms geen ridibunda typen. Blankenhorn geeft hiervoor
geen mogelijke verklaring, doch volstaat met het vermelden van de vangstresultaten.

Turner (1970) onderzochi de serumeiwitten van 502 groene kikkers van 28
vindplaatsen in, hoofdzakelijk, Oostenrijk. [De scheidingspatronen, die met behulp
van polyacrylamide — electroforese werden verkregen, duidden op het hybride
karakter van het esculenta type. Een andere studie van 74 groene kikkers, die
afkomstig waren van I0 verschillende vindplaatsen in de omgeving van Mainz, het
Rijn — Main gebied, gaf gelijke resultaten.

Turner (1973) onderzocht ook kikkers uit de omgeving van Poznan, die hij van
Berger had gekregen. Het waren 7 ridibunda , 13 lessonae en 27 esculenta typen.
Voorts werden 29 F—1 hybriden en 10 exemplaren uit terugkruisingsexperimenten
onderzocht. Qok nu werd het hybride karakter van het esculenta type aangetoond.
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Een jaar later beschrijft Turner (1974) een klonenstructuur bij een kikkerpopulatie
uit de Neusiedlersee, die uit mannetjes en vrouwtjes van het lessonae type bestaat
en uit het esculenta type, waarvan alleen vrouwtjes werden aangetroffen. Tunner
vericlaart deze populaticopbouw door hybridogenese te veronderstelien (Schuitz,
1969} als voortplantingsmechanisme. Deze verklaring wordt later door Uzzell &
Berger {1975) bevestigd met behulp van electroforese studie van zes enzymen. Door
verschillende combinaties van deze enzymen te vergelijken konden vier genetisch
verschiliende klonen worden onderscheiden in de Rana esculenia populatie, welke
leeft met en voor de voortplanting afhankelijk is van R.1 ( het LE systeem ). Slechts
twee klonen werden onderscheiden in de Rana esculenta populatie van het RE
systeem.

Giinther {1974) geeft eerst een overzicht van de verspreiding in de DDR van de drie
Rana vormen. Esculenta heeft het grootste verspreidingsgebied en werd ook het
meest aangetroffen. De ridibunda vorm kwam in de meest marginale
omstandigheden voor en lessonae blijkt het best bestand te zijn tegen extreem hoge
en lage temperaturen ; esculenta het slechtst.

Uit later onderzoek concludeert Gunther ( 1975 — A en B ) echter, dat er bij Rana
esculenta ook recombinatie en selectieve processen kunnen optreden. Ook vond hij
esculenta popuiaties, diekennelijk in staat zijn zichzelf in stand te houden. Op grond
van deze resultaten en de bevindingen van Tunner (1974) moet dus de conclusie
getrokken worden, dat Rang esculenta niet overal op dezelfde wijze in stand wordt
gehouden.

Ook in Nederland is onlangs een dergelijk onderzoek verricht. In een proefschrift
(Winands, 1979 —B), dat — behalve een inleiding van &én bladzijde en een
samenvatting olus epiloog van totaal twee—en—een halve bladzijden — vier
samengevoegde tijdschrift — artikelen bevat (Wijnands & Van Gelder, 1976;
Wijnands, 1977, 1978 en 1979 — A) worden de kenmerken, de verspreiding en het
voortbestaan van de drie Rana typen in bepaalde streken in Nederland beschreven.
Er bleken belangrijke verschillen te bestaan tussen de albuminepatronen van
ridibunda vit Frankrijk en Nederland : de Nederlandse ridibunda lijkt meer op de
esculenta dan de Franse. Op grond van het feit, dat er in het bemonsterde gebied
in Frankrijk uitsluitend (waarschijnlijk zuivere) ridibunda populaties werden
aangetroffen, terwijl er in Nederland behalve ridibunda ook lessonae en esculenta
volop voorkomen, concludeert Wijnands { 1978 ), dat er een zekere mate van
introgressie tussen lessonae en ridibunda mogelijk is en er bij esculenta dus geen
volledige hybridogenese optreedt. Deze suggestie wordt ondersteund door
biometrische gegevens { Wijnands, 1977 ). Tenslotte blijkt vit kweekexperimenten,
dat esculenra in het gebied rond Nijmegen vrijwel uitsluitend geproduceerd wordt
door terugkruising met lessenae. Dit laatste type zou dus, behalve zichzelf, ook
esculenta in stand moeten houden. Het volgens Wijnands noodzakelijke speciale
mechanisme, dat voldoende produktie van lessonae zou moeten waarborgen, zou
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kunnen berusten op de waargenomen gedeelteliike, tijdelijke en ruimtelijke isolatie
van esculenta en lessonae.

Anno 1982 is/zijn de juiste wijze(n) van voortpianten en de manier, waarop de
esculenta vorm zich in stand zal houden, nog steeds niet duidelijk. Wel lijkt het
voorkomen van triploide esculenia exemplaren een grote rol te spelen (Wijnands,
1979 — B). Het lijkt erop, dat er een verband bestaat tussen het aandeel van esculenta
in de populatie en het percentage triploide esculenta, dat in de populatie aanwezig
is. it percentage is als regel laag indien esculenta en een van zijn ondersoorten
(veelal lessonae ) in ongeveer gelijke aantallen voorkomen {Giinther, 1975B).
esculenta vorm zich in stand zal houden, nog steeds niet duidelijk. Wel lijkt het
voorkomen van triploide esculenta exemplaren een grote rol te spelen.

II—-34 Samenvatting en conclusies

In hoofdstuk I1—3 wordt de literatuur over natuurlijke niet~—zygogenetische
ontwikkelingen bij amfibieén besproken. Het is al lang bekend, dat onbevruchte
amfibie —eieren zich in beperkte mate kunnen ontwikkelen op een wijze, die
vergelijkbaar i3 met de ontwikkeling van normaal bevruchie eieren.
Zygoparthenogenetische ontwikkelingen werden waargenomen bij
laboratorium — kruisingen tussen kikkers en padden. Gok in de natuur bleek deze
ontstaanswijze voor te komen. Naast gynogenese werd er ook androgenese
waargenomen, Bij een salamandersoort, Ambystoma jeffersonianum , bleken zowel
diploide als triploide vrouwtjes voor te komen, Bij de triploide dieren bleek
gynogenese op te treden. De oorsprong van de triploideie werd geanalyseerd met
behulp van gel —elektroforese studies aan serum —eiwitten. Behalve by
salamandersoorten zijn bovengenoemde waarnemingen ook bij kikkers gedaan.
Het betrof hier drie verschillende vormen van de groene kikker. Uit kruisingen met
deze drie vormen bleek onder andere dat de esculenta — vorm door hybridisatie is
ontstaan uit een kruising tussen een lessonae — en een ridibunda —vorm. Deze
hybride oorsprong werd met behulp van elektroforese —studies van
serum — eiwitten bevestigd. Hoewel het hybride karakter van de esculenta —vorm
dus is aangetoond, is nog steeds niet duidelijk op welke wijze de esculenta — vorm
zich voortplant.

Concluderend kan worden vastgesteld dat er bij amfibiegn in de natuur slechts bij
de groene kikker, Rana esculenta , en bij twee salamandersoorten , Ambystoma
jeffersonianum en Eurpcea bislineata , niet—zygogenetische wijzen van
voortplanten beschreven zijn. Evenals bij de vissen betreft het hier een hybridisatie.
Zowel bij de kikker als bij de salamanders is er sprake van zygoparthenogenese.
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In tegenstelling tot de vissen treft men, naast diploide en triploide dieren, bij een van
de salamandersoorten ook haploide zygoparthenogenonten aan. De ontstaanswijze
van deze haploide dieren is echter nog niet opgehelderd. Evenmin is onderzocht of
deze, zeldzaam voorkomende haploide zygoparthenogenonten fertiel zijn. Zjj
bleken wel munder levensvatbaar en minder vitaal te zijn. Ook bleek uit
kruisingsexperimenten dat de triploide vrouwtjes wel fertiel zijn en altijd
vrouwelijke triploide nakomelingen geven. Zoals reeds eerder werd vermeld, is er
ook bij de groene kikker sprake van hybridisatie. Hoewel het hybride karakter van
deze dieren op verschillende wijzen is aangetoond is er nog steeds geen duidelijkheid
over het Juiste ontstaansmechanisme van deze zygoparthenogenonten en de precieze
wijze van voortplanten.
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HOOFDSTUK I1-4

NATUURLLIKE PARTHENOGENESE BiJ REFTIELEN

II—-4.1 FEerste aanwijzing veor het mogelifk voorkomen van natuurlijke
parthenogenese bij Reptielen

In 1919 beschreef Schmidt (I919) een collectic van 63 kameleons, die uitsluitend uit
vrouwtjes bestond. Het feit, dat er geen mannetjes gevangen waren werd door
Schmidt wel opvallend genoemd, doch niet in verband gebracht met de
mogelijkheid van parthenogenese. Schmidt constateerde slechts: "The present
collection contains sixty — three specimens, 2ll — curiously — females...”.

Eenzelfde waarneming werd door Smith (1935) gedaan. Ook hij zag geen verband
met het mogelijk voorkomen van parthenogenese toen hij, bij een gekkosoort,
Hemidactylus garnoti, geen mannetjes aantrof: "1 have examined more than 100
examples of this Gecko, but have so far failed to see a male.” Een jaar later wordt
hetzeifde geconstateerd door Lantz en Cyren (1936) bij de hagedissensoort Lacerta
saxicola armeniaca. "Lacerta saxicola armeniaca est une forme bien caractérisée et
relativement peu variable. Ce qui est étrange, Cest qu'on n’en connait pas le miéle,
L'un de nous (L.A.L.) I'a vainement cherché dans la région au N.—O. du lac
(GokTsha, ot armeniaca abonde, En plus d’une quarantaine d’exemplaires qui
furent capturés, un nombre au moins égal fut observé sans qu’il se trouvait parmi
eux aucun mile, quoiqueles jeunes fussent nombreux..... On se trouve ici en présence
d’une anomalie biologique fort étrange, dautant plus que chez les 1ézards les males
dont d’habitude plus nombreux que les femelles.” Lantz en Cyren vermoedden dus
wel, dat dit geen toeval was, maar waarschijnlijk op een vreemde biologische
"afwijking” berustte.

In een monografie over de reptielenfauna van Armeni& wees Tschernov (1939) op
het feit, dat hij slechts zeven mannetjes had gevonden tussen een door hem
onderzochte populatie van 180 armeniaca - exemplaren.

Later werd door Darevsky (1957) aangetoond, dat deze zeven mannetjes tot een
andere ondersoort behoorden, zodat toen geconcludeerd kon worden, dat ook
Tschernov alleen maar armeniaca — vrouwtjes had waargenomen. Tevens wees
Darevsky op het feit, dat er ook bij twee andere ondersoorten, rostombekowien dahli
, geen mannetjes voorkwamen. Darevsky zal de eerste zijn, die het bestaan van
natuurlijke parthenogenese bij reptielen aantoont. Hij deed dit bij scorten van het
"Lacerta saxicolacomplex”, Deze familie, de LACERTIDAE, zal dan ook als eerste
worden besproken.
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If—4.2 Squamata: Suborde Sauria
11—4.2.1 Lacertidae: Hagedissen van de Oude Wereld

In 1958 beschrijft Darevsky (1958) een experiment, waarmede het voorkomen van
parthenogenese als natuurlijke wijze van voortplanten bij Lacerfa saxicola wordt
aangetoond. Eind September 1956 werden 30 Lacerta saxicola armeniacavrouwtjes
van verschillende leeftijden (waaronder 15 onvolwassen dieren) gevangen. Zij
werden in een kleine, voor andere dieren ontoegankelijke ruimte gepiaatst in hun
naiuuriijke omgeving. Begin april 1957, na overwintering, werden de dieren in een
speciaal geconstrueerd “openluchthok” ondergebracht, waardoor contact met
mannetjes ook toen onmogelijk was. Begin Juli begonnen de 16 nog in leven zijnde
vrouwtjes eieren te leggen en tussen medio en eind Augustus waren 56 hagedissen
uitgekomen, die later allemaal vrouwtjes bleken te zijn. Zes van de eierenleggende
vrouwtjes waren jonge exemplaren, die hun eerste voortplantingsperiode
doormaakten. Hiermede was volgens Darevsky het bestaan van natuurlijke
parthenogenesein Lacerta saxicolabewezen. Dit experiment werd in 1961 nogmaals
beschreven (Darevsky en Kulikova, 1961), doch ditmaal meer gedetailleerd en in het
Duits in plaats van Russisch, waarin het oorspronkelijke artikel in 1958 was
gepubliceerd.

Tevens werd cytologisch onderzoek verricht. Dit wees uit, dat de
parthenogenetische vrouwtjes diploid waren (2n = 36) en dat de eerste stadia van
de obgenese bij deze vrouwtjes op dezelfde wijze verliepen als bij de tweeslachtige
soorten. In beide gevallen vindt een normale eerste en tweede meictische deling
plaats. Diploidie wordt hersteld door fusie van het tweede poollichaampje met de
eicel of door fusie van de twee haploide kernen van de eerste klievingsdeling.
Darevski en Kulikova veronderstelien, dat de parthenogenetische hagedissen
ontstaan zijn uit een natuurlijke hybridisatie tussen twee verschillende soorten. In
gebieden, waarin zowel parthenogenetische als tweeslachtige (uit paring ontstane)
dieren voorkwamen, werden dikwijls duidelijke bastaarden waargenomen. onder
andere bij parthenogenetische armeniaca en vit mannetjes en vrouwtjes bestaande
terentjevi populaties. Tevens werden zwangere parthenogenetische vrouwtjes, die
duidelijke bijtsporen van mannetjes vertoonden (hetgeen als bewijs van een paring
werd beschouwd) in het laboratorium verder gekweekt Achttien bevruchte
parthenogenetische vrouwtjes legden totaal 58 eieren. Allelevend uit het ei gekomen
bastaarden waren vrouwtjes. Zij bezaten zeer sterk gereduceerde ovaria, waarin
geen odcytrijping tijdens de voortplantingsperiode kon worden waargeneomen. Gok
de eileiders waren aanzienlijk gereduceerd. Tevens werd geconstateerd, dat deze
bastaardvrouwtjes niet de normale paringsreakties bij mannetjes opriepen. Het is
dan ook niet verwonderlijk, dat deze dieren steriel bleken te zijn. Het feit, dat er
alleen bastaardvrouwtjes wit de eleren kwamen, wordt verklaard door de
veronderstelling dat de mannelijke embryo’s voortijdig sterven. Bij de
parthenogenetische Lacerta saxicola dahli en Lacerta soxicola rostombekowi
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werden wel respectievelijk 7,6% en 5,1% bastaardmannetjes uit eleren verkregen.
Deze bicken echter allemaal sterk misvormd te zijn en stierven een tot twee dagen
nadat zij uit het ei gekomen waren. Meestal bleken zij tot dit laatste niet in staat en
moesten daarbij geholpen worden.

Ook Freyse en Miller (1962} toonden parthenogenese aan bij Lacerta saxicola
armeniaca Méhely. Zij isoleerden zeven vrouwtjes, die zij in de zomer van 1959 van
Drarevsky hadden gekregen, in het laboratorium. Na de overwintering legden zes
dieren elk drie tot zes ecieren. Uit vier eieren van het cerste broedsel werden, voor
histologisch onderzoek, twee levende - nagenoeg volgroeide — embryo’s
gefsoleerd terwijl de andere twee kort voor de isolatie waren doodgegaan. Dater zo
welnig eieren uitkwamen weten Freyse en Muller aan de (kennelijk)} onvoldoende
incubatie — omstandigheden.

Peters (1933) blijkt zeer onder de indruk te zijn van het werk van Darevsky. In een
samenvatting van dit onderzoek omschrijft hij het werk als: "einer zodlogischen
Entdeckung, die man wohl ohne Uebertreibung zu den Bemerkenswertesten unseres
Jahrhunderts zihlen darf.”

Dezeifde auteurs (Darevsky en Kulikova, 1964) beschrijven drie jaar later de
cytologie van een bastaard — populatie, die is ontsizan uit hybridisatie tussen de
twee cerder genoemde parthenogenetische en t(weeslachtige soorten Laceria
saxicola armeniaca en Lacerta saxicola rerentjevi. Onder tweeslachtige soorten
worden soorten verstaan, waarin zowel vrouwelijke als manneclijke dieren
voorkomen. In totaal werden megen volwassen in de natuur gevangen bastaarden
onderzocht en vier, nog geen een jaar cude, bastaarden, die in het laboratorium it
geincubeerde eieren waren verkregen. De chromoscom —aantallen van de
bastaarden en de oudersoorten werden bepaald: (2n =) 38 voor de diploide
parthenogenetische moeders. (2n =) 38 voor de diploide tweesiachtige vadersen (3n
=} 57 voor de triploide bastaarden.

Hoewel de parthenogenetische wijze van vooriplanten bij de drie Lacerta saxicola
ondersoorten overduidelijk is zaangetoond, is Dobrowolska {1964} van mening, dat
zij in de, in alcohol gepreserveerde, collectie van Darevsky één mannetje heeft
gevonden, Dat er histologisch geen spermatogenese aangetoond kon worden komt
doordat het dier op 21 September {1955) was gevangen — een jaargetijde, waarin
geen spermatogenese plaatsvindt. Wel werden, naast de goed ontwikkelde testes,
ook "nauwelijks zichtbare™ oviducten waargenomen. Op grond hiervan is het dus
juister om over een hermafrodiet exemplaar te spreken in plaats van "an adult male
appearance”.

Darevsky, Kupriyanova en Bakradze (1977, 1878) bepalen het aantal

hermafrodieten en mannelijke nakomelingen van parthenogenetische soorten van
het Lacerta genus op 0,1%. Het diploide chromosomenpaar van de twee
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onderzochte exemplaren verschilde ten opzichte van dat van de vrouwtjes van
dezelfde soort door de aanwezigheid van één peaar heteromorfe chromosomen,
waarschijnlijk de geslachtschromosomen. De vruchtbaarheid van deze mannetjes
achtten Darevsky et al. indirect aangetoond door het in de natuur voorkomen van
hybriden van de sympatrisch levende parthenogenetische soorten Lacerta
armenigea en Lacerta dahli.

et Danielyan beschrijft Darevsky (Darevsky en Danielyan, 1968; 1969) zowel
diploide als triploide nakomelingen van kruisingen tussen de twee
parthenogenetische vormen ( Lacerta saxicola armeniaca Méhely en Lacerta
unisexualis Darevsky ) en de tweeslachtige Lacerta saxicola valentini Boettger. In
een oviduct worden zowel diploide als triploide eieren gevonden; slechts een
bepaald gedeelte van de zich parthenogenetisch ontwikkelende eieren wordt dus
bevrucht! De kruisingen werden mopgelijk gemaakt door het cregéren van een
verspreidingsgebied, waarin twee soorten voorkomen. Daartoe werden 62
volwassen Lacerta saxicola valentini in April gevangen en elders, i natuurlijk
geisoleerde populaties Lacerta armeniaea en Lacerta unisexualis losgelaten. Medio
Juni, ongeveer twee weken voor het elerenleggen, werden vrouwtjes in de twee
gescheiden verspreidingsgebieden gevangen : 21 bevruchte Lacerta unisexualis en
15 Lacertq armeniaca vrouwtjes. Tevens werden 30 onbevruchte vrouwtjes van
beide soorten gevangen om als controle — groepen dienst te doen. De legsels werden
sirikt gescheiden in het laboratorium geincubeerd. De triploide nakomelingen (L.u.
40% en L.a. 44%) bleken steriel te zijn. Ook bleken de triploide dieren groter te zijn
dan de diploide.

Danielyan (1971} constateerde, dat zowel tweeslachtige als parthenogenetische
vrouwelijke vormen met veranderende seizoenen naar een ander habitat migreren.
Alle sexueel gerijpte individuen van beide vormen hebben een eigen woongebied,
hetwelk meestal enige overlap vertoont met dat van andere individuen door de hoge
populatiedichtheid. Tijdens de broedtijd overlappen de woongebieden van de
mannetjes echter niet de woongebieden van de vrouwtjes.

Uit een studie van een populatie parthenogenetische hagedissen van het subgenus
Archaeolacerta, die in de jaren 1967 — 1970 in verschillende provincies van Turkije
was verzameld, bleek dat er in een bepaald verspreidingsgebied zeer weinig dieren
gevangen waren, van dit geringe aantal, slechts vier dieren, bleken er twee van het
mannelijk geslacht te zijn! Tot die tijd was er pas één mannetje gevonden onder de
meer dan 1000 onderzochte Lacerta armeniaca exemplaren (Darevsky, 1966).
Hoewel een aantal van vier exemplaren uiteraard veel te kiein is om verstrekkende
conclusies te trekken, lijkt het theoretisch denkbaar (aldus Darevsky), dat deze
populatie een voorbeeld is van geografische parthenogenese.

Uzzell {(1972) verrichtte elektroforese—siudies van negen enzymen van
verschillende soorten van het Lacerta saxicola complex en kwam tot de slotsom, dat
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Dorsale, laterale en ventrale aanzicht van Leposoma percaringtum.
(Uit: Hoogmoed, 1573).

Dorsale, laterale en ventrale aanzicht van Gymropthalmus underwoodi Grant.,
(Uit: Hoogmoed, 1973).
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de éénslachtige Lacerta’s door hybridisatie zijn ontstaan, doch dat de Lacerta mixta
op grond van de biochemische gegevens waarschijnlijk geen hybride is. Dit in
tegenstelling tot het vermoeden van Lantz & Cyren ( 1936 ), die veronderstelden, dat
Lacerta mixta als hybride van Laceria derjugini en Lacerta saxicola was ontstaan.

Samen met Darevsky verrichtte Uzzell verder onderzoek naar de vermoede hybride
afkomst van Lacerta mixta (Uzzell & Darevsky, 1973). Ock nu werden
elektroforese — studies verricht, doch ditmaal aan vijf enzymen van Lacerta mixta,
Lacerta saxicola parvula en Lacerta derjugini. Uzzell en Darevsky kwamen tot de
conclusie, dat Lacerta mixia geen hybride oorsprong heeflt, maar zij sluiten niet uit,
dati er een parthenogenetische ondersoort tussen de Lacerta mixta verborgen is. In
dat geval behoort deze vorm echier niet tot de Lacerta mixia gerekend te worden
want deze soort heeft een gelijke geslachtsverhouding in het veld en het holotype van
Lacerta mixia zelf is een mannetje.

Biochemische bewijzen voor de hybride oorsprong van de parthenogenetische
soorten van het Lacerta saxicola complex werden door Uzzell en Darevsky (1974,
1975) geleverd. Zij verrichtten een uitgebreid elektroforese — onderzoek aan vijf
eiwitten van zes — aan Lacerta saxicela verwante — tweeslachtige soorten (
Lacerta valentini, Lacerta porischinskii, Lacerta raddei raddei, Lacerta raddei
nairensis, Lacerta mixtaen Lacerta parvula ) en vier éénslachtige soorten ( Lacerta
armeniaca, Lacerta dahli, Lacerta rostombekovi en Lacerta unisexualis ).
Geconcludeerd werd, dat Lacerta armeniaca ontstaan is door hybridisatie van
Lacerta valentini en Lacerta mixra. Lacerta unisexualis van Lacerta valentini en
Lacerta raddei nairensis. Lgcerta rostombekovi van Laceria raddei raddei en
Lacerta portschinkii en tenslotte Lacerta dahlivan Lacerta porischinskiien Laceria
mixta . Bovendien bleek uit veldstudies, dat elk van de parthenogenetische soorten,
voor wat betreft de hoogte — verdelingen, de vegetatie en de geografische verdeling,
precies de intermediair was van de veronderstelde oudersoorten {Uszzell &
Dareysky, 1975).

Behalve deze Oost—FEuropese onderzocken en  waarnemingen van
vertegenwoordigers van het genus Lacerta {die tot de hagedissen van de Oude
Wereld behoren), zijn er eveneens in grote lijnen soortgelijke, doch meer nitgebreide
studies gemaakt van hagedissen, die soortgenoten uit de Nieuwe Wereld
vertegenwoordigen. Het betreft hier soorten van het genus Cnemidophorus.

11—422 Xantusiidae: Nachthagedissen
Telford & Campbell (1970) beschreven een éénsiachtige nachthagedis, die in

Panama voorkomt : Lepidophyma flavimaculatum (XANTUSIDAE). Tiidens een
ecologische studie in Centraal Panama stuitten zij “per ongeluk” op deze
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hagedissensoort. Aangezien er nog zeer weinig over de voortplanting bekend was,
werd besloten deze populatie op een regelmatige wijze te verzamelen. Gedurende
anderhalf jaar werden totaal 46 exemplaren gevangen, die in het laboratorium vijf
jongen voortbrachten en één volgroeid embryvo. Alle dieren bieken van het
vrouwelijk geslacht te zijn. Hoewel de auteurs de theoretische mogelijkheid niet
geheel uitsluiten, dat deze waarnemingen veroorzaakt kunnen worden doordat de
mannetjes in een extreem laag ratio voorkomen of een sterk afwijkend
micro —habitat kiezen, menen zij toch te mogen concluderen, dat het hier zeer
waarschijnlijk een éénslachtige, en dus parthenogenetische, soort betreft. Temeer,
daar alle bekende geslachtsverhoudingen bij andere Xantuside hagedissen normaal
(1 1} zijn: Xanrusia vigilis ( Zweifel & Lowe, 1966 ), Xantusia henshawi en
Klauberina riversiana (Telford & Campbell, 1970). Ock zijn er geen studies bekend,
die geslachtsverschillen aantonen bij de keuze van het micro — habitat.

In de hoop nieuwe gegevens te vinden omtrent de fylogenetische relaties binnen de
kleine, maar systematisch nog verwarring wekkende, XANTUSIIDAE familie
verrichtte Bezy (1972) onderzoek naar de karyotypische verschillen. Hij vindt geen
bewijzen voor de hybride oorsprong van de parthenogenetische Lepidophima
flavimaculatum, noch cytogenetische noch morfologische, terwijl er geen plausibele
oudersoorien in de verspreidingsgebieden bekend zijn. In 1973 beschrijft Smith
{ 1973 ) drie nicuwe Lepidephyma taxa uit Mexico. Tevens herziet hij de gehele
indeling van het genus Lepidophyma , stelt een determineer —tabel op en beschrijft
de dan bekende geslachtsverhoudingen van de verschillende soorten van dit genus.
Uit de laatste gegevens concludeert Smith, dat er slechts één soort is, dat zich op
parthenogenetische wijze voortplant: Lepidophyma obscurum. Dit is een Panamese
soort uit de regio rond de Rio Chili —brilio, dat door Smith op grond van de
afwijkende wijze van voortplanting als apart genus wordt erkend en overeenkomt
met de door Telford & Campbell { 1970 ) beschreven soort ; toen onder de naam
Lacerta flavimaculatum Dumeéril,

[E—4.2.3 Teiidae: Hagedissen van de "Nieuwe Wereld
4231 Gymnopthalmes underwoodi

Grant (1958) beschreef een serie van 14 op Barbados gevangen hagedissen. Het
betrof hier exemplaren van de kleine skink { Gymnopthalmus Underwoodi ), een
hagedis van ca. 45 mm lengte in velwassen stadium. In deze beschrijvingen wijst
Grant op het feit, dat alle dieren de typisch mannelijke porién in de huidschalen
rond de achterste bovenpoten missen. Grant vroeg zich dan ook af of hij uitsluitend
vrouwtjes had gevangen of dat er mannetjes waren, die deze specifieke
eigenschappen niet hadden. Nadat Underwood (1962) deze soort ook op Trinidad
had gesignaleerd, onderzocht Thomas (1965) 21 exemplaren van Trinidad en meer
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dan 40 extra exemplaren van Barbados. Ook Thomas vond bij geen enkel dier
bovengenoemd specifick mannelijk kenmerk en hij concludeerde dan ook: "l seems
likely that Gymunopthalmus Underwoodi can be added to the list of lizards {most
teiids) having unisexual populations.

Later worden, eveneens uitsluitend vrouwelijke exemplaren van deze soort in
Suriname waargenomen en beschreven (Hoogmoed, 1973).

IE—423.2 Leposoma percarinatum

Uzzell en Barry (1971) onderscheidden twee verschillende Leposoma populaties in
de hooglanden van Guyana: L. percarinatum en L. guianense. Uzzell beschreef
onder andere verschillen in de huidschalen (afmetingen, aantal en patronen), de
kieurpatronen en de geslachtsverhoudingen. Yan de 17 L. guyanense exemplaren,
waren er 7 mannetjes en 10 vrouwtjes, terwijt er tussen de 30 L. percarinatum niet
één mannetje zat. Op grond van de geografische verspreiding van deze twee
populaties en die van L. parietale (een socort uit het Amazone —gebied) en de
morfologische kenmerken van deze drie soorten concluderen Uzzell en Barry : It
seems likely that L. parietale en L. guianense hybridized to give rise to L.
percarinatum.

Gok door Hoogmoed (1973) worden uitsluitend (18) vrouwtjes beschreven in cen
collectie afkomstig uit Suriname en Guiana. Deze soort wordt als éénslachiig
aangeduid.

E—4.233 Kentropyx borckianus

Naast de reeds eerder genoemde soorten Gymnopthalmus underwoodien Leposoma
percarinatumheeft Hoogmoed ( 1973 ) nog een derde éénslachtige soort beschreven,
Kentropyx borckianus : "This is another parthenogenetic species. No males of this
species are known. Only mature females, some of them pregnant, are known in
museum collections”. De soort is alleen waargenomen in Suriname, Brits en Frans
Guyana, Venezuela, Trinidad en Barbados, en is langer dan de twee andere
bovengenoemde parthenogenetische soorten: ca. 100 mm in het volwassen stadium.

1-4.2.34 Caemidophorus

Verreweg het grootste aantal parthenogenetische soorten is bij het genus
Cnemidophorus beschreven.
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Dorsale, laterale en ventrale aanzicht van Kentropyx borckianus.
(Uit: Hoogmoed, 1973).
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Milstead (1957 — A; 1957 — B) verrichtie uitgebreid onderzoek naar de verschiliende
aspecten van competitie tussen vier sympatisch levende Cnemidophorus soorten
{ waaronder de Cnemidophorus tesselatus ) en kwam tot de conclusie, dat het enige
verschil tussen de soorten de reaktie op de verschillende temperaturen was. Hoewel
de voortplanting ook bestudeerd werd door Milstead blijkt hiy de
parthenogenetische wijze van voortplanten van Cremidophorus tesselarus in het
geheel niet waargenomen te hebben. De eerste aanwijzing in die richting werd een
jaar later gegeven. In een overzichtsartikel over de reptielenfauna van het Big
Bend” gebied in Texas wijst Minton (1938) op het feit, dat er geen mannetjes
voorkomen bij de hagedissoort Crnemidophorus tesselarus : "All specimens are
females. I have never seen a male of this species from any part of the range”. Een
jaar later wordt door Tinkle (1959) dezelfde waameming gedaan in een groot
verspreidingsgebied in West Texas. Het bleek, dat er twee populaties C. tessellatus
voorkwamen in resp. Noord— en  Zuidwest Texas. Deze iwee
verspreidingsgebieden zijn meer dan 500 km. van elkaar gescheiden. "The most
remarkable aspect of the biology of these lizards is the apparent absence of males
in the populations.... No explanation is advanced for the absence of males because
it is felt that continued collecting of large series from all seasons will reveal the
presence of males. In a series of 65 specimens, however, one should expect to find
some males, particularly because these specimens are from several different months,
so that sampling errors would not seem to account for the absence of males....”.
Tinkle twijfelt dus kennelijk of het ontbreken van mannetjes een biologisch
fenomeen is of dat de waarneming berust op een te klein aantal verzamelde en
onderzochte exemplaren!

Maslin (1962) beschreef zes geheel {of nagenceg geheel) wit vrouwtjes bestaande
soorten ("subsoorten of populaties™) van het genus Cnemidophorus . Deze soorten
waren : C. costatus exsanguis Lowe, C. deppei cozumelus Gadow, C. inornatus Baird,
C. velox Springer, C. perplexus Baird & Girard en C. tesselatus (Say). Hoewel Maslin
ervoor waarschuwde om niet te smel de hypothese van parthencgenese te
aanvaarden was hij er wel van overtuigd, dat de extreme geslachtsratio’s ecen
genetische achtergrond hadden en niet door ecologische, ethologische of
fysiologische verschillen verklaard konden worden.

In hetzelfde jaar publiceerde Maslin samen met McCoy het resultaat van een studie
van 294 nieuw gevangen exemplaren van C. deppef cozumelus : alle onderzochte
exemplaren waren vrouwtjes. Hoewel er op ruime schaal geschreven wordt over
parthenogenetische Cnemidophorus soorten is er tot 1966 eigenlijk nog geen enkel
direct bewijs geleverd, dat de veronderstelde parthenogenetische Cnemidophorus
soorten inderdaad parthenogenetisch zijn. Slechts een indirekt bewijs (men vond
alleen maar vrouwelijke exemplaren van de betreffende soorten) was tot nu toe
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geleverd. Een aanzienlijke verbetering in deze toch onbevredigende situatie werd
door Maslin (1966, 1967) aangebracht. In 1966 verzamelde en incubeerde Maslin
(1966 ) eieren van C. exsanguis, C. neomexicanus, C. tesselatus, C. velox en C,
uniparens in het laboratorium. Alle nakomelingen bleken vrouwelijke exemplaren
te zijn. Een nog overtuigender bewijs leverde Maslin (1967) een jaar later toen hij
de resultaten publiceerde van huidtransplantaties; een techniek, die reeds eerder
door onder andere Kallman (1962) was gehanteerd om het gynogenetische karakter
van Poecilia formosa aan te tonen.

Het enig juiste en afdoende bewijs zou echter moeten bestaan uit het in strikte
afwezigheid van mannetjes laten opgroeien van juist vitgekomen eieren en het
nagaan of deze individuen zelf levende jongen voortbrengen, die bij voorkeur ook
weer levensvatbare eieren zouden moeten leggen. Resultaten van een dergelijk
onderzoek, zij het op zeer kleine schaal, worden pas in 1971 door Maslin (1971)
gepubliceerd. In de periode 1960 — 1968 legden vrouwtjes van 3 “veronderstelde”
parthenogenetische soorten { C. neomexicanus, C. tesselatusen C. uniparens ) meer
dan 1200 eieren in het laboratorium van Maslin. Uit alle vitgekomen eieren kwamen
vrouwtjes. Slechts weinige van deze dieren groeiden uit tot volwassen vieouwtjes; nog
minder vrouwtjes legden eieren. Dit laatste werd bij slechts negen exemplaren
waargenomen {1 C. tesselatus, 1 C. neomexicanus en 7 C. uniparens ). Deze
vrouwtjes legden resp. 4, 2 en de groep van zeven totaal 23 eieren. Het C. resselatus
exemplaar legde tussen 2 en 4 Juli 1965 vier eieren, waarvan er drie werden
beschadigd tijdens een "demonstratie” het vierde kwam op 12 September 1965 uit.
Dit exemplaar legde op 19 Maart 1966 zelf twee eieren; &én el werd tevergeefs
geincubeerd en vertoonde later na inspektie geen enkel weefsel. In het gefixeerde ei
bleek de parthenogenetische embryogenese echter reeds duidelijk herkenbaar
aanwezig. Het C. neomexicanus exemplaar legde op 27 Januari 1967 twee eieren: £én
ging dood toen het embryo —ei op punt van uitkomen stond; het andere kwam op
23 Maart 1967 uit. Dit dier legde vervolgens zelf op 22 Mei 1968 vier eieren, waarvan
er zich twee niet verder ontwikkelden. De andere twee werden geincubeerd, doch
kwanien niet uit. Na het openen van deze eleren bleken goed ontwikkelde embryo’s
gevormd te zijn. Het grootste succes werd echter verkregen bij zeven in het
laboratorium opgegroeide C. uniparens vrouwtjes, die acht broedsels met totaal 23
eieren legden. Van deze 23 cieren werden er 19 geincubeerd, waarvan er drie
uitkwamen, terwijl de overige eieren alle een parthenogenetische ontwikkeling
vertoonden; sommige zeifs (ot het geboortestadium. Met deze experimenten is het
voorkomen van parthenogenese onweerlegbaar bewezen. Het is jammer, dat Maslin
geen eieren van diploide tweeslachtige vrouwtjes als controles in de experimenten
meenam. Op die manier zou een indruk verkregen kunnen worden in hoeverre het
relatief  grote sterftepercentage het gevolg is van minder goede
kweek — omstandigheden of zou kunnen blijken, dat zich parthenogenetisch
ontwikkelende eieren minder levensvatbaar zijn!

In 1952 hadden Lowe & Wright (1952) reeds een nieuwe soort van het genus

71



o o e
FRaneTE

oy

W

£

&
o
prars

Zes biotypen Crnemidophorus tesselatus.

, 1965).

Zweifel

(Uit

72



"(Zz6T ‘FImquay weA )
SHIB12553] SHIDIPSS2) SNLOYTOPIHAUD)

73



Cnemidophorus beschreven : C. neomexicanus . Met behulp van een gedetailleerde
studie van het karyotype toonden zij (Lowe & Wright, 1966) later aan, dat deze
parthenogenetische soort diploid is en de genen bevat van twee tweeslachtige
soorten, welke nog steeds sympatrisch voorkomen, te weten C. tigris Baird en Girard
en C. inornatus Baird. Cnemidophorus neomexicanus is dus ontstaan door
natuurlijke hybridisatie van C. tigris en C. inornafus .

Ook Neaves & Gerald (1968) kwamen later op grond van elektroforese — studies van
homogenaten van hart —, lever — en spierweefsel en de daaruit verkregen patronen
van lactaat—dehydrogenese iso—enzymen van drie tweeslachtige en vier
parthenogenetische soorten tot eenzelfde conclusie, Behalve voor C. neomexicanus
werd dit eveneens aangetoond voor C. resselatus (Neaves & Gerald, 1968, 1969),
waarbij het triploide karakter van twee typen en het diploide karakter van vier
andere typen tot uiting kwam in de intensitelt van de verschillende banden. De
genetische variatie in C. resselatus populaties is het onderwerp van een studie van
Parker & Selander (1976). Zij onderzochien de genetische diversiteit in de
parthenogenetische C. tesselatus. Zoals bekend { Lowe & Wright, 1966 ) bestaat C.
tesselatus uit diploide ( C. #igris x C. septemvittatus hybriden ) en triploide
( diploide C. fesselatus x C. sexlineatus) populaties. De genetische variabiliteit werd
bepaald door gel—elektroforesestudies wvan hart—, lever—, nier— en
staartspierhomogenaten, waarbij de iso— enzymvariatie, gecodeerd door 21 loci
werd bepaald. De analyse was gebaseerd op 3 septemvittatus —, 2 tigris —, 2
sexlineatus — en 27 tesselatus populaties. Deze populaties omvatten resp. 62, 69, 34
en 406 (339 diploide en 67 triploide) dieren. Uit de elektroforese — patronen bleek,
dat de individuele heterozygositeit in tesselarus veel hoger is (0.560 in diploiden en
0.714 in triploiden) dan in de tweeslachtige oudersoorten (gemiddeld 0,059). Deze
hoge waarden zijn in overeenstemmming met de gegevens van Uzzell & Darevsky
(1975 voor de parthenogenetische Lacerta hagedissen en met de gegevens van
Vrijenhoek, Angus & Schultz (1976) voor de hybridogenetische vissen (  Poeciliopsis
) en bewijzen eens te meer, dat een hoge mate van heterozygositeit karakteristiek is
voor hybride &énslachtige soorten. Alle triploide individuen vormden kennelijk één
kloon; bij de diploide dieren werden twaalf klonen geidentificeerd; in jedere
populatie werden 1 tot 4 klonen gevonden. Uit dit relatief beperkte aantal klonen
concluderen Parker & Selander (1976), dat C. fesselarus waarschijnlijk recent is
ontstaan, terwijl zij de evolutionele potentie van tesselatus en van
parthenogenetische vormen minder sterk beperkt achten dan in het algemeen werd
verondersteld.

De diversiteit binnen en tussen de, geografisch gescheiden, voorkemende
parthenogenetische populaties hangt in sterke mate af van het optreden van
mutaties en recombinaties en houdt waarschijnlijk daarom nauw verband met de
ouderdom van de parthenogenetische vorm ( White, 1970). De leeftijd van de
tesselatus populaties is onbekend, doch zij zijn mogelijk minder dan 200 jaar
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geleden ontstaan toen door overbegrazing van het prairie — gras de oudersoorten
mogelijk pas voor het eerst met elkaar in contact kwamen.

Door Lowe & Wright (1966) wordt een hypothese gepostuleerd over het ontstaan
van de triploide parthenogenetische Cnemidophorus - soorten: na hybridisatie van
twee tweeslachtige soorten ontstaat een parthenogenetische diploide soort welke na
terugkruising met een (of beide) van de oorspronkelijk tweeslachtige oudersoorten
het allotriploide stadjum bereikt. Een jaar later beschrijft Wright ( 1967 ) een nieuwe
eenslachtige soort : C. opatae. De nieuwe scort lijkt het meest op C. uniparens. Voor
het verklaren van de verschillende hybridisatie — theorieén zouden veldstudies ten
aanzien van de verschillende habitats, het verschuiven van niches en dergelijke van
groot belang kunnen zijn. Het is dan ook niet verwonderlijk, dat er ¢en aantal
artikelen over deze onderwerpen verschijnen.

Medica (1967) verrichtie een uitgebreide studie naar de eetgewoonten,
habitatvoorkeur, voortplanting en dag- nacht aktiviteiten bij 608 hagedissen uit
vier sympatrische Cnemidophorus soorten in zuid — centraal Nieuw Mexico. Hieruit
bleek onder andere dat C. exsanguis en C.  inornatus beide eenzelfde
habitat — voorkeur hebben voor een meer vochtig gebied, terwijl C. neomexicanus
en C. tigris beide een meer droog gebied prefereren. De broedseizoenen komen met
elkaar overeen,; alleen dat van C. exsanguis was aanzienlijk korter. In de seizoens —
en dag - aktiviteiten waren weinig verschillen te constateren. Conclusies ten
aanzien van migratie en populatie — dichtheden waren niet te trekken, enerzijds
doordat de vangst gedurende het eerste jaar een sterke invioed had op de betreffende
populatie en anderzijds doordat de migratie en populatiesamenstellingen slechts
twee jaren daarna zijn vervolgd, jaren die bovendien in meteorologisch opzicht
extreem veel verschilden. Wel was duidelijk, dat regen een invlioed had op het totale
voedsel — aanbod en de voedselvocorkeuren. Een opvallend verschil in de
voortplanting vertoonde C. exanguis ten opzichte van de drie andere soorten;
eerstgenoemde legde slechts een broedsel per seizoen; de andere drie soorten twee;
het aantal eieren per broedsel was in alle gevallen ongeveer gelijk. Ook werden
aanzienlijke verschillen in voedingsgewoonten gevonden tussen C. inornatus en C.
exsanguis; mogelijk is dit een van de redenen waarom beide soorten sympatrisch
kunnen leven zonder ernstige concurrentie. Deze voedingsverschillen werden niet
tussen C. tigris en C. neomexicanus gevonden ; deze concurrentie — factor zou een
reden kunnen zijn waarom . neomexicanus zo'n uiterst beperkt
verspreidingsgebied heeft, aldus Medica.

Een andere vergelijkende studie betrof een onderzoek naar de habitats van de negen
parthenogenetische soorten van Cnemidophorus door Wright & fowe ( 1968 ). Zij
wijzen erop, dat C. cozumelus een sterk contrast vertoont met de andere acht soorten,
die allen weliswaar verschillende habitats hebben, doch in gebieden met
gemeenschappelijke eigenschappen leven. Deze gemeenschappelijke kenmerken
van de habitats worden omschreven als "extreem marginaal, voor altijd verstoord,
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randgebied, overgangsgebied”. "Het belang van de beschikbaarheid van een
dergelijk habitat voor de nieuwgevormde alloploide parthenogenetische vorm is van
doorslaggevende betekenis”, aldus Wright & Lowe (1968). Door Christiansen
{ 1971) werd de voortplanting bij de tweeslachtige C. inornatus en de hiermede
nauw verwante, sympairische, parthenogenetische €. neomexicanus onderzocht
teneinde inzicht te verkrijgen in de mogelijke voor — en nadelen van parthenogenese
ten opzichte van een tweeslachtige soort in elkaar beconcurrerende populaties.
Hoewel het aantal limiterende faktoren voor een populatie waarschijnlijk zeer
talrijk is, beschouwde Christiansen er bewust slechts enkele. Hij concludeerde, dat
de beide species verschillende oecologische voorkeuren hebben, welke de
soortverspreiding van de ene bevordert ten koste van de andere en dat de jaarcycius
van aktiviteiten en winterslaap gelijk is: volwassen dieren beginnen de winterslaap
in de derde week van September en ontwaken half April. Tevens concludeerde hij,
dat de voortplantingscyclus van de vrouwtjes van beide soorten nagenoeg identiek
is: in het begin van de lente (April of Mei) begint de cyclus met de groei van 1 -3
foilikels; deze groei gaat gedurende circa 23 dagen door tot de ovulaties in de laatste
week van Mei of de eerste week van Juni.

Recent vatte Cuellar (1979} de literatuur samen, waarin alle gevallen van
sympatrisch levende Cnemidophorus soorten werden beschreven Sommige
interakties worden op basis van enige jaren veldstudie gedetaiileerd besproken
terwijl bovendien verslag wordt gedaan van een cerste experimentele veldstudie, die
tot doel had de ecologische relaties van de sympatrische levenswijze bij zeven
Cnemidophorus soorten te onderzoeken. Cuellar concludeert, dat een voorkeur voor
een speciaal habitat zeer waarschijnlijk de doorslaggevende faktor is en dat de
habitaiverdeling geen gevolg is van een aktieve competitie tussen de twee soorten.

Analyse van twee natuurlijke hybriden van de parthenogenetische C. serorae en de
“tweeslachtige C. tigris wees uit, dat de hybriden sterk op de moeder leken (Lowe et
al., 1970 — A). Uit studies van de karyotypen blijkt, dat de hybriden tetraploid zijn:
¢en triploide bijdrage van de moedersoort en een haploide bijdrage van de
vadersoort. Deze waarneming is met name van belang voor een mogelijke
toekomstige evolutie van polyploide tweeslachtige Cnemidophorus soorten. De
volgende karakteristieken van de tetraploiden worden vermeld:
— 1) allotetraploide individuen kunnen goed levensvatbaar zijn en
zich met succes handhaven;
— 2) beide geslachten kunnen waarschijnlijk voorkomen (in het artikei
worden echter alleen twee mannetjes beschreven);
3) allotetraploide cellen zouden de meiose kunnen ondergaan.

Eveneens op basis van chromoscomgegevens delen Lowe et al. (1970—1B) het
complexe genus Cnemidophorus In vijf soortgroepen in: deppei, lemniscatus,
sexlinearus,  tigris en  tesselatus. Behalve aan de hand  van
chromosoomkarakteristicken zijn de groepen eveneens in grote lijnen te
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onderscheiden op basis van de externe morfologie. De tesselatusgroep omvat twee
parthenogenetische soorten : tesselatus en neomexicanus ; beide ontstaan door
hybridisatie tussen individuen uit dezelfde twee soorigroepen, maar met
verschillende oorspronkelijke oudercombinaties. De vijff bovengenoemde
soortgroepen bevatten respectievelijk 4 (2n = 52), 3(2n =50), 21{2n=46), 1(2n =46)
en 2(2n = 46) soorten. Tussen deze soortgroepen bevinden zich respectievelijk 1 (
C. deppei cozumelus ), geen, 6 ( C. exsanguis, C. flagellicandus, C. opatae, C.
sonorae, C. uniparens en C. velox }, geen en 2 { C. tesselatus en C. neomexicanus }
parthenogenetische soorten. In de vijf soortgroepen worden totaal 31 soorten
onderscheiden, waarvan er 9 parthenogenetisch zijn.

Behalve een nieuwe indeling van het parthenogenetische ” C. cozumela complex ™
maakt Fritts (1969) ook melding van de vangst van twee mannetjes, die tot dit
complex behoren. Op grond van morfologische kenmerken neemt Fritts aan, dat het
waarschijnlijk triploide hybriden zijn, ontstaan door een terugkruising van een
allodiploid C. cozumela vrouwtje met een C. aqugusticeps mannetje. Deze mmannetjes
verschillen echter van het reeds eerder beschreven Lacerta mannetje (Darevsky,

1966) doordat zij geen “hermafrodietachtige structuren™ bezitten (Taylor et al.,
1967).

Door middel van gel — elektroforese van homogenaten van de lever toonde Neaves
(1269) aan, dat vier tweeslachtige Cnemidophorus — soorten uit de C. sexlineatus
groep verschillende typen adenosinediaminase (ADA) bezitten. Een vijfde
tweeslachtige soort, C. tigris , heeft eenzelfde ADA —type als een soort van de C.
sexlinegtus groep, maar is op grond van andere genetische en biochemische
kenmerken duidelijk hiervan te onderscheiden. Door kennis van de ADA ~typen
kan men dus de vijf soorten, waarvan men vermoedt dat zij betrokken zijn geweest
bij de hybridisaties tussen soorten, welke resulteerden in het ontstaan van
parthenogenetische Cnemidophorus — soorten, onderscheiden.

Het eerste onderzoek naar de ofigenese bij een parthenogenetische Cnemidophorus
—sgort wordt in 1971 gepubliceerd door Cuellar (1971) en is verricht bij C.
uniparens. Op grond van zijn waarnemingen (twee rijpingsdelingen, die beide
poollichaampjes vormen; de dyade-struktuur van de chromosomen en het
triploide aantal van 69 van het eerste poollichaampie en de dyade — chromosomen
in de metafase Il eveneens "ongeveer” het triploide aantal) concludeert Cuellar, dat
de parthenogenese bij deze hagedissen van het "meiotische type” is, dat wil zeggen
er vindt een normale meiose plaats. Bovendien wordt het somatische aantal
chromosomen vroeg in de odgenese verdubbeld, waarschijnlijk door een
pre—meiotische endo — duplicatie; het triploide niveau wordt vervolgens met
behulp van twee rijpingsdelingen hersteld. De levensvatbaarheid van C.
neomexicanus eleren is waarschijnlijk de helft van die van C.inornatus eieren,
waardoor de voortplantingspotentie van beide soorten gelijk is. Het agressieve
gedrag van C. neomexicanus , zijn voorkeur voor verstoorde habitats (welke steeds
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meer ontstaan) en de mogelijkheid om zich voort te planten in gebieden waar te
weinig voedsel voor twee individuen is, zijn waarschijniijk de belangrijkste
oorzaken van het feit, dat C. inornatus verdrongen wordt door C. neomexicanus ,
aldus Christiansen.

McKinney et al. ( 1973 ) beschrijven een nieuwe soort, Cnemidophorus laredoensis
waarvan zij, op grond van morfologische en biochemische studies (electroforese
studies van 13 eiwitten), veronderstellen dat zij ontstaan is als resultaat van een
hybridisatie tussen C. gularis en C. sexlineatus.

Bickham et al. (1976) verrichtten cytogenetisch onderzoek aan deze
parthenogenetische scort met het doel om ploidie te bepalen en na te gaan in
hoeverre karyotypische gegevens bruikbaar zouden zijn om de door McKinney et
al. {1973) veronderstelde ontstaanswijze door hybridisatie te testen. Zij concluderen
dat C. laredoensis een diploide soort is met twee paar ongelijkvormige
chromosomen die afgeleid kan zijn van een haploide set chromosomen van C.
gularis en . sexlineatus en het verkregen cytogenetische resultaat in
overeenstemming i1s met de morfologische en elekiroforetische gegevens van
McKinney et al. (1973).

Door Peccinini & Frota ( 1974 ) worden Cnemidophorus — populaties uit een geheel
ander gebied beschreven. Op 15 plaatsen in de Amazonevallei werden
respectievelijk 5 tweeslachtige en 10 parthenogentische populaties gevangen. In alle
10 parthenogenetische populaties waren een of meer paren chromosomen van
ongelijke vorm aanwezig; in geen van de tweeslachtige populaties was dit het geval.
In een studie, welke ten doel had om op gedetailicerde wijze de mate van
histogenetische homogeniteit binnen een kloon te bepalen, voerde Cuellar (1576)
175 huidtransplantaties uit tussen 20 individuen van twee gescheiden populaties C.
uniparens. Uit de resultaten (98,8% van de transplantaten werd permanent
geaccepteerd) wordt geconcludeerd, dat alle individuen van beide populaties zeer
waarschijnlijk genetisch identiek zijn, temeer daar transplantaten tussen individuen
van de tweeslachtige C. ftigris werden afgestoten. (De vier waargenomen
afstotingsreakties (1,2%) werden waarschijnlijk vercorzaakt door technische
transplantatiefouten in plaats van werkelijke histo — incompatibiliteit). Bovendien
doen deze resultaten vermoeden, dat grote populaties of zeifs een gehele soort uit
een kloon kan bestaan, welke van een individu is afgeleid.

In een ander artikel van Cuellar, samen met McKinney (Cuellar & McKinney, 1976)
worden resultaten van huidtransplantaties aangewend om de éénslachtige ouder te
bepalen van de natuurlijke hybride tussen deze soort en de tweeslachtige C.
inornatus. De gegevens van elektroforsse—studies en chromosoomonderzoek
ondersteunen de transplantatieresultaten en de conclusie, dat C. neomexicanus een
van de oudersoorten is en de andere zeer waarschijnlijk C. inornatus in plaats van
C. tigris.
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Schall (1978) onderzocht de voortplantingskarakteristieken bij vijf sympairische
Cnemidophorus — soorten: twee parthenogenetische en drie tweeslachtige. Hij vond
geen verschillen tussen deze soorten; de parthenogenetische zijn waarschijnlijk te
vergelilken met een van hun  tweeslachtige oudersoorten. De
voortplantingskarakteristicken van Cnemidophorus zijn afhankelijk van de
lichaamsgrootte  en  ecologische  positie van  deze  soort. De
voortplantingskarakteristicken van de vrouwtjes werden bepaald aan de hand van
het aantal gelegde eieren per nest, het lichaamsgewicht en het gewicht van de eieren.
Opbasis van deze gegevens bepaalde Schall de zogenaamde "voortplantingpoging”
(reproductive effort), die gedefinicerd werd als het gewicht van een nest gelegde
eieren, gedeeld door het gewicht van de moeder. Op deze faktor werden de
statistische berekeningen uitgevoerd.

Congdon et al. (1978) verkregen echter hiermede in strijd zijnde resultaten van een
studie van vier soorten: twee 2 — slachtige en twee parthenogenetische. Deze werden
naar grootte ingedeeld: twee waren klein, C. inornarus { tweeslachtig) en C.
uniparens (parthenogenetisch) en de andere twee soorten waren groter : C. figris
{ tweeslachtig } en C. sonorae (parthenogentisch). Congdon et al. concludeerden,
dat de parthenogenetische soorten nesten met meer eieren leggen en dat dit aantal
sneller toeneemt naar gelang de lichaamsgrootte van de moeder.

Schall (1981) is van mening, dat deze afwijkende resultaten het gevolg zijn van
fouten in zowel de keuze als de vitwerking van de statistische testen. Hij komt dan
ook tot andere conclusies uit dezelfde gegevens nadat de {voigens Schall} "juiste”
analyse wordt uitgevoerd. Volgens hem is er weliswaar enig verschil in de
voortplantingskarakteristieken (aantal eieren per nest, gewicht van de eieren en de
verhouding tussen het totaalgewicht van een nest eleren en het lichaamsgewicht van
de moeder), maar is dit verschil geen gevolg van de voortplantingswijze van de
vergeleken soorten.

Cole (1979) verrichtte cytogenetisch onderzoek aan 220 cellen van 36 hagedissen uit
de twee triploide parthenogenetische soorten Cnemidophorus exsanguis en
Cnemidophorus sonorae en de diploide tweeslachtige Cnemidophorus tigris. C.
exsanguis heeft een triploid karyotype (3n = 69), dat is opgebouwd uit drie gelijke
haploide componenten (n=23), die karakteristiek zijn voor de sexlineatus groep.
Het karyotype van C. exsanguis is gelijk aan dat van C. sonorae. Er komen echter
ook modificaties voor in dit triploide karyotype; op sommige plaatsen worden
twee — of meervormige chromoscomsets gevonden, dat wil zeggen dat een bepaald
chromosoom, dat driemaal aanwezig behoort te zijn in een triploide configuratie,
in twee of meer verschillende vormen wordt aangetroffen. Uit laboratoriumkweken
kon Cole aantonen, dat deze chromosoom —afwijkingen steeds van moeder op
dochter werden overgeérfd. Het is dus onwaarschijnlijk, dat deze erfelijkheid het
resultaat is van een willekeurige sortering van de chromosomen tijdens de odgenese
zoals die waarschijnlijk bij diploide tweeslachtige Cnemidophorus —soorten
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voorkomt. Integendeel, het blijkt, dat de chromosomale heterozygositeit een
permanent karakter heeft, Cole concludeert dan ook, dat iedere triploide moeder
haar eigen gemodificeerde triploide karyotype precies zo doorgeeft aan haar
dochters, die zich parthenogenetisch uit een triploid i ontwikkelen. Deze conclusie
is in overeensternming met de hypothese, dat de odgenese in parthenogenetische
Cremidophorus —soorten een extra premejotische endoduplicatie van de
chromosomen omvat, "pseudobivalenten” vormt, die uit "zusterchromosomen”
bestaan, waarna de ofcyten een normale meiose ondergaan. Tevens nam Cole de
vorming van een levensvatbare tetraploide hybride waar, die ontstaan was uit een
eicel van een triploid parthenogenectisch vrouwtje, dat bevrucht was door een
haploide zaadcel van een diploide, tweeslachtige soort. e waarneming bevestigt de
hypothese, dat sommige parthenogenetische soorten door hybridisatie zijn
ontstaan. Tevens verklaart deze waarneming de ontstaanswijze van de ongewones
polyploide reptielen, die soms in de natuur worden aangetroffen.

[l—424 Gekkonidae: Gekkos

Zoals reeds cerder vermeld, werd door Smith (1935) reeds inn 1935 melding gemaakt
van het feit, dat hij tussen meer dan 100 onderzochie gekko's { Hemidacrylus
garnotii ) niet een mannetie kon ontdekken. Pas een kwart ceuw later wordt het
vermoeden uitgesproken, dat de soort zich parthenogenetisch zou kunnen
vooriplanten. Deze sugpestie werd gedaan door Mertens (1959), die constateerde,
dat mannelijke H. garnosii uviterst zelden voorkomen: “Parfois, les miles
prédominent comme ¢'est le cas pour certain Crapauds { Bujfo) et peut — Btre aussi
pour le Sphenodon. Le contraire semble se produire chez guelques Crocodiles et
chez certain Geckos comme I Hemidaciyius garnotii indo — pacifique, doni les
miles semblent etre trés rares. Is font meme entierement défaut chez quelques races
du Lézard des roches d’Armeénie { par exemple Lacerta sacicola armeniaca). Alors
gue les formes voisines possedent des méles en nombre normal, on n’a jamais trouve
un maile de cette sous — espece, ni en liberté, ni parmi les nombreux jeunes élevés en
captivite depuis 'oeuf. A I'instar de nombreux invertébrés, ces Lézards paraissent
se multiplier par parthénogénese et il est, par conséquent, possible que ce mode de
reproduction si spécial soit un jour signalé chez dautres Lézards, chez des Geckos
par exemple”.

Hoewel er in de literatuur ook melding gemaakt werd van mannelijke H. gamorii
{Boulenger, 1885; De Rooij, 1915, Taylor, 1921; Brongersma, 1934; Cagle, 1946, La
Rivers, 1948), bleken deze waarnemingen later op foutieve geslachis— en/of
soortbepaling te berusten (Kluge & Eckhardt, 1969).

Ook Taylor { 1963 ) vond geen Hemidaciylus garnotii mannetjes tijdens zijn studie
en collectionering van de reptielenfauna op Thailand. Hij vindt het echter te
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Hemidactylus garnotil, lengte 120 mm
(Uit: Taylor, 1963).
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gemakkelijk om "dus” parthenogenese te veronderstellen: " The absence of male
specimens from coilections can scarcely be explained save for the possibility of
parthenogenesis which seems too improbable to be considered”. Behalve bij
Hemidactylus garnotii vond Taylor eveneens uitsluitend vrouwties van iwee andere
soorten : Lepidodactvlus lugubris en Lepidodactylus divergens.

Kluge & Eckhardt (1969) onderzochten 218 H. garnorii exemplaren, welke
verzameld waren in het gehele verspreidingsgebied. Bij alle dieren werden de
gonaden geidentificeerd als ovaria, terwijl het gemiddelde somatische
chromosoom ~aantal 70 bleek te zijn, hetgeen zeer waarschijnlijk berust op
triploidie; immers, bij 17 andere onderzochte soorten bleek dit aantal te variéren van
32 tot 46; een soort {dat waarschijulijk ook triploid is) 63. Op grond van deze
waarnemingen concluderen zij als eersten, dat deze soort zich door middel van
parthenogenese moet voortplanten.

Eckbardt & Whimster (1971} voerden huidtransplantaties uit tussen volwassen
Hemidactylus garnotii vrouwtjes teneinde extra bewijzen te verkrijgen voor de door
Kluge & Eckhardt (1969) veronderstelde eenslachtigheid. Bij twee dieren werden
stukjes huid van de rug van het ene dier getransplanteerd naar de buik van het
andere dier en omgekeerd. Fr vond geen enkele afsiotingsreaktie plaats. Als
controle op de (zeer onwaarschijnlijke) mogelijkheid, dat deze twee dieren toevallig
een een—eiige tweeling konden vormen, werd van een van deze dieren een
huidtransplantatie naar een derde dier verricht. Ook dit transplantaat werd volledig
geaccepteerd. Geconcludeerd wordt dan ook, dat de veronderstelde éénslachtigheid
zo goed als bewezen is, tenzij deze soort geen algemeen bij gewervelde dieren
aanwezige immuniteitsmechanisme zou bezitten.

Met Cuellar beschrijft Kluge in 1972 een tweede parthenogenetische gekkoscort,
Leipidodactylus lugubris. Reeds eerder had Taylor (1963) gewezen op het feit, dat
hij tijdens het coliectioneren van reptielen in Thailand uitsluitend vrouwelijke
exemplaren van deze soort had waargenomen. De waarneming van Cuellar & Kluge
werd gedaan tijdens een onderzoek naar de systematiek van Lepidodactylus op
verschillende eilanden in de Grote en de Indische Oceaan. Bij 673 individuen werd
het geslacht bepaald; slechts 4 vertoonden mannelijke kenmerken. Op grond van
testismorfologie werd normale spermatogenese onwaarschijulijk geacht. Qok bij
andere parthenogenetische soorten zijn incidenteel mannetjes waargenomen
(Maslin, 1962; Schultz & Kallman, 1968; Tayloret al.,, 1967; Taylor & Medica, 1966).
Het betrof hier triploide hybriden. Op grond van het fenotype en het feit, dat er geen
verwante sympatrische tweeslachtige soorten waren waargenomen, wordt dit
onwaarschijnlijk geacht voor deze vier L. lugubris mannetjes. Deze sterk afwijkende
geslachtsverhouding en de afwezigheid van sperma in de oviducten {00k bij
vrouwtjes, die in het kritieke stadium van de voortplantingscycius zijn) en de
positieve huidtransplantaties zijn voor Cuellar & Kluge voldoende redenen om L.
ligubris als parthenogenetische soort te beschouwen. Gelet op het aantal
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waargenomen somatische chromosomen (44) en de diploide en triploide aantallen,
welke van andere gekko’s bekend zijn, nemen zij aan, dat L. lugubris diploid is. De
bevindingen van Makino en Momma (1949) bij de gekko Gehyra variegata
ogasawarasimae (er werden uitshuitend vrouwtjes gevonden, die allemaal 63
somatische chromosomen bleken te bezitten) deden bij Hall (1970) het vermoeden
rijzen, dat het hier eveneens een triploide parthenogenetische soort betrof, vooral
wanneer men de bekende diploide chromosoom —aantallen van andere gekko’s in
aanmerking neemt. De auteurs constateren, dat "The number of chromosomes here
established for the female complex of this species is undoubtedly odd, and this is
clearly due to the inclusion of a solitary unmated chromosoine in the complex” en
"the karvotype of this form which is highly different from that of any species of this
family hitherto recorded”. Ondanks deze waarnemingen, die beide duidelijk in de
richting van heteroploidie wijzen, komen Makimo & Momma niet op de gedachte,
dat het hier een triploide (partenogenetische) soort zou kunnen zijn!

Mau { 1978 ) verzamelde op 5 Augustus 1974 twee exemplaren van Lepidedactylus
lugubris op een klein koraaleiland voor de noord — oost kust van Australig. Beide
dieren waren vrouwtjes, hetgeen bleek uit het eieren leggen, dat later werd
waargenomen. Zij werden in twee speciaal ingerichte terraria gehuisvest. Een van
de dieren legde iedere 39 dagen twee eieren. Uit een daarvan kwam op 30 September
1976 (na 93 dagen ontwikkelingstijd) een levend jong. Het dier groeide in een
speciaal terrarium op en werd in een ander terrarivm geplaatst toen het volwassen
was. Op 4 Juli 1977 legde dit dier haar eerste ei; op 14 Augustus twee eieren en
daarna, op 22 September, nogmaals twee eieren. Op 21 October werd uit een van
de eleren een levend embryo gehaald, waarmede het parthenogenetische
voortplantingsmechanisme onweerlegbaar was bewezen. Recent werd door Werner
{ 1980 ) homosexueel gedrag waargenomen bij Lepidodacrylus lugubris. Hoewel
Werner ook twee andere mogelijke verklaringen voor dit gedrag geeft, acht hij het
zeer waarschijnlijk, dat dit gedrag een uiting is van de sociale higrarchie of van
superioriteit binnen haar territorium.

I1-4.25 Ignanidae: Leguanen

Het vermoeden, dat parthenogenesis ook bij leguanen voorkomt, is slechts een keer
in de literatuur vermeld en berust op een zeer bigondere samenloop van
omstandigheden. Bohme beschrijft in 1975 een collectie van 18 leguanen (
Basiliscus  basiliscus  Linnaeus), welke hij van de Heer Kraus, een
amateur — terrariumhouder, had gekregen. Deze Heer Kraus had Béhme erop attent
gemaakt, dat hij verscheidene jaren drie leguanetiviouwtjes in zijn terrarium had
houden, die na jaren opeens en relatief kort na elkaar goed ontwikkelde legsels
voortbrachten. Hoewel het ook toen reeds bekend was, dat bij verschillende
reptielen, met name bij slangen (Groves, 1973), de vrouwtjes jarenlang sperma
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kunnen opslaan, waarvan de bevruchtingsmogelijkheden behouden blijft, wordt
ook aan de mogelijkheid van parthenogese gedacht. Deze laatste hypothese werd
later waarschijnlijker geacht toen de dierenhandelaar, bij wie de Heer Kraus een
mannelijke en twee vrouwelijke Basilisken had besteld, zich verontschuldigde toen
hij drie vrouwtjes leverde met de mededeling, dat de totale Basilisken import ditmazal
"waarschijnlijk toevallig” uitsluitend uit vrouwijes bestond. De dierenvanger in
Columbia moet dus toevallig in een uitsluitend wit vrouwtjes bestaande populatie
zijn vangst hebben gedaan. Op grond van het bovenstaande, concludeert Bdhme:
"Damit scheint fast sicher, dass die drei sich selbst reproduzierenden Weibchen
tatsiichlich aus einer parthenogenetischen Freilandpopulation, irgendwo in
Kolumbien, stammen”.

II-4.2.6 Agamidae: Hagedissen van de oude wereld

Hall (1970) wees op de mogelijkheid van het bestaan van partheno — genese bij drie
verschiliende reptielenfamilies: GEKKONIDAE, CHAMAE - LEONTIDAE en
AGAMIDAE (respectievelijk  Gekko’s, kameleons en hagedissen) Uit de
laatstgenoemde familie betrof het de soort Leiolepis, waarvan vertegenwoordigers
werden aangetroffen bij twee handelaren in Bangkok en Singapore. De vijf
"Bangkok — exemplaren” bestonden uit twee vrouwtjes en drie mannetjes met
gemiddeld 36 chromosomen. De 33 "Singapore — exemplaren” waren daarentegen
allemaal vrouwtjes. Van deze groep werden 13 dieren cytogenetisch onderzochi: alle
dieren bleken 54 chromosomen te hebben. Op grond van deze gegevens vermoedde
Hall, dat het hier een triploide parthenogenetische soort betrof.

Peters (1971) onderzocht de fylogenetische verwantschappen van het genus
Leiolepis met behulp van vergelijkende morfologische studies. Hij onderscheidt vier
tweeslachtige en een eenslachtige soort. Deze studies werden verricht aan onder
andere een aantal exemplaren, die hij van Hall (1970) ter bestudering had ontvangen
en bevestigden diens vermoeden ten aanzien van parthenogenese op grond van
morfologische verschillen met de andere soorten uit het genus Leiolepis. Als
curiositeit kan nog vermeld worden, dat verschillende onderzoekers (Hall, Sochurek
en Peters) bij de handelaar in Singapore de piaats van herkomst probeerden te
achterhalen. Deze, kennelijk beducht voor zijn handel, weigerde dat echter
consequent! Slechts Dr. Ross van de Tuits University Medical School, die ook
Agamen had gekocht van andere leveranciers in Singapore, kreeg een indicatie van
de vindplaats: het grensgebied tussen Maleisi& en Thailand! Indien dit juist is, leven
deze dieren binnen het verspreidingsgebied van de belliana — groep, hetgeen —
volgens Peters — te rijmen valt met de gevonden morfologische overeenkomsten.
Na uitwisseling van de bevindingen van Hall (1970) komt Peters ten aanzien van
de Leiolepis triploida tot de volgende “diagnose™ "Eine durch Triploidie (3n=54)
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Basiliscus basiliscus

{Uit: Vogel, 7. (1964) *’Reptiles and Amphibians, their care and behaviour”. Urania-
Verlag, Leipzig).
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Gehyra variegata
(Uit: H. C. Logger, {1975) "'Reptiles and Amphibians of Australia’, Reed Pfy Ltd,
Svdney).
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Boiga dendrophiia

{Uit: Vogel, Z. (1964} '’Reptiles and Amphibians, their care and behaviour’’. Urania-
Verlag, Leipzig).

Typhlops unguirostris: een australische soort van de blinde slang (groeit tot circa 60
cm).

{Uit: A. Bellairs, {1969), ’The life of Reptiles’’. Vol. 1. Weidenfeld and Nicolson, Lon-
dom).
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und ameiotische Parthenogenese von ihrer Ursprungsform ( Leiolepis belliana )
isolierte Agamospecies von beschriankter Fertilitit

II-4.2.7 Chamaeleonidae: Kameleons

Maar aanleiding van een artikel van Schmidt (1919) is het wederom Hall (1970), die
het vermoeden uitspreekt dat een daarin beschreven kameleonsoort zich op
parthenogenetische wijze voortplant. In zijn artikel beschrijft Schmidt (1919) onder
andere een collectie van 63 kameleons ( CHAMAELEONTIDAE : Rhampholeon
boulangeri Steindachner. Deze collectie was afkomstig uit het [turi bos in het
voormalige Kongo en bevatte uitsluitend vrouwelijke exemplaren. Enige jaren
eerder was een kleinere collectie van 9 dieren beschreven, waarin wel mannetjes
voorkwamen (Sternfeld, 1912). Deze dieren waren bij het meer gevangen en
verschilden aanzienlijk in lengte met de dieren uit de andere collectie. Zij waren 50
tot 61 mm lang, terwijl de Ituri — populatie een gemiddelde lengte van 70 mm had.
Op grond van deze lengteverschillen, achtte Schmidt het zeer waarschijnlijk, dat een
verdere studie van de Ituri — populatie zou leiden tot het onderscheiden van deze
soort als, waarschijnlijk, een aparte ondersoort. Het feit, dat er geen mannetjes in
de Ituri — collectie waren, werd door Schmidt wel opvallend genoemd, doch niet in
verband gebracht met de mogelijkheid van parthenogenese. Hij constateert slechts:
“The present collection contains sixtythree specimens, all — curiously — females”!
Hoewel erlater ook mannelijke exemplaren van deze soort gevonden werden in twee
kieine populaties vit Kameroen, acht Hall (1970) het toch waarschijnlijk, dat de
door Schmidt beschreven collectie zich [angs parthenogenetische weg voortplantte.

I[-43 Sqguamata: Suborde Serpentes (Slangen)

Evenals bij de kameleons is het aantal beschrijvingen van waarnemingen en/of
vermoedens ten aanzien van parthenogenese bij slangen zeer beperkt. In 1974 stelt
McDowell (1974) een catalogus en determineertabellen samen van slangen
afkornstig uit Nieuw — Guinea en de Solomon Eilanden. In dit gebied komen twee
genera uit de familie der TYPHLOPIDAE voor; Typhlopsen Typhlina , welke met
name op basis van mannelijke geslachtskenmerken onderscheiden en ingedeeld
worden (Robb, 1966B). Een soort, aldus McDowell, kan hierdoor echter moeilijk
ingedeeld worden “since it is an all —female, presumably parthenogenetic, species;
although evidence is not conclusive, there is reason to believe "T."” braminus is an
all —female derivate of Typhlina ..... Because of the absence of males in ™ Typhlops
braminus, 1t is impossible to say definitely whether this species is referable tc
Typhlops or to Typhlina , genera distinguishable on the basis of the male
reproduciive apparatus”. McDowell onderzocht totaal 118 T. braminus
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exemplaren, waarvan er vier te uitgedroogd waren om het geslacht nog betrouwbaar
te kunnen bepalen. Alle overige 114 exemplaren waren van het vrouwelijk geslacht,
waarbij de aanwezigheid van een {rechter) oviduct — waargenomen onder de
prepareer — microscoop — als criterium werd gebruikt.

Parthenogenese als type — voortplanting zou veel van het succes verklaren, dat deze
soort heeft in de uitbreiding van zijn verspreidingsgebieden en het bezeiten van
geisoleerde eilanden (De Rooij, 1917 ; Mertens, 1930 ; De Haas, 1950 ). Samen met
Pelamis platurus vormen zij de twee meest verspreide slangensoorten. Het is daarom
extra verwonderlijk, dat er zo weinig onderzoek is verricht naar deze, qua
voortplantingswijze, zo unieke soort.

Naar aanleiding van de publikatie van McDowell (1974) stelde Broadley (1974) in
hetzelfde jaar een overzicht samen van alle gepubliceerde waarnemingen van T.
bramina exemplaren in Afrika. Bradley vond totaal 8 publicaties. Daarin werden
vindplaatsen vermeld in Somalié, Kenya en Tanzania, Mozambique en
Zuid — Afrika. In verband met de sterke verspreiding van deze soort wijst Loveridge
(1945) op de geringe grootte van deze slangen waardoor het zeer goed mogelijk is,
dat de mens in grote mate verantwoordelijk is voor deze verspreiding, onder andere
in de grond van getransporieerde potplanten, waardoor deze dieren ook wel
"Flowerpot Snakes” worden genoemd. De meest introducties van deze dieren aan
de Cost — Afrikaanse kustplaatsen zijn echter waarschijnlijk veroorzaakt door het
vele zand, dat in Arabische kustvaartuigen als baliast werd gebruikt en na aankomst
in een Afrikaanse haven overboord werd gedumpt. In 1968 werd deze soort voor
het eerst door Storr (1968) ook in Avstralié waargenomen.

Zeer recent werd een collectie van 32 exemplaren beschreven door Nussbaum
(1980). Deze dieren waren afkomstig van verschillende eilanden van de Seychellen
archipel. Nussbaum refereert naar de verschillende benamingen van “de blinde
stang” en geeft de voorkeur aan de naam Ramphotyphlops braminus in navolging
van Stimson et al. (1977). Ook Nussbaum is van mening, dat het een
parthenogenetische soort is, niet alleen vanwege het feit, dat ook hij uvitsluitend
vrouwtjes waarnam, maar ook op grond van de opmerkelijke overeenkomst in het
patroon van huidschubben en kleurpatronen. Ook de zeer grote verspreiding van
deze soort, dikwijls op zeer geisoleerde plaatsen, pleit voor het bestaan van
parthenogenese.

Interessant in verband met het mogelijk optreden van parthenogenese bij reptielen
is het verschijnsel van “verlate bevruchting”. Hierbij gaat men uif van een
langdurige opslag van zaadcellen in vrouwelijke dieren na ¢en copulatie. Behalve
deze mogelijkheid tot opslag moet eveneens een zeer langdurige vitaliteit van de
zaadcellen worden verondersteld omdat bekend is, dat vrouwtjes soms na een
langdurig isolement nog levende jongen voortbrengen, zelfs meerdere nesten.
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Groves (1973) geelt een overzicht van de literatuur over verfate bevruchting bij
reptielen. Tevens beschrijft hij eigen waarnemingen aan een slang, Boiga
dendrophilia, die samen met een tweede exemplaar in volkomen isolement in een
dierentuinkooi in Baltimore leefde. Na de dood van het andere dier werd sectie
verricht en vastgesteld, dat het eveneens een vrouwtje betrof. De slang legde in de
derde week na isolatie in de kool vier eieren, waarvan er een per ongeluk na 42 dagen
werd opengebroken; de drie andere waren reeds bedorven. Het opengemaakte ei
bevatte een levend embryo van circa 26 mm. (de moeder was 1,72 m. lang). Ruim
een jaar later legde dit dier nogmaals vijf eleren. Na een incubatie ~ pericde van 108
dagen kwamen twee eieren uit. Een ander el was reeds in het begin van de
incubatiepericde verloren gegaan en de resterende twee werden na 113 dagen
opengebroken. Ook deze twee eieren bevatten levende jongen. De vier jonge dieren
waren ongeveer 250 mm. lang en bezaten hetzelfde kleurenpatroon als de moeder.
Omdat er geen onderzoek verricht werd bij de moeder in hoeverre er inderdaad nog
levende zaadcellen aanwezig waren kan men geen conclusie trekken ten aanzien van
de mogelijkheid of hier sprake was van een parthenogenetische wijze van
voortplanten. Onlangs werd door Magnusson {1979} melding gemaakt van een
volledig gedifferenticerd embryo in het ei van een slang, die voor haar dood 7,5 jaar
in volkomen isolement had geleefd. Na de dood, werd het dier onderzocht en werden
in de linker eileider drie, en in de rechter eileider zeven, eieren gevonden. Negen
gieren bevatten slechis dooiermateriaal, terwijl het tiende el een 375 mm lang
embryo bevatte, dat geen afwijkingen vertoonde. Doordat de organen van het
embryo slecht gepreserveerd waren (het was waarschijnlijk enige dagen voor de
moeder gestorven), kon het geslacht niet met zekerheid worden vastgesteld. Het
ontbreken van een typisch mannelijk embryonaal kenmerk duidt erop, dat het
hoogstwaarschijnlijk een vrouwelijk embryo was. Hoewel, zoals reeds eerder
vermeld, lange perioden van opslag van zaadcellen bij slangen zijn beschreven (de
langste periode tot dan toe bekend was vif jaar bij een Leptodeira onnulata
polysticia ; Haines, 1940), vraagt Magnusson zich af of het hier geen geval van
parthenogenese betrof en pleit hij voor verder onderzoek naar de vraag of er bij deze
dicren, ACROCHORDIDAE, sprake is van een mogelijkheid tot extreem lange
opsiag van zaadcellen in de vrouwelijke exemplaren of dat er mogelijk
parthenogenese bij deze dieren voorkomst.

[f—44  Schildpadden en Krokodillen

Yoor zover bekend zijn er geen publikaties over het (mogelijk) voorkomen van

natuurlijke niet - zygogenetische wijzen van voortplanten bij schildpadden en
krokidillen.
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H—4.5 Samenvatting en corclusies

Hoofdstuk II—4 geeft een overzicht van de literatuur inzake de natuurlijke
niet — zygogenetische wijzen van voortplanten bij de reptielen. Bij deze klasse der
gewervelde dieren is de literatuur over dit onderwerp het talrijkst en meest
omvattend. Behalve bij de schildpadden en krokodillen zijn er bij alle andere
repticlen — orden diersoorten beschreven waarvan men soms vermoedt €n soms
heeft aangetoond dat zij zich parthenogenetisch voortplanten.

De vermoedens berusten op waarnemingen bij in de natur gevangen collecties
dieren die witsluitend uit vrouwtjes bleken te bestaan. Hoewel het dikwijis
aanzienlijke aantallen betreft is er viteraard op deze wijze geen bewiis geleverd dat
er sprake is van parthenogenese. Dit bewijs werd voor het eerst in 1958 geleverd aan
de hand van een studie over de voortplanting bij een hagedis, Lacerta saxicola. Bij
deze soort werd waargenomen dat vrouwtjes die ruim voor het bereiken van het
volwassen stadium van mannetjes werden geschelden en daarvan strikt geisoleerd
verder leefden, toch na het overwinteren cieren legden. Uit deze e¢ieren kwamen
uitsluitend vrouwtjes die in ieder opzicht op de moeder leken. Soortgelijke
experimenten werden later ook door andere onderzoekers uitgevoerd. Hierbij
werden dezelfde resultaten verkregen.

In tegenstelling tot de beschreven zygoparthenogenetische vis— en
amfibie — soorten en tot de enkele vermoede parthenogenetische vissoorten, is hier
dus sprake van een bewezen parthenogenetische wijze van voortplanten.

Behalve bij de bovengenoemde Lacerta —soort zijn er ook bij andere
hagedissen —soorten vitsluitend vrouwtjes aangetroffen in de natuur. Met name zijn
veel waarnemingen gedaan aan verschillende Crnemidophorus — soorten, nict alleen
ten aanzien van de wijzen van voortplanten, maar ook, teneinde de ontstaanswijze
van de soort op te kunnen helderen, ten aanzien van ecologische, ethologische en
fysiclogische verschillen zoals geografische verspreiding, habitat voorkeur en
eetgewoonten alsmede biochemische en cytogenetische verschifien.

Het cytogenetisch onderzoek van de odgenese dateert pas uit 1971. Daarna is er
echter veel onderzoek in deze richting gedaan. Hieruit bleek dat er zowel diploide
als triploide soorten zijn. Voor het constant houden van het aantal chromosomen
wordt e¢en pre-—meiotische endo —replicatie verondersteld die echter niet is
bewezen. Dit zou mogelijk zijn met behulp van DNA metingen en ander
cytogenetisch  onderzoek aan obgomia en eicellen in  verschillende
ontwikkelingsstadia.

De verschillende beschreven succesvolle huidtransplantatie —studies hebben

aanvullend bewijsmateriaal geleverd voor het bestaan van parthenogenese tenzij
deze dieren over een sterk afwijkend immuniteitsmechanisme zouden beschikken.
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Behalve bij het reeds genoemde bewijs ten aanzien van het voorkomen van
parthenogenese bij Lacerta saxicolais ditin 1978 ook bij een gekko - soort geleverd.
Het betrof hier een in 1974 in de natuur gevangen Lepidodactylus lugubis vrouwtje
dat in strikte afzondering in een terrarium werd geplaatst. In dit terrarium legde het
dier iedere 39 dagen 2 eieren. Uit een van deze eieren kwam in 1976 een levend jong
dat zelf ook eieren begon te leggen. Uit een van de eieren van dat dier kwam in 1977
wederom een levend jong dat eveneens in volwassen stadium eieren begon te leggen.

Hoewel men ook bij slangen het voorkomen van parthenogenese vermoedt is er bij
deze diersoorten geen overtuigend bewijs geleverd. Een bijkomend probleem om dit
aan te tonen is het feit dat bij slangen het verschijnsel van "verlate bevruchting”
optreedt. Hierbij worden de zaadcellen in spermakamers bij de vrouwtjes
opgeslagen waarna het bevruchtend vermogen jarenlang behouden kan blijven. Op
deze wijze is het mogelijk dat vrouwtjes na een langdurig isolement tocht nog
zygonetische jongen voortbrengen. Toch lijkt een waarneming uit 1979 waarin een
slang, na een isolement van 7,5 jaar, nog een el met een nagenoeg volgroeid embryo
bevat, te duiden op parthenogenese.

Geconcludeerd kan worden dat er bij verschillende reptielen onweerlegbaar is
aangetoond dat zij zich op parthenogenetische wijze voortplanten en fertiele
nakomelingen krijgen.

Uit cytogenetisch en biochemisch onderzoek zijn veel aanwijzingen naar voren
gekomen dat, evenals bhij de reeds eerder beschreven vissen— en
amfibie&n — soorten, de parthenogenetische soorten ontstaan zijn door hybridisatie.

In tegenstelling tot de niet —zygogenetische vissen en amfibiegn is er bij deze
reptielen echter sprake van parthenogenese en niet van zygoparthenogenese,

Om het aantal chromosomen bij de parthenogenetische soorten constant te houden
wordt een pre —meiotische endo — duplicatie verondersteld omdat men wel twee
meiotische delingen en de daarbij behorende poollichaampjes heeft waargenomen.
Het juiste moment en mechanisme van deze endo — duplicatie is echter nog niet
bepaald.
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HOOFDSTUK f1-5

NATUURLIJKE PARTHENOGENESE BIJ YOGELS

IH—-51 Ioleiding

Prévost en Dumas (1827, 1828) onderzochten de ontwikkeling van
kippe — embryo’s, waarbij zij met name de eerste veranderingen bestudeerden, die
in het ¢i optreden als gevolg van de bevruchting. Tevens werden onbevruchte eieren
bestudeerd en werd een ontwikkeling waargenomen en beschreven, die veel
overeenkomst vertoonde met de normale ontwikkeling van een bevrucht kippe —ei.
In feite betreft het hier de eerste beschrijving van een parthenogenetische
ontwikkeling in een vogelei hoewel de auteurs dit verband zelf niet feggen.

Soortgelijke waarnemingen werden later eveneens door Coste (1849} en His (1868)
gedaan. Oellacher (1872} onderzocht eveneens het mogelijke optreden van
embryonale ontwikkelingen bij onbevruchte kippe - eieren, waarbij hij zich met
name afvroeg wat het karakter was van de door Prévost en Dumas — en ook door
hemzelf — waargenomen veranderingen: "Macht der Keim des Huhnereies,
nachdem dasselbe aus dem organischen Zusammenhang mit dem Mutterthiere
gerissen ist, d.h., nachdem es den Follikel gesprengt hat und aus demselben
ausgetreten ist, nur mehr Verdnderungen destruktiver Art durch; beginnt es sofort
oder doch nach irgend welcher Zeit direkt der Desorganisation zu verfallen oder hat
es die Fiahigkeit weitere nachweisbaren, organischen Verinderungen
durchzumachen ?” In tegenstelling tot Prévost en Dumas komt Qellacher wel tot een
conclusie ten aanzien van zijn waarnemingen en schrijft: ”Ich fasse daher die
beschriecbene Vorgange unter dem Namen der "Parthenogenese” zusammen™.

Medestanders van Oellacher waren Motta Maia (1877), Kolliker (1879) en Duval
(1884), waarbij het werk van laatstgenoemde door een onzorgvuldige opzet aan veel
kritiek onderhevig is. Nog vele decennia zal het echter een twistpunt blijven of er
inderdaad sprake is van parthenogenese; de voor — en tegenstanders wisselen elkaar
regelmatig af. Tot de tegenstanders behoren Lau (1894), Barfurth (1895) en Lillie
(1919) "The so-—called parthenogenetic cleavage of such eggs is merely a
phenomenon of fragmentation of the cytoplasma. There 1s no true cell division”.
QOok twee toonaangevende embryologen uit die tijd, R. Bonnet en R. Hertwig, waren
beide van mening, dat er geen sprake was van parthenogenese.

Bonnet (1900) schreef, dat: ”Les disques germinatifs des oeufs pondus par les poules

vierges sont morts et que ni Pincubation artificielle, ni I'incubation naturelle, ni les
mutilations ne peuvent provoquer leur développement”.
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Hertwig (1906) was van mening, dat alle waarnemingen van parthenogenetische
celdelingen in werkelijkheid aan eieren gedaan waren, die op "een meer of minder
abnormale manier” bevrucht waren.

Hays en Nicolaides (1934) vonden geen op cellen gelijkende configu — raties in de
kiemschijven van onbevruchie kippe ~ eieren en concludeerden eveneens, dat er
geen sprake was van parthenogenese omdat zij onder andere geen kernen konden
waarnemen. Lécaillon onderzocht het probleem zeer uitvoerig en publiceerde zijn
waarnemingen in een serie artikelen in de jaren 1908 — 1910 (Lécaillon, 1908 — A en
B: 1909 -ABCD.Een F; 1910— A,B,C,D en E). Deze artikelen worden door hem
samengevat, waarbij hij eveneens een chronologisch overzicht geeft van het werk
van andere onderzoekers over onbevruchte vogeleieren (Prévost et Dumas, 1827;
Coste, 1949; His, 1868; Cellacher, 1872; Motta Maia, 1877; Kolliker, 1882; Duval,
1884; Lau, 1894, Barfurth, 1896; Bonnet, 1900, 1907; Hertwig, 1906).

Op gedetailleerde wijze beschrijft Lécaillon (1910) de vroege ontwikkeling van het
onbevruchte kippe—ei en toont duldelijk aan, dat er sprake is van mitotische
delingen: "The unfertilized hen’s ovum undergoes a form of parthenogenetic
cleavage”.

Bartelmez en Riddle (1924) zijn eveneens van mening, dat zij parthenogenese
hiebben aangetoond. Op grond van vergelijkende microscopische studies en de mate
van water — absorptie door het eigeel van bevruchte en onbevruchie duive ~ eieren
concluderen zij, dat: “The existence of parthenogenesis in the pigeon is also
demonstrated for the first time. This constitutes the second known case of
partheno — genesis in birds”.

In 1941 beschreef Olsen (1941) het optreden van fragmentatie in kippe — eieren,
waarbij hij vermeldde, dat dit beschouwd moest worden als een abortieve vorm van
parthenogenese, hoewel hij constatéerde, dat de fragmentatie zeer sterk op normale
celdelingen leek en dat "it produces small pieces that — in surface view — closely
resemble true cell formation.”

Later zal Olsen een van de grote pioniers worden in het onderzoek naar het
voorkomen van parthenogenese bij kalkoene — en kippe — eieren.

[i—5.2  Kalkoenen en kippen

Met behulp van kleuringstechnieken worden enige jaren later door Kosin (1945)
kernen aangetoond in de kiemschijven van onbevruchte kippe — eieren. Intakte
kernen werden door hem in 25% van de microscopische preparaten van de
onderzochie kiemschijven gevonden. In ruim de helft van deze kiemschijven werden

94



eveneens gemiddeld twee mitose figuren aangetroffen. Kosin concludeert, dat er
sprakeis van "abortive parthenogenesis in the unfertilized eggs of the domestic fowl.
The process is "abortive” in contrast to the "functional” parthenogenesis of many
lower forms..... The process is extremely brief, terminating scon after oviposition.
It cannot be revived by incubation.”

Als begin van een lange reeks artikelen, publiceren Olsen en Marsen in 1953 hun
eerste verhandeling over parthenogenese bij kalkcene — eieren. Het was reeds lang
bekend, dat zaadcellen van kalkoenen gedurende zeer lange itijd hun
bevruchtingsvermogen in het lichaam van een hen behouden. Zeifs meer dan 50
dagen nadat hennen gescheiden waren van hanen werden nog bevruchte eieren
gelegd (11 —13%). In een enkel geval werd dit zelfs 70 dagen na een eenmalige
inseminatie waargenomen. In 17% van dekalkoene — eieren, die 54 — 225 dagen na
separatie van hanen en hennen gelegd waren, vonden Olsen en Marsden (1953) een
vertraagde ontwikkeling. In een ei, dat 11 dagen in een broedstoof was geincubeerd,
vonden zij een embryo met een goed ontwikkeld vasculair systeem, dat
overeenkwam met een normaal ontwikkeld embryo van 7 dagen. Dit i was 195
dagen na de scheiding van hanen en hennen gelegd. Olsen en Marsden achtten het
onwaarschijnlijk, dat de zaadcellen na een dermate lange periode nog steeds
bevruchtingsvermogen zouden bezititen en kwamen dan ook tot de volgende
conclusie: "It must be assumed that the egg itself, in the absence of sperm, was
activated by some other stimulus and induced some type of development. If this
were true, it might be a case of natural, but delayed, parthenogenesis m a higher
order of animal.”

Een jaar later isoleerden Olsen en Marsden {1954} 7 vier weken oude, nog niet
geslachtsrijpe, kalkoenhennen en zorgden ervoor, dat ieder direct contact met
hanen verder onmogelijk was; 16 andere hennen werden evenecens na 12 weken
geisoleerd. In 14,1% van de 1463 onderzochte eieren werd een vertraagde,
abnormale embryonale ontwikkeling waargenomen na incubatie in een broedstoof
{temperatuur: 37,5 graden Celsius: relatieve vochtigheid: 57%). Deze resultaten
gaven een grote individuele spreiding te zien, namelijk 0 — 49%. Bovendien bleek,
dat er ongeveer tweemaal zoveel embryonale ontwikkeling optrad bij eferen van
hennen, die op vrij korte afstand van hanen gehouden werden dan bij eleren van
henner in hokken op circa 300 meter afstand van andere kalkoenen. Het verbale
— en mogelijk ook visuele — kontakt tussen hennen en hanen lijkt derhalve van
invloed te zijn op het optreden van parthenogenese.

Ook werden eieren op eenzelfde manier verzameld en geincubeerd door Qlsen en
Marsden (1954 — B}, doch in dit geval echter pas na negen dagen onderzocht. Indien
zij tekenen van ontwikkeling vertoonden werden zij verder geincubeerd. Van de
2.337 onderzochte cieren vertoonden 568 exemplaren (22,4%) parthenogenetische
ontwikkeling. In acht exemplaren van laatstgenoemde hoeveelheid werden
ontwikkelingen waargenomen, die overeenkwamen met de ontwik kelingsstadia van
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eennormaal 9 — 27 dagen cud embryc (de embryonale ontwikkeling duurt in totaal
28 dagen).

Cytologische studie toonde aan, dat alle dieren diploide waren, terwijl in ieder van
de vier gevallen, waarin het geslacht onderzocht werd, de vogel een mannelijke
parthenogenont bleek te zijn (bij vogels is het mannetje homozygooi ten aanzien van
de geslachischromosomen}. Door Olsen en Marsden (1954~ ) werd eveneens
gewezen op de grote individuele verschillen, die kalkoenhennen van eenzelfde
variéteit vertonen ten aanzien van het optreden van parthenogenetische
ontwikkelingen: bij 60% van de 7—9 dagen geincubeerde eieren van sommige
hennen treedt celproliferatie op; bij de eleren van andere hennen is dit percentage
na dezelfde incubatieperiode echter 0! Gok onderling vertonen de variéteiten
aanzienlijke verschillen. Bij kippen van de Dark Cornish variéteit wordt bij 13,5%
parthenogenese gevonden; bi] de Silver Cornish slechis 1,5% en bij de New
Hampshires en Rhode Island Reds in het geheel niet. Voorts toonden Clsen en
Marsden (1954 —~D) verband aan tussen het tijdstip, waarop de embryonale
ontwikkeling in {"Beltsville Small White™) kalkoene - eieren zichtbaar was en het
percentage eieren, dat vervolgens ook uitkwam. Waarneming van embryonale
ontwikkeling na incubatie gedurende 24, 32, 48 en 72 uur gaf het nitkomen van de
eieren te zien bij resp. 79, 33, 28 and 8% van deze groepen. Opvallend was echter,
dat er in 18% van de eieren, die na 72 uur incubatie nog geen tekenen van
embryonale ontwikkeling vertoonden, zich — na verdere incubatie — toch nog
embryonaal weefsel ontwikkelde, echter zonder embryo’s. Verondersteld wordt, dat

de laatste groep de onbevruchte eieren zijn, die zich (later) parthenogenetisch gaan
ontwikkelen.

Kosin (1958) verrichtte bij een andere kalkoensoort ("Broad — breasted Bronze™)
soortgelijk onderzoek en vond onder andere dat kalkoene—eieren niet meer
uitkwamen indien er er na 84 uur incubatie nog geen embryonale ontwikkeling kon
worden waargenomen. Tevens stelde hij vast, dat een langere bewaartijd voor de
incubatie in een broedstoof een groter percentage verlate embryonale ontwikkeling
tot gevolg had. De mogelijkheid wordt geopperd, dat dit een gevolg is van het
optreden van parthenogenese bij de oudere gieren.

Gok door Kosin en Nagra (1936) werd een grote spreiding gevonden in het
percentage parthenogenetische ontwikkelingen bij kalkoene —eieren: na een
incubatie van 10 uur: varigrend van 0 — 80%; gemiddeld 58,4%. Dit percentage was
aanzienlijk minder bij de ruim 3.000 eieren, welke na 7 dagen incubatie onderzocht
werden: gemiddeld slechts 2,4%. Op grond van deze sterke daling spreken Kosin en
Nagra dan ook van abortieve parthenogenese. Behalve de reeds door Olsen en
Marsden (1954—C) gerapporteerde verschillen in  parthenogenetische
ontwikkelingen tussen verschillende variéteiten vonden Kosin en Nagra eveneens
een verschil in het percentage parthenogenetische ontwikkeling bij eieren afkomstig
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van twee verschillende lokaties! Hieruit konkbuderen zij, dat ook het milien
waarschijnlijk inviced heeft op het percentage abortieve parthenogenese.

Een ander vergetijkend onderzoek werd verricht door Poole en Glsen (1938} Zij
verﬂele”er de percentages parthenogenetische ontwikkelingen bij eieren van drie

agsen van ae Dark Cormish chickens en vonden parthenogenetische ontwikkeling
bij respectievelijk 63,6, 33,3 en 7,3% van de onderzochte eleren nadat deze § — 16
dagen ¢en broedstof waren gefncubeerd.

Resultaten van een microscopisch onderzoek van parthenogenetisch embryonaal
weelsel door Yao en Olsen {1955} tonsen aan, dat in 95% van de parthenogenetische
ontwikkelingen uitsluitend exira — embryona e membranen worden gevormd: bij
5% trad verders ontwikkeling op: varidrend van de aanwezigheid van bioed en
bicedvaten tot goed oniwikkelde embryo’s. BEr werden veel delende cellen
waargenomen: in vier niet al o duidelijke metafasen werden 65, 77, 82 en 82
chromosomen geteld. Op grond van bekende diplofde chromosoom — aantallen by
ndere ka 2«:0.“1'5331 kan geconciudeerd worden, dat het hier evencens diploid weefsel
eft. ¢ door Kosin {1948} werd door middel van cytologisch onderzoek
mi@'ﬂ'die vasiges%e‘id.

Eznn anders belangrijke faktor werd in 1935 door Olsen (1956) waargenomen. Hij
constatearde, dat er mogelijk {(cok?) een virus betrokken was bij het initi#ren van
parthenogenetische ontwikkelingen bij Dark Cornish kippe — eieren. Het was hem
namelijk opgeva len, dat dezelfde dieren voor en na een vaccinatie met
duivenokken — virus en andere dieren met kippepokken — virus sen sterke stijging
vertoonden in het percentage parthenogenese. Afhankelijk van de vaccinatiedatum
werd het percentags met sen faktor 3 —9 keer vergroot!

Andere experimentien met kalkoenen vertonen, zij het in aanzienlijk mindere mate,
senzelfde beeld. Olsen concludeert, dat er aan twee voorwaarden moet worden
voldaan voor het optreden van niet — abortieve parthenogenese: ten eerste moet men
een hiervoor gevoelige varigieit uitkiczen en ten tweede moet er een “aktivator” in
het bloed zijn. Het is Olsen nog niet duidelijk of dit alleen het kippepokken — virus
is of dat er {ock nog) andere reagens, die zich eveneens in het vaccin bevinden,
hiervoor verantwoordelijk zijn.

Een scorigelijk experiment, doch anders van opzet, werd in 1962 door Olsen en
Poole {1962} uitgevoerd. Nu werd nist volstaan met een gemiddelde frequentie over
de testperiode voor en na de vaccinafie {waardoor seizoensinvioceden niet uit te
stuiten zijn}, doch werden de steren van twee groepen dieren (ecn controle — en een
met kippepokken — virus gevaccineerde groep), welke op dezelfde dag gelegd waren,
met elkaar vergeleken. Bovendien was van beide groepen de frequentie van het
optreden van parthenocgenese voor de vaccinatie bepaald. De controlegroep
vertoonde voor en pa de vaccinatiedatum van de experimentele groep
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respectievelijk 13,6% en 17,1% parthenogenese. De gevaccineerde dieren
respectieveligk 17,8% en 27,9%. De toename van deze frequentie was reeds 6 dagen
na de vaccinatie bereikt en het verschil met de frequentie van parthenogenese van
de controledieren bleef gedurende de pgehele testperiode van drie maanden
gehandhaafd. Dit betekent waarschijnlijk, dat de initiator — zeer waarschiinlijk dus
het virus — zowel toi rijpe als zeer vele onrijpe follikels is doorgedrongen, aldus
Olsen. Uit het feit, dat er zelden gedeeide onrijpe ovariéle eieren gevonden worden
concludeert Glsen, dat de "initiator”, hoewel reeds aanwezig, latent blijft tot het
moment van ovulatie. Deze interpretaties zijn echter nogal speculatief. Men kan
immers ook — misschien wel met meer reden — veronderstellen, dat de ovariéle
eicellen in de follikels beschermd zijn tegen de aktie van het initiérende agens. Pas
na de ovulatie kan dit agens zijn werking witoefenen, hetzij doordat het
follikelmilieu de werking van de initiator belemmert, hetzij dat de initiator miet in
de follikel doordringt, maar wel in de cileider aanwezig is.

Oock na subcutane inoculatie van kalkoenen met Rous sarcoma virus was reeds ezn
verhoogd percentage parthenopgenetische ontwikkeling gevonden (Olsen, 1961).
Een controlegroep, bestaande uit zusters van dieren uit de experimentele groep,
vertoonde in 15,9% parthenogenese, terwijl in de geinoculeerde groep gedurende
dezelfde testperiode van drie maanden gemiddeld 25,4% parthenogenetische
ontwikkeling optrad. Wel werd dit verhoogde percentage aanmerkelijk later bereikt
dan in het geval van vaccinatie met kippepokken - virus (respectievelijk na 27 en
na 6 dagen).

Subcutane injecties bij maagdelijke kalkoenhennen met respectievelijk gedood
"Newcastle disease”, kippepokken — en Rous sarcoma virus hadden geen verhoogd
perceniage parthenogenetische ontwikkeling tot gevolg (Olsen, 1962 - A). De
mogelijke rol van specifieke virale anti —lichamen als initiators kan dus worden
uitgesloten. Op grond van de verkregen resultaten konkiundeert Olsen, dat de in de
vaccins aanwezige levende viruspariikeltjes de stimulerende faktor voor
parthenogenese zijn. Door Poole en Olsen {1957} werd met behulp van histologisch
onderzoek het geslacht bepaald van 67 parthenogenetische embryo’s, die in leeftijd
varigerden van 16 dagen incubatie tot het moment van uitkomen (na 28 dagen). De
geslachtsdiagnose was gebaseerd op de macroscopische waarneming van twee
duidelijk mannelijke karakteristieken: de lange cylindervormige embryonale testis
en de bij hanen altijd duidelijk aanwezige rechier gonade, die — hoewel iets kleiner
dan de linker — zeer duidelijk te onderscheiden is van de gedegenereerde rechter
gonade van hennen. Alle embryo’s werden als mannelijk geklassificeerd. De
histologische resultaten (aanwezigheid van spermatogonia, Sertoli cellen en
interstitiéle cellen in de goed ontwikkelde seminifere tubili) bevestigden volledig de
geslachtsbepaling zoals die was gedaan op grond van bovengenoemde
macroscopische criteria,

Poole en Olsen geven verschillende, theoretisch mogeiijke, verklaringen vooer het
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uitsfuitend voorkomen van mannelijke parthenogenetische embryo’s. Bij kalkoenen
is de hen heterogameet; zi) produceert twee typen eieren: het ene met een enkel
geslachtschromosoom, het andere zonder dit geslachtschromosoom. Uitgaande van
het feit, dat de parthenogenonten diploid zijn (Yac en Olsen, 1955} en de
chromoscomverdubbeling optreedt in de haploide eicel, ontstaan er twee typen
diploide eicellen, namelijk het ene met twee en het andere zonder
geslachtschromosomen. Wanneer we nu aannemen, dat het eerste type lethaal is,
zoals bekend is bij bijvoorbeeld Drosophila (Stalker, 1954), dan bliift alleen het
00 —type over, derhalve het mannelijke type. Een andere mogelijkheid is een
onvolledige odgenese in die zin, dat het tweede poollichaampije niet wordt
afgesnoerd. Dit leidt in wezen tot hetzelfde bovengenoemde resultaat.

Healy en Olsen (1958) trachtten antwoord te vinden op de vraag waar en wanneer
de parthenogenetische ontwikkeling begint. Zij onderzochten daartoe 13
onbevruchte eleren, welke 6 — 8§ uur na ovulatie uit het oviduct waren verwijderd,
en 39 recent gelegde — eveneens onbeviuchte — eieren. Uit de eerste onderzochte
eieren bleek, dat de eerste deling nagenoeg op hetzelfde tijdstip plaatsvindt als bij
normaal bevruchte eieren: 5 tot 6 uur na ovulatie. Uit waarnemingen aan de tweede
groep eleren (de recent gelegde) bleek op basis van ceitellingen, dat de
delingssnelheid van parthenogenetisch ontwikkelde cieren geringer is dan bij even
oude, normaal bevruchte, eieren. Bovendien bleek uit het microscopisch onderzoek,
dat de parthenogenetische cellen een gebrek aan organisatie en tekenen van geringe
levensvatbaarheid vertoonden. De delingen waren vaak tot een klein gebied van de
kiemschijf beperkt en hadden de neiging om meer lagen te vormen. In normaal
bevruchte eieren ziin de delingen niet beperkt tot een kiein gebied en spreiden de
cellen zich in een enkele laag. De mening, dat hier sprake was van geringere vitaliteit,
was gebaseerd op het waarnemen van vacuolen in het protoplasma.

In hetzelfde jaar wordt tijdens een ander congres, het elfde "World’s Poultry
Congress”, in Mexico City, eveneens door Kosin en Sato voor het eerst melding
gemaakt van een parthenogenetisch ontwikkeld ei, dat het kuikenstadium bereikte,
met andere woorden tot het moment van uitkomen bleef leven (Kosin, Sato en
Nagra, 1958). Later wordt eveneens melding gemaakt van vier BSW
parthenogenonten, alle vier hanen. Op een leeftijd van 20 weken werden bij drie van
deze hanen levende zaadcellen waargenomen (Poole, 1939).

Ook Olsen (1960} beschrijft de geboorte van een kalkoenkuiken in het voorjaar van
1958. Dit kulken werd uit een el geboren uit een serie van meer dan 8.000 (!)
onbevruchte en geincubeerde eieren afkomstig van 214 BSW kalkoenen. Bij 722
(9.0%) van deze 8.000 eieren werden verschillende embryonale stadia waargenomen.
Hieronder bevonden zich 20 embryo’s, die 29 dagen incubatie overleefden en uit het
ei geholpen werden. Dirie kuikens groeiden op tot volwassen hanen, waarvan er een
bruikbare hoeveelheden sperma produceerde voor inseminatieproeven. Met dit
sperma werd in Januarl 1959 een aantal BSW hennen geinsemineerd. Van deze
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hennen werden in totaal 320 eleren geineubeerd, waarvan er 175 {54,7%)
owwuchfbaar bleken. Yan de overige 145 sieren kwamen er 122 kuikens zelfstandig
wit het 21; ongeveer evenvee! mannelijke als vrouwelijke kuikens
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gefdentificeerd. Een van de meest voorkomende afwijkingen was de asnwezigheid
van ectodermale vitstulpingen, welke werden toegeschreven aan een ongelijke
groeisnelheid van ectoderm enerzijds en meso — en endoderm anderzijds. Wanneer
zich echier embryo’s ontwikkelden, dan bezaten zij meestal macroscopisch
waarneembare afwijkingen. De meest voorkomende afwijking was het onvolledig
stuiten van de neurale buis terwijl de ontwikkeling altiyd sterk veriraagd was. Gok
werden opvallend veel tweelingen waargenomen, waarschignlizk als gevolg van deze
veriraagde ontwikkeling.

Stockard {1621} schrijft het ontsiaan van tweelingen namelijk ioe aan het nog niet
bereikt hebben van het gastrule stadium ten tijde van het eieren jeggen. Gezien de
vertraagde ontwikkelingen van zich parthenogenetisch onitwikkelende eieren is het
waarschijnlijk, dat veel exemplaren in cen pre— gastula stadinm gelegd worden en
daardoor sen verhoogd tweelingen — percentage verionern.

In een overzichtsartikel vat Olsen {1960) de resultaten samen van negen jaar
onderzoek en experimenten met meer dan 42.000 sieren van 926 kaikosnen. Door
selekilef kweken van B3W kalkoenen, die vanaf 1952 geselecteerd waren op het
veelvuldig optreden van parthenogenese, werd een constante stijging in de
parthenogenese — frequentie waargenomen. Ock het percentage nitgebroads eleren
nam toe. Vanal (956 waren aldus £7 uitgebroede embryo’s verkregen; vele leefden
enige tjd en sommige werden zelfs volwassen. Het waren alle manneijes en in het
sperma van verschillende exemplaren werden goede, bewseglijke zaadcellen
gevonden.

Olsenr (1962 -C; wvergeleek de percentages tweslingen wvan 1.217  zich
parthenogenetisch ontwikkelende en 5.504 nopmaal bevruchie sieren; er werden
respectievelijk 84 (5,3%) en 0,96%) compilete of incomplete tweelingen gevonden,
Echter bij onderzoek van zich parthenogenetisch ontwikkelende eieren van hennen,
die niet geselecieerd waren op basis van het frequente optreden van parthenogenese,
werden 14,4% tweelingen gevonden, derhalve bijna driemaal zovesl. Als mogelijke
oorzaak wordt gencemd de beschadiging en/of scheiding van cellen in vroege
ontwikkelingsstadia als gevolg van het regelmatig draaien van de eleven.

Om na te gaan inn hogverre parthenogenese optreedt in onbevruchte eleren van met
hoendersperma geinsemineerde kalkoenen werd door Olsen (1962 — B) een studie
gemaakt met behulp van een genetische kleurkode. Hiertoe werden onder andere
148 BSW —hennen, geselecteerd op hoge percemlages vergevorderde
parthenogenstische ontwikkelingen, gefnsemineerd met sperma van Dark Cornish
kippen. De kleur van de vederdos van de Dark Cornish hennen is dominant over
fiet recessieve wit van de BSW —hennen. Aan de hand van de kleur kon worden
bepaald, dat ongeveer 20% van de 15 of meer dagen oude eimbryo’s was ontstaan
uit oabevruchte eieren en zich dus parthenogenetisch had ontwikkeld. Ondanks het
felt, dat men uilging van een op parthenogenese geselectesrde stam en de
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inseminatie met soortvreemd sperma geschiedde (kippe —sperina), meent Olsen
hieruit toch te kunnen concluderen, dat een parthenogenetische ontwikkeling ook
kan plaatsvinden in eieren van normaal bevruchte kalkoenen. Dit feit en het feit,
dat parthenogenese tijdens of viak na de ovulatie begint, kan een gedeeltelijke
verklaring zijn voor het hoge percentage onvruchtbare eieren, dat jaarlijks bij de
kalkoenfokkerijen zulke grote financiéle verliezen (ot gevolg heeft.

De eerste huidtransplantaties bij parthenogenetische vogels worden in 1962
beschreven door Healy et al. (1962). Zij voerden transplantaties uit tussen zowel
moeder en parthenogenetische zonen als parthenogenetische broers onderling. Alle
controle — transplantaten van de moeder op "normale” zonen en omgekeerd
werden, zoals verwacht, afgestoten. Bovendien traden afstotings — reakties op bij
transplantaten van de moeder naar de parthenogenetische zomen. In sterke
tegenstelling met al deze afstotingsreakties werd in geen enkele omgekeerde
transplantatie, dus van parthenogenetische zoon naar de moeder een dergelijke
reaktie waargenomen. Transplantaten tussen twee parthenogenetische broers
werden binnen respectievelijk 9 en 12 dagen afgestoten, waaruit blijkt, dat er geen
sprake is van histocompatibifiteit. Cok deze reaktie is te verwachien wanneer men
aanneemt, dat de parthenogenonten ontstaan uit gameten welke zich ontwikkelen
uit  een niet—homozygote ouder, waarna een bepaalde vorm van
chromosoomverdubbeling optreedt.

Door dezelfde groen onderzoekers werden in 1963 (Poole et al., 1963) experimenten
uitgevoerd met de bedoeling om meer inzicht te verkrijgen in de cytologische
processen, die voor of tijdens de parthenogenetische ontwikkeling plaatsvinden en
resulteren in het herstel van de diploidie. Daartoe werden huidtransplantaties
uitgevoerd met drie parthenogenetisch ontwikkelde BSW-—hanen naar
nakomelingen van niet — verwante BSW — hennen. Het onderzoek bestond uit twee
experimenten. In het eerste experiment werden de transplantaties herhaald twaalf
weken nadai de eerste transplantaten waren afgestoten. In deze periode was het
immuniteitsniveau zo gedaald, dat er in de tweede serie transplantaten wederom
vascularisatie kon plaatsvinden en ongeveer even lang kon overleven als de eerste
serie. In het tweede experiment werd deze tussenliggende periode teruggebracht tot
twee weken. Dit, aldus Poole en medewerkers, omdat men dan hei hoogste
immuniteitsniveau kan verwachten. In het eerste experiment was het transplantaat
bij een recipiént succesvol en na 304 dagen nog steeds intakt. Een ander
transplantaat bij deze recipiént tijdens de tweede serie transplantaties mislukte
helaas om technische redenen. Alle overige transplantaten in het eerste experiment
werden afgestoten. In het tweede experiment waren bij een recipiént de
transplantaten uit zowel de eerste als de tweede serie succesvol, hoewel de
transplantaten van twee verschillende donoren afkomstig waren. De overige (zeven)
transplantaten uit het tweede experiment werden afgestoten: in de eerste serie na
gemiddeld 14 dagen, terwijl er in de tweede serie in het geheel geen vascularisatie
werd waargenomen, maar ¢en snelle verschrompeling optrad. Op grond van de
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reaktie en de resultaten van het cerste experiment, achtten Poole et al. het bewezen,
dat de transplantaten in deze laatste serie afgestoten werden door een aktief
verkregen transplantatie —immuniteit. Het weefsel van de parthenogenetische
donor moet dus antigenen bevat hebben, welke vreemd waren voor het nageslacht.
Uit het feit, dat een transplantatie slaagde terwijl andere transplantaten werden
afgestoten concluderen Poole et al., dat er segregatie is opgetreden voor tenminste
cen heterozygoot antigeen — locus. Op grond van deze aangetoonde heterozygotie
menen Poole et al, dat de meest waarschijnlijke weg voor herstel van de diploidie
tijdens de parthenogenetische ontwikkeling te vinden is in onderdrukking van de
afsnoering van het tweede poollichaampie (of ¢en recombinatie van het haploide
tweede poollichaampje en de haploide odcyt).

Later werd verder bewijs voor heterozygotie door Poole (1965) geleverd met behulp
van dezelfde technieken. In deze experimenten werden twee parthenogenonten
gekruist met hun moeder, hetgeen in respectievelijk 7 en 4 nakomelingen resulteerde.
Het huidtransplantaat van de eerste donor werd bijdrie nakomelingen geaccepieerd
en bij vier afgestoten; dat van de tweede donor tweemaal geaccepteerd en tweemaal
afgestoten. Op grond van deze resultaten is het uit te sluiten, dat de
afstotingsreakties uit de eerste experimenten (Poole et al, 1963} toegeschreven
zouden kunnen worden aan het feit, dat de parthenogenetisch ontwikkelde hanen
niet van die hen afstamden, die gebruikt was voor het verkrijgen van het voor de
experimenten noodzakelijk nageslacht van gegevens over 1.301 kalkcenen en 66.966
{I) eleren. Parthenogenetische ontwikkelingen werden in drie categorieén
onderverdeeld:

— 1) vitsluitend membraanvorming,

— 2) membraan ~ en bloedvorming, en

— 3) werkelijke embryovorming

Het percentage waargenomen parthenogenetische ontwikkelingen van deze drie
categorién tezamen steeg van ruim 15% in 1952 tot ongeveer 45% in 1963. Na een
aanvankelijke snelle stijging van 1952 tot 1958 vlakt de curve na 1958 af en Iijkt zich
rond de 45% te stabiliseren. Wel treden aanzienlijke verschuivingen op in de
onderlinge verhoudingen van de drie categorieén, waarbij met name de derde
categorie, "embryo’s”, een nog steeds toenemend percentage vertoont, te weten van
circa 1% in 1952 tot bijna 30% in 1963. De tweede categorie, "bloed— en
membraanvorming”, vertoont hetzelfde patroon, zij het op een iets lager niveau,
terwijl de eerste categorie, "membraanvorming”, een continu dalend percentage ten
opzichte van de beide andere categorieén laat zien, namelijk van 95% naar ongeveer
45%. Berekend voor vier leeftijdsgroepen geeft Olsen eveneens het verloop van de
percentages verkregen parthenogenetische kuikens, te weten:

— 1) (uit het el gekomen) kuikens, die slechts een dag in leven blijven,

— 2) kuikens, die 2— 10 dagen oud worden,

— 3) kuikens, die 11 — 20 dagen oud worden, en

— 4) kuikens, die 21 — 28 dagen oud worden.

Uit het verloop van de voor deze leeftijdsgroepen gevonden percentages blijkt, dat
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de oudsie groep cen nog steeds stijgend percentage vertoont, terwijl de 2 — 10 dagen
cude kuikens percentagegewijs steeds minder voorkomen, met andere woorden de
parthenogenonten worden gemiddeld steeds ouder.

In 1966 publiceert Olsen {1966 —A) een vergelijkend onderzoek naar het
voorkomen van natuurlijke parthenogenese bij 698 kippen van 18 verschillende
kippestammen en kruisingen. Verse, onbevruchte eieren werden 8—10 dagen
geincubeerd {temperatuur 37,5 graden Celsius relatieve vochtigheid: 37%) en
vervolgens macroscopisch onderzocht op parthenogenetische ontwikkeling, Het
hoogste percentage parthenogenese werd gevonden bij de "Dark Cornish of the
Beltsville strain” (6,38%), terwijl 1.136 van de 1.143 eieren, die parthenogenese
veriponden, afkomstig waren van kruisingen met " Dark Cornish”™, "Silver Cornish”
en "Cornish”™) Dit duidt op het bestaan van, aan kruisingen pebonden, onderlinge
stamverschillen voor parthenogenese. Er werd in geen enkel geval parthenogenese
waargenomen bij eleren van "Araucana”, "New Hampshire” en "Game” kippen.
Slechts zeven van de 9.515 eieren van de "Barred Plymouth Rocks™ en "Rhode
Island Reds™, vertoonden partheno — genetische ontwikkelingen.

Qlsen (1966 ~ C)y maakt melding van een kilein onderzoek naar de mogelijke invioed
van gen virale infectie op parthenogenese bij kippen. Dit onderzoek werd min of
meer door het toeval veroorzaakt doordat er bij een groep van 200 dieren, die
geisoleerd  waren voor onderzoek naar hun  weerstand  tegen  hoge
zomertemperaturen, oen  zeer zware infectie uitbrak, die een viscerale
Iymphomatosis {"VL"} bleek te ziin. Slechts 37 dieren overleefden de ziekie en
konden hierna getest worden op een mogelijk veranderde [requentie van
parthenogenese. Yier hennen bleken na de infectie een aanzienlijk aantal eieren te
produceren met parthenogenetische ontwikkelingen; bij één hen ken bedroeg het
percentage zelfs 37,5%. Met deze hennen werd ¢en serie kweken uitgevoerd om na
te gaan of deze, kennelijk met de virns —infectie verbandhoudende, verandering
doorgegeven zou worden aan het nageslacht. Bovendien werd nagegaan of
verschillende hanen een duidelijke invlced zouden uitoefenen op het voorkomen
van parthenogenese bij de eieren van de dochters. D¢ acht dochiters van de hen met
het hoogste percentage parthencgenese bij de eieren en een Dark Cornish haan
vertoonden in  13,7-57% (gemiddeld 32,8%)} wvan de eieren beperkie,
ongeorganiseerde parthenogenetische ontwikkelingen. In de tweede generatie was
het gemiddelde percentage nog slechts 11,2% en in de derde, vierde en vijfde
generatie respectievelijk 13,0; 14,1 en 19,7%._ Werd echter bij deze drie generaties sen
andere haan dan het Dark Cornish exemplaar gebruikt voor de
kruisings — experimenten, dan waren de percentages respectievelijk 0,2; 6,7 en 0,6%
en bij de controle — experimenten (DC x DC) respectievelijk 5,8; 18,5 en 17,2%.

Op grond van deze resultaten concludeert Olsen, dat er tenminste enig bewijs is voor

ecn mogelijk verband tussen een LV infectie en het ontstaan van parthenogenetische
ontwikkelingen. Via welk mechanisme het virus dit effect vercorzaakt is niet
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duidelijk. Immers, niet alle dieren reageren op dezelfde wijze en slechts in één hen
werd de verhoogde parthenogenese aan elk van haar acht dochters doorgegeven
{later bleek deze verhoging constant te blijven tot in de huidige 5de generatie}. In
dit geval lijkt een veranderde genetische constituiie aannemelijk.

Mader onderzoek werd door Clsen en Buss (1967) verricht bij twee groepen "Pozo
Gray” (P.G.) kalkoenen, die elk uit 16 zusterparen bestonden en dus genetisch gelijk
waren. De ene groep werd wel, de andere niet, gevaccineerd met kippepokkenvirus,
Voor deze experimenten werden P.G. kalkoenen gebruikt omdat ze zo weinig
parthenogenelische ontwikkelingen vertonen: 1 tot 2%. Van de 780 onderzochte
gieren van de gevaccinesrde groep vertoonde gemiddeld 4,0% parthenogenese; van
de 474 ecicren van de controlegroep 1,1%. Uit beide groepen werden de
nakomelingen van twee zusterparen mef gen, in beide groepen hoog percentags
parthenogenetische ei —ontwikkelingen {respectievelijk 15,1 en 11.4% en 3.% en
3,0%3, geselecteerd voor verdere kweek —experimenten. Tevens werden de
nzkomelingen van een derde hen vit de gevaccineerds groep voor verders kweek
gebruikt. Daar deze hen 13,0% en de zuster uit de controiegroep 0% parthenogenese
vertoonden, werd het laatsigenoemde dier verder buiten de selectieve kweek
gehouden. Op dezellde wijze werd viif achtereenvolgende jaren verder gekweekt
Gedurende deze jaren bedroeg het percentage eieren mei parthenogene — tische
ontwikkelingen van de gevaccineerde groop: 4,3; 7,1; 8,5; 16,6 en 21,1% en van de
de controlegroep: 1,1; 5,2; 7,0; 8,6 en 18,6%. Gok werd in de controlegroep tegen
pairthenogenese geselecteerd; de liyn vertoonde respecttevelijk 1,7 1,2; 1,1; 0.3 en
1,5% parthenogenegse. Deze resultaten tonen aan, dat zowel genetische faktoren als
het levende kippepokken —virus een aktieve rol spelen in het opireden van
parthenogenetische ontwikkelingen. Het genetische aspect blijkt duidalyk wit de
stifging in het percentage parthenogenese van de selectieve kweek in de
contrelegroep, namelijk van 1,1% in 1962 tot 18,6% in 1965. De wie, waarop het
DMA ~ virus zijn invloed op de onbevruchte eleren uitoefent, is nog niet duidelifk.
De toename van het percentage parthenogenese komt met name door het groters
aantal levende embryo’s, dat wordt verkregen, hetgeen suggereert, dat het virus niet
alleen cen "organiserends rol” vervult, maar ook een stimulator is voor verdere
celproliferatie.

Dzrcey en Buss {1968) onderzochien in hoeverre sen abnormale obgensse, welke
resulfeert in  een ongereduceerdes obcyt, de basis vormt voor dipioide
parthencsenese. Zijvonden sanwijzingen, dat parthencgenase in sen haploide eicel
begint en dat tijdens zen bepaald siadium in de omtwikkeling het diploide azntal
chromosomen hersteld wordt en ev dus diploide parthenogenonien ontstaan. Dezs
resultaten worden later uitgebreider beschreven (Darcey et al,, 1971). Tijdens vroege
parthencgenetische ontwikkeling worden drie typen van ceilen waargenomen:
haploide —, diploide— en ancupicide — of polypicide cellen. In 63% van de
enderzochite kiemschijven kwamen meer hapleide dan diploide cellen voor. Zes, op
het voorkomen van parthenogenese, geselecteerde hennen vertoonden 49, 63, 58, 45,



51 en 55% parthenogenese; na inseminatie vertoonden deze zelfde hennen 94, 100,
94, 100, 95 en 80% vruchtbaarheid. Het hoge percentage parthenogenese enerzijds
en de latere vruchtbaarheid, resulterend in normale diploide embryo’s, anderzijds
zouden bij deze onderzochte embryo’s afwijkingen tot gevolg moeten hebben
(bijvoorbeeld tripleidie) indien parthenogenese veroorzaakt zou worden door een
abnormale obgenese.

Olsen, Wilson en Marks (1968) onderzochten de genetische controle van het
voorkomen van parthenogenetische ontwikkeling bij kippen met behuip van de
F—2en terugkruisingsmethode. Zij testten de hypothese, dat een dergelijke controle
een enkel, autosomaal recessief, locus zou zijn met modificerende genen, die de
frequentie van parthenogenetische ontwikkeling van eieren van “positieve testers”
zou bepalen. Op grond van het feit, dat de kweekresultaten weinig afweken van de
op basis van bovengenoemde hypothese te verwachten resultaten concludeerde
men, dat er geen aanwijzingen zijn om deze hypothese te verwerpen.

Een positieve correlatie tussen de frequentie van het optreden van parthenogenese
in onbevruchte eieren en het percentage van deze eieren, dat werkelijke embryo’s
voortbrengt, werd door Olsen (1969 — A) vastgesteld. Een analyse van 13.272 eieren
van totaal 280 maagdelijke hennen toonde aan, dat dieren, die het hoogste
percentage partheno genetische el — ontwikkelingen vertonen, proportioneel ook
het hoogste percentage embryo’s vormen en omgekeerd! In een vergelijkende studie
van het lichaamsgewicht en de lengte van parthenogenetische en normale embryo’s
tussen de negende en viif —en —twintigste dag van de incubatie vindt Olsen
{1969 — B), dat de "normale” embryo’s tijdens de gehele incubatieperiode zowel
zwaarder als langer zijn. Olsen schrijft dit verschil toe aan de karakteristicke
vertraging, welke aan het begin van de parthenogenetische ontwikkeling optreedt
{Olsen, 19635).

Olsen {1969 — C en 1974) noemt vier terreinen van biologisch onderzoek, waarin de
parthenogenetische ontwikkeling als een waardevol hulpmiddel kan worden
gebruikt bij:

— 1) studies van de vroege embryonale ontwikkelingsstadia en de mechanismen,
welke tot het {voor de verdere ontwikkeling noodzakelijke?) herstel van de diploidie
leiden

— 2) onderzoek naar de immuno - respons van huid — en orgaantransplantaties
- 3} het opsporen en climineren van ongewenste lethale genen, welke in
heterozygote vorm door de moeder gedragen worden;

— 4) het ontwikkelen van ingeteelde stammen.

Tenslotte vergelijkt Olsen (1970) de gewichten van hart, lever, testes, milt en
schildklier van 21 parthenogenetische en 2§ “"normale” embryo’s. De eieren van de
laatste groep werden 48 uur korter geincubeerd als compensatie voor de reeds eerder
waargenomen vertraagde groei van de parthenogenonten, terwijl alle
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orgaangewichten gecorrigeerd werden naar embryogewicht. De gemiddelde
gewichten van de testis, milt en schildklier van de parthenogenetische embryo’s
waren beduidend lager, maar die van het hart en de lever waren respectievelijk een
weinig en aanzienlijk hoger dan de gemiddelde gewichten van de normale embryo’s,
namelijk achtereenvolgens: 8,6 — 2,5;15,6 ~ 12,6;6,7 — 4,4;234,8 — 257,2en 830,5
en 9660 mg. Zeer opvallend was het grote verschil tussen het gemiddelde
testisgewicht van de normale embrye’s en dat van de parthenogenonten:
respectievelijk 8,6 en 2,5 mg. Bovendien was er ¢en aanzienlijke variatie in de
individuele testisgewichten bijde laatste groep: 0,9 — 8,7 mg, ongeveer een tienvoud.
Het is dus niet toevallig, dat het juist de testis is, die bij volwassen dieren het orgaan
vormt, dat het meest met zo'n wisselend resultaat — en vaak in het geheel niet —
functioneert.

Abdel — Hameed en Shaffner (1971) verrichtten microscopisch onderzoek van de
voortplantingsorganen van zeven tweeslachtige kippen, die deel uitmaakten van een
groep van 15 dieren, die afkomstig waren van een commerciéle kippenboerderij. In
een dergelijk commercicel bedrijf worden na het uitkomen van de eieren de
mannelijke kuikens uit het broedsel verwijderd opdat alleen de hennen overblijven.
Wanneer de dieren de geslachtsrijpe leeftijd bereiken worden er incidenteel nog
hanen uitgehaald, die tijdens de eerste controle gemist zijn. Tijdens deze controles
bleek, dat er ook tweeslachtige dieren voorkwamen met een {requentie van ongeveer
1 op 2.000 hennen. Nader onderzoek toonde aan, dat er — op grond van het
karyotype — twee aparte groepen waren: een triploide 3JAZZW proep en een
mozaickgroep. De ontwikkeling van deze laatste groep laat zich vrij gemakkelijk
verklaren, maar voor de homozygote triploide dieren met de ZZW geslachts-
chromosomen — constitutie ligt een verklaring minder voor de hand. Histologisch
onderzoek van de gonaden wees uit, dat er slechts testisweefsel aanwezig was, zodat
er geen sprake was van ovotestes, maar van slecht gevormde testes zonder
waarneembare spermatogene activiteit. In dit verband kan opgemerkt worden, dat
reeds beschreven was (Narbaik en Robertis, 1970), dat een estradiolbenzoaat
behandeling tijdens de embryonale groei een geslachtsverandering induceert,
waarbij het zich snel delende testiculaire weefsel het degenererende ovariéle weefsel
vervangt. De beschreven triploide kippen zouden op soortgelijke wijze kunnen
ontstaan onder invloed van de eigen wisselende concentraties mannelijke en
vrouwelijke hormonen, welke veroorzaakt zouden worden door de afwijkende
chromosomen — constitutie,

Hoewel reeds ecerder een volwassen parthenogenetische triploide kip beschreven
was {Sarvella, 1970) achten Abdel — Hameed en Shaffner het ook mogelijk, dat deze
triplotde kippen ontstaan zijn door bevruchting van een ongereduceerd ei
(2A — ZW) door een normale haploide zaadcel (1A ~Z) of als resultaat van een
ongereduceerde zaadcel (2AZZ) en cen normaal ei (1A — Z of 1A — W) dan wel door
dubbele bevruchting van een normaal el (1A —Z of 1A — W) door twee haploide
zaadcellen. Ondanks het feit, dat er zich tussen dertien geanalyseerde triploide
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dieren geen enkel 3A—Z7Z7Z type bevond en men op grond van bovenstaande
verklaring een ongeveer geliik aantal 3A—ZZW en 3A —ZZ7 cxemplaren zou
verwachten, is het mogelijk, dat dit ontbrekende type wel aanwezig was, doch reeds
tijdens het selecteren van de hennen op grond van het mannelijke niteriilk was
verwiiderd.

Tijdens het 12de internationale congres over genetica maken Sarvella en Gehman
{1948} melding van het feit, dat — door middel van parthenogenese — er zich bij
gieren met twee doolsrs membranen vormen in zowel een als beide doolers. Het
percentaze doolers, dat parthenogenstische membranen vormde, werd vergeleken
met het pereentage parthenogensse bij één — dooierige eleren van dezelfde hennen.
Hetviel op, dat het percentage van de eleren met twee doolers aanziealijk hoger was,
hetgeen dost vermosden, dat de doolers slkaar op de esn of andere wijze
seinviceden. Tweemaal bevroren en ontdooide, ruwe parthenogeneiische
membraansiukjes vercorzaakten evemeens een aanzienlijke verhoging van
parthenogenese ten opzichte van controles. Dit onderzoek wordt in uligebreide
vorm later nogmaals gepubliceerd (Sarveila en Gehman, 1975~ Bl

Sarvella {1971 — A) vond in 2en Dark Cornish kippenkweek, welke geselecteerd was
op een oge frequentie parthenogenetische eteren, in 63% van de onbevruchie eleren
membraanverming en in 2,1% embryo’s; 24% van alle onderzochte hennen
producserde temminste een onbevrucht el met esn embryo. Het aantal
chromosomen per ei varieerde gedurende de eersie vijf dagen sterk van haploid 1ot
octaploid hoger. Fechheimer et al (1968) vonden een haploid embryo in 2en & van
een geinsermineerds hen nadat dit 18 vur geincubeerd was.

Bloom (1969 en 1970} onderzocht de chromosoomaantallen bij ruim 2000
kippe—embryvo’s {"Single Comb White Leghorn™) en vond in totaal 15 haploide
embryo’s. Omdat er bij ongeveer 1000 onderzochte onbevruchis eieren na 10 dagen
incubatic geen enkele ontwikkeling werd waargenomen en de bovengencemde
haploide embryo’s afkomstig weren van bevruchte hernen, concludeerde Bloom,
dat er geen sprake was van parthenogenese, maar dat de mannelijke zaadeel een
bijdrage leverde azn de ontwikkeling van de haploide embryo’s — waarschijnlijk
in de vorm van gynogeness. Yoor een verklaring van deze waarnemingsn wordi
door Bloom volstaan met een verwijzing naar de door Beatty (1957) opgesomde
theoretische mogelijkheden. Br words slechis geconcludeerd, dat het hapioids
genoom kennelijk voldosnde genetische informatie bevat om tenminste de vroege
embryonale onrwikkeling ot stand (e brengen.

Sarvetla (1971 —B) Dbestudeerde ook de cytologische ontwikkeling van
parthenogensse bi) kalkoene —eieren, welke op verschillende plaatsen uit het
gviduet werden verwilderd ep vervolgens maximaal zeven dagen werden
geincubeerd. Tot acht wur na het leggen van het voorafgaande ef werd weinig
ontwikkeling waargenomen. Daarna onistaan de cerste cellen, welke diploid lijken
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neialzse platen. Na de serste paar delingen ontsiaan
haplaide, tetraploide of hogere ploide celler
reede incubatiedag wordt eer extrems fragmentatic van
In deze periods wordt het mozgelijke ontstaan van
ndien het chromosomen —~ azantal bijna normaal
en kunnen groepen cellen een of meer embryo’s vormen.
it ioden voor parthenogenstische embryonale
e vrocg= verdubheling van het haploide aantal
elijice fragmentatie van de chromosomen.
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orobeerde Sarvella {1974 — Bymogelijke correiatiies
n in partherogenese — frequenties en bepaalde
ieufactoren. Het 'b eek, dat de ontwikkeling van parthenogemtisci?e
Pwordt door het jaergetijde. In de mazanden april en mei werd
g evonden. Andere factoren zoals de volgorde van het et in ket
atu van de hen en de buitenfemperatuur gaven geen vasie
en. De op zichzelf al dubieuze slotconciusie " Environmenial
, seemed 10 be present. It was rather hard to determine which
omnes were significant as none were consistently significant”} is mogelijk nog onjuist
wannger we in ganrmerking nemen, dat et bepaﬁem van het 2] dan niet opireden van
ens macroscopiseh verricht werd. Sarvella zelf zegt hierover: 7If slides

feach egg, an entirgly different result might have beern obtained.”
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aanleiding van deze waarneming werd een kweek opgezet, die geselecteerd werd op
eieren met twee doolers in zowel eieren met een hoog als een laag percentage
parthenogenetische eiontwikkeling, respectievekijk "DY high” en "DY low”. In
deze kweken werden veel eieren met drie dooiers waargenomen en zelfs een met vier
dooiers. De reeds bestaande kweken, welke uitsluitend op of tegen parthenogenese
werden geselecteerd, werden uiteraard ook voortgezet: respectievelijk "high” en
"low lines™. Totaal werden dus vier kweken geanalyseerd: DY high, DY low, high
en low. Het gemiddelde percentage parthenogenese werd op basis van het aantal
dooiers berekend: over een pericde van drie jaren bleef dit voor alle vier groepen
ongeveer gelijk. Wel werd een beduidende stijging waargenomen in het aantal eieren
met twee dootiers, dat een parthenogenetische ontwikkeling vertoonde in de "DY
high” groep ten opzichte van de "high” groep. Het blijkt dus, dat men met succes
niet alleen op het voorkomen van parthenogenese en het voorkomen van eieren met
twee dooiers kan kweken, maar ook op het voorkomen van een combinatie van deze
beide criteria. Opgemerkt dient te worden, dat het artikel zeer onduidelijk is
geschreven; dat men numeriek niet — vergelijkbare groepen wel met elkaar vergelijkt
en dat Sarvella zell geen enkele conclusie trekt wit de waarnemingen.

Schom et al. (1971) onderzochten de invioed van een veranderd dag — nacht ritme
{gedurende 11 weken slechts zes uur licht per dag) op de eiproductie en het
voorkomen van parthenogenese in die eieren. Er bleek een positief verband te
bestaan tussen de waarnemingen voor en na deze korte lichiperiode. Tydens beide
waarnemingsperioden bleek er een negatief verband te zijn tussen de minimum
dagtemperatuur juist voor de ovulatie en parthenogenetische ei — ontwikkelingen.

In een ander onderzoek van dezelfde groep (Schom et al, 1972) werden
correlatie — coéfficiénten berekend tussen het voorkomen van parthenogenese en de
eiproduktie, vruchtbaarheid, het nitkomen van de eieren en de geslachtsverhouding.
De laatste drie bepalingen werden verricht na inseminatie van de hennen. Fr lijkt
een positief verband te bestaan tussen de eiproduktie/vruchtbaarheid en het
voorkomen van parthenogenese. De overige factoren vertoonden een te
verwaarlozen verband met het voorkomen van parthenogenese. Er worden geen
nadere bijzonderheden en/of getallen in dit excerpt vermeld, maar wel het feit, dat
de waarnemingen werden verricht aan kalkoenen, die niet uit een op parthenogenese
geselecteerde kweek afkomstig waren en ingeént tegen pokken.

Olsen en Buss (1972) verzamelden de gegevens van de donskleur van 1.386
parthenogenonten van 306 bronskleurige kalkoenhennen, die alle heterozygoot
waren in het genenpaar, dat de verenpigmentatic bepaalde. De helft van de
parthenogencnten (669) was wit, de andere helft (717) gekleurd. Vervolgens werden
89 van de 306 heterozygote hennen geinsemineerd met semen van homozygote
hanen (CC); er werden 233 witte en 239 gekleurde nakomelingen waargenomen.
Deze gelijke kleurverhouding tussen parthenogenonten enerzijds en normale
embryo’s en kuikens anderzijds bewijst, dat in beide gevallen de twee allelen gelijk
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segregeren en ondersteunt de suggestie van Darcey et al. (1971), dat de
parthenogenonten waarschijnlijk uit haploide eicelien ontstaan. Tevenskan een van
de vier mogelijke routes voor het herstellen van het diploide chromosoomaantal
(onderdrukken van de afsnoering van - of het versmelten met — het eerste
poollichaampje) worden uitgesloten. Twee andere mogelijke routes (kerndeling bij
de eerste mitosedeling zonder plasma —deling en de fusie van twee haploide
mitotische producten) zijn evencens onwaarschijnlijk omdat deze in homozygote
parthenogenonten moeten resulteren en reeds aangetoond is, dat parthenogenonten
heterozygoot kunnen zijn voor een of meer loci, welke het immuunsysteem
controleren (Poole et al, 1963; Poole, 1965) alsmede voor het locus, dat de
brenskleur van de veren controleert (Olsen, 1966). Op grond van deze gegevens
concludeert men, dat de diploidie het resultaat is van de onderdrukking van de
afsnoering van het tweede poollichaampie.

In 1972 publiceert Zartman (1972) de resultaten van een cytologisch onderzoek aan
een parthenogenetisch ontwikkeld Dark Cornish kippe — embryo. Na een injectie
(colchicine 0,1%) in de dooier werd het embryc geisoleerd voor een
macrochromosoom — onderzoek. In alle onderzochte metafase — figuren werd een
translocatie gevonden van een segment van chromosoom 3 naar chromosoom 1.
Doordat de hen voor de uiteindelijke waarneming van de translocatie reeds uit de
kweek was verwijderd en niet meer in het laboratorium aanwezig, konden geen
analyses meer verricht worden van de somatische chromosoom —samenstelling. Het
belang van deze waarneming vindt Zartman het feit, dat het een aannemelijke
ontstaansmogelijkheid demonstreert voor de vele typen spontane fste
generatietranslocaties, die in verschillende organismen zijn waargenomen,.

In 1974 publiceert Olsen {1974) een overzichtsartikel over de cytologische aspecten
van parthenogenese in kalkoene—eieren. In dit artikel worden geen nieuwe
gegevens vermeld. Wel is dat het geval bij een artikel van DeFord en medewerkers
{DeFord et al,, 1979), waarin de hypothese wordt getest, dat parthenogenese bi)
kalkoenen (BSW) begint in een haploide ecicel en dat er na de meiose een
verdubbeling van de ploidie optreedt. Met behulp van een kwantitatief
cvtofluorometrisch onderzogk werd deze hypothese bevestigd. Daartoe werden
embryocelsuspensies van eieren van onbevruchte BSW hennen met acriflavine
fluorescerend gekleurd, waarna de fluorescentie van de individuele celkernen werd
gemeten. Op deze wijze werd een DNA verdeling verkregen van cellen van 59 dagen
oude parthenogenonten. Uit de resultaten kon, behalve de bevestiging van
bovengenoemde hypothese, tevens worden vastgesteld, dat het percentage haploide
en andere niet — diploide cellen en de variatie in ploidie van deze cellen afneemt bij
een toenemende leeftijd van het embryo.

I—53 Samenvatting en conclusies

In hoofdstuk I11—5 wordt de literatuur besproken over natuurlijke,
niet — zygogenetische ontwikkelingen bij vogels. De eerste waarnemingen van
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embryonale ontwikkelingen bij onbevruchte eieren dateren reeds uit 1827. Een
aanzienlijk aantal publicaties is verschenen tussen circa 1865 en 1925, Hoofdzaak
in deze publicaties is de vraag in hoeverre deze waarnemingen het resultaat zijn van
degencratieve verschijnselen of in hoeverre er sprake is van parthenogensse. Voor —
en tegenstanders wisselen elkaar geruime (jd af. Pas rubm een ceuw na de eersie
waarnemingen wordt overeenstemming bereiki over het parthenogenetische
karakter van de waargenomen oniwikkelingsn.

Inn de vijftiger jaren werden opzienbarende resuliaten bereiki door het selekiiel
fokken van kalkoensn en later ook van Xippen. [n 1938 werd voor het earst melding
gemaakt van een parthenogenetisch ontwikkeld kalkoens— embryo dat het
kulkenstadium had bereikt. De eerste parthencogenetisch ontwikkelde kippen
worden pas in 1973 beschreven.

Tiidens de eersie dagen van de oniwikkeling werd een vertrazgde ontwikkeling van
de parthencgenonten waargenomen ten opzichie van de normale embryo’s. Deze
karakteristieke vertraging wan 2 tot 3 dagen 1s het gevolg wvan eem
reoTganisatieproces. De aanvankelijke ongeordende celgroei, die in een meerlagige
n plaats van een ¢énlagige kienhuid {biastoderm) resulieert, wordt deor mesr
levensvatbare blastomeren getransformeerd ¢n gereorganisesrd fof esn normale

Bij toeval, 2ls gevolg van een natuurlijke virale infectie, werd ontdekt dat virussen
gen verhoogd percentage parthenogenetische ontwikkelingen tot gevelg hebben.

Met behulp van chromosoomiellingen kwarm vast 12 siaan dat de partheng
diploid ziin. Ander onderzoek wees uit dat, zowel bi kalkoenen als bij kippen
vethoogd percentage rweelingen werd ges xcndem :)u; zich sarthe g

ontwikkelende ¢ieren. Tensinde meer inziche 2 ki
grondslag ligi aan het herstel van de diploidie werden hu;cwa%pﬁ ania
uitgevoerd., Op grond van de verkrsgen resuliaten en die van kmwsmgem ti
dieren met verschillende kisurkenmerken wordt ge “nﬂiuagerd dat de diploidic cen
gevolg i3 van de onderdrukking van de afsnoering van het tweede poollichaamp)

Resumerend kan worden geconcludeerd  dat
parthenogenetische wijze van voortplanten is aany
b1y kippen. Door de afwitkende geslachtsbepail

disren — by vogels is het mannetjs hom
gesiachischromossom — wo den e bij deze par
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Eveneens afwijkend ten opzichte van de andere klassen der gewervelde dieren is het
feit dat er bij deze vogels slechis volwassen parthenogenonten werden verkregen na
jarenlang selectief fokken met dicren met een hoog percentage parthenogenetische
embryconale ontwikkelingen. Siriki genomen kan msa dus eigenlidk nisi van
natuuriijke parthenogenese spreken. Niettemin zijn or volwassen diploide,
pariienogenonten verkregen waarvan een bepaald gedeelis tzvens fertiel bleek 1o
zipn. Sommige aldus verkregen hapen produceerden nan
hoeveelheden sperma  waarmede succesvolle inss

pitgevoerd.
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HOOFDSTUK Ii—$

NATUURLIIKE PARTHENOGENESE B1J ZOUOGDIEREN

IH—6.1 Inleiding

De zoogdieren vormen de enige kiasse in het dierenrijk, waarvan tot op heden geen
voorbeelden bekend zijn waarbij langs de weg van de natuurlijke parthenogenese
volwassen individuen ontstaan. Er is dan ock relatief weinig literatuur over
natuurlijke parthenogenese gepubliceerd, hetgeen in duldelijk contrast staat met de
zeer uitgebreide literatuur over experimentele parthenogenese (Hoofdstuk I1f} en de
talrijke beschrijvingen van technieken om deze vorm van parthenogensese te
induceren. Er zijn echter wel diverse publikaties over waargenomen celdelingen van
odcyten en eicellen, die zich in respectievelijk de follikel en het oviduct verder
zouden ontwikkelen. Het is evenwel reeds vanaf de eerste waarnemingen een
twistpunt geweest of het hier nu het begin van een parthenogenetische ontwikkeling
betrof of voorbeelden van follikel — atresie of eicelveroudering. De publicaties die
over ovarigle parthenogenese verschenen zijn, worden eerst behandeld. Vervolgens
zullen teratomen worden besproken en temslotte zal parthenogenese bi de
geovuleerde cicellen worden beschreven. Parthenogenese bij de mens wordt apart
beschreven in 11-7.

E—~62 Ovariéle Parthenogenese of Follikelatresie ?

Vanaf de eerste waarnemingen van delingsfiguren in odcyten bij bij zoogdieren is
het lang een twistpunt geweest of het hier nu het begin van een parthenogenetische
ontwikkeling betrof of dat er slechts sprake was van een normale veroudering van
de obeyt. De eerste waarnemingen dateren reeds uit 1863. In dat jaar publiceerde
Pfitiger {1863} de resultaten van studies van menselijke en zoogdier — ovaria. Het
optreden van klievingsdelingen in degenererende ovariéle obeyten werd door hem
als volgt beschreven: "Oft sieht man dann die Dotterkugel in zwei, drei, vier und
mehr Parthien zerfallen, die dhnlich wie ein Furchung begriffenes Ei aussehen.”

Hensen (1876) beschreef drie eicellen met poollichaampjes in ovaria van
bruinvissen. Hoewel deze waarnemingen door onder anders Flemming (1885) in
verband gebracht werden met parthenogenese, betrof het hier zeer waarschijnlijk
een normaal perijpte eicel omdat de waarnemingen gedaan werden bij Graafse
follikels {("die Follikel waren sprungfertig”).
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Rein {1883} trof een grote kernspoelfiguur aan in een konijne — ovarium, terwijl
Flemming {1885), eveneens in konijne — ovaria, bij tien odcyten in degenererende
follikels kernspoelen waarnam.

Later publiccerde Flemming (1897} talrijke afbeeldingen van spoelfiguren in
obeyten in atretische follikels. Hij was van mening, "dass ¢s sich hier um einen ganz
abnormen Kernteilungsprozess gehandelt haben wird”.

Bellonci {1885) bestudeerde de rijping van o8cyten van de rat en de hond, en vond
veel gesegmenteerde odcyten in  gedegenereerde follikels. In  sommige
"twee —cellige” odcyten meende hij kernen waar te nemen, terwijl deze bij
meercellige stadia ontbraken. Tevens nam Bellonci talrijke kleine bolletjes waar
rond de odcyten, die op poollichaampjes leken. Het betrof hier waarschijnlijk
cytoplasmatische uitstulpingen van de reeds gedegenereerde celmembraan, zodater
sprake 15 van degeneratie en niet van parthenogenese.

Het werk, dat in het daaropvolgende decenniuin is verschenen, is door Bonnet
{1899) samengevat in een uitgebreid overzichtsartikel onder de naam "Gibt es bel
Wirbeltieren Parthenogenesis?” Uit dit artikel en de later verschenen literatuur
blijkt, dat er ook toen nog verschil van mening bestond over het ware karakter van
de waargenomen segmentaties bij onbevruchte odceyten. Voorstanders zijn van
mening, dat het hier rudimentaire vormen van parthenogenese betreft, terwil
tegenstanders menen, dat het slechts degeneratieve verschijnselen van follikelatresie
zijn. Bonnet zelf is van mening, dat de door hem waargenomen mitosefiguren in
odcyten van atretische follikels "meer of minder normale rijpingsstadia zijn”. Men
kan echter niet van parthenogenetische processen spreken, aldus Bonnet, omdat het
proces tot te veel in grootte verschillende "cellen” resulieert, die bovendien soms
geen en soms een of meer kernen bezitten. Bovendien vertonen de cellen
degeneratieve verschijnselen (onder andere vacuolevorming); vaak betreft het
slechts fragmentatie.

Spuler (1901) is echter wel van mening, dat de doorhem gevonden gedeelde eicellen
in atretische follikels van muize~ ovaria het begin van sen parthenogenetische
ontwikkeling vormen.

Ook Henneguy (1893, 1894) was van mening, dat er sprake was van
"parthenogenetische fragmentatie” bij zijn waarnemingen aan ovaria van katten,
ratien en muizen: "Le vitellus est divisé en quatre, cing, six segments, tantSt & peu
prés égaux, tantdt de volume tres différent. Plusieurs des fragments renferment des
éléments chromatiques, répartés trés irrégulidrement”. Op grond van deze
omschrijving kan geconcludeerd worden, dat hier dus slechts sprake was van
degeneratie.

Janosik {1897) was daarentegen van mening, mede op grond van eigen onderzoek
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wel bewust waren van het feit dat de waarnemingen voor tweeérlei uitleg vatbaar
waren.

Branca{1925)bestudeerde totaal 500 rijpingsfiguren in ovaria van muizen, konijnen
en cavia’s. Hij nam geen tweede rijpingscdeling waar in atretische follikels en
veronderstelde, dat rijpingsfiguren en de eerste mitotische deling vaak door andere
auteurs door elkaar gehaald waren. Hij beschrijft delingen met en zonder
voorafgaande vorming van een poollichaampje. Evenals Loeb (1932) beschrijft hij
zelfs embryo — en placenta — vorming uit onbevruchie ovariéle odeyten. In acht
onderzochte ovaria vond Loeb (1932) meerdere "embryonal placentomas” en "a
young embryo proper .

Kampmeier (1929) is uiterst sceptisch ten aanzien van deze conclusies. Mede door
zijn eigen werk met honde — ovaria is hij het er met Long en Evans (1922) en met
Clark {1923) over eens, dat de zogenaamde klievingsstadia voor het merendeel
degeneratieverschijnselen zijn en niet homoloog met klievingen van bevruchte
eicelien. Hij laat de verschillende voor— en tegenstanders vanafl 1900 met hun
argumenten de revue passeren en komt dan zelf tot de volgende conclusie: "The
evidence offered thus far in favour of the occurrence in mammals of true
parthenogenesis is extremely scanty.” Ook maakt hij ecen indeling van zes typen
"segmentations and cleavage — like conditions” en stelt, dat de meeste onderzoekers
geen onderscheid gemaakt hebben tussen rijpings— en delingsfiguren. Tevens
maakt Kampmeier als eerste duidelijk onderscheid tussen nog niet gerijpte en
gerijpte otcyten: “Cells resulting from the division of an immature cogonium and
the "blastomeres” from that of a mature cocyte cannot be considered homologue,
despite the fact that extrinsically they may be indistinguishable.

Ook Herman en Kirgis (1938) zijn van mening, dat de zogenaamde klievingsstadia
degeneratieverschijnselen zijn. Hoewel zij vaak kern — en plasmadelingen vonden
in degenererende follikels van cavia’s, stelden zij tevens wvast, dat deze
ontwikkelingen nooit ver doorgingen, abnormaal waren en dat de "embryo’s”
tensiotte degenereerden.

Deoor Saglik (1938} wordt een (weecellig ei in het ovarium van een gibbon
beschreven zonder een conclusie ten aanzien van het optreden van parthenogenese
of atresie.

Dempsey (1939) onderzocht cavia — ovaria, waarin ovulatie was geinduceerd door
het toedienen van LH. Hij constateerde in alle grote en middelgrote follikels het
optreden van atresie en vond veel abnormale meictische spoelfiguren. Zowel
kern{ragmentatie als het optreden van drie— of meerpolige mitosen werd
waargenomen. Hoewel hij ook verschillende “klievingsstadia™ waarnam, stelde hij
vast, dat vele van deze stadia niet meer "levensvatbaar” waren en de odcyten al
geresorbeerd werden. Zijn conclusie luidde dan ook: "Regardiess of whether this
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mode of cleavage can be considered to be true parthenogenesis, the structures
formed simulate to a remarkable degree the early developmental stages of fertilized
eggs. In occasional eggs, the cleavage divisions may lead to the formation of quite
complex structures and sometimes to a remarkable degree of early developmental
stages of fertilized eggs.”

Krafka (1939) nam veel klievingsstadia waar in ovaria van zoogdieren: “"This
phenomeneon is so common among such mammals as the rat, mouse and guinea pig
that at present we use sections of ovary for study of maturation in our course of
embryclogy. In many of these slides atretic follicles are present which show definite
cleavage stages, including the two cell stage, four cell stage, eight ceil and some few
more advanced stages”.

Bacsich en Wyburn (1945) behandelen cavia’s met geslachishormonen
(testosteronpropionaat en oestradiolmonobenzoaat) met de bedoeling het aantal
atretische follikels en parthenogenetische ontwikkelingen te verhogen. Zij vonden
echter geen verhoging van het percentage parthenogenese in de odcyten van deze
atretische follikels. In dit artikel is er echter geen sprake meer van ¢en natuurlijke
ontwikkeling. In de volgende decennia neemt het experimentele werk op dit gebied
een grote viucht, mede door het commerciéle belang van de farmaceutische
concerns in verband met de ontwikkelingen van orale anti — conceptiva. De vraag
of de eerder beschreven waarnemingen nu parthenogenetische ontwikkelingen zijn
of slechts degeneratieve verschijnselen, raakt op de achtergrond. De sterk
toenemende kennis van de relatie tussen groei en rijping van de odcyt en de follikel
enerzijds en de ovariéle cyclus anderzijds heeft een complex van factoren
geintroduceerd, die alle tezamen betrokken zouden moeten worden bij de
vraagstelling in hoeverre men over parthenogenese kan spreken. Men kan niet
volstaan met een beschrijving van een microscopisch beeld en conclusies trekken ten
aanzien van parthenogenese zonder daarbij andere factoren te betrekken zoals
bijvoorbeeld het moment in de ovariéle cyclus waarop de waarnemingen werden
gedaan, een analyse van de follikelvloeistof en de granulosa—cellen, DNA
kleuringen, chromosoomstudies, enzovoort.

In delaatste jaren is er veel onderzoek verricht naar het voorkomen en de kenmerken
van atresie. Het grote aantal publikaties op dit gebied is in diverse
overzichrsartikelen samengevat, terwijl er tevens een bibliografie over dit onderwerp
is samengesteld (Jones, 1970). Daaruit blijkt onder andere steeds duidelijker, dat
atresie een complex gebeuren is binnen de follike! en als een normaal fysiologisch
verouderingsproces geinterpreteerd kan worden; derhalve niet onder het
verschijnsel parthenogenese valt. Door de toegenomen kennis omtrent de rijping
van de eicel en atresie is inmiddels wel duidelijk, dat in vele oudere artikelen het
begrip parthenogenese ten onrechte gehanteerd is. De voornaamste corzaken van
deze verwarring zijn, dat men noch op de hoogte was van de rijpingsdelingen binnen
de follikel noch van het stadium waarin de rijpe eicel zich bevindt viak voor de

118



ovulatie of het begin van atresie. Vindt atresie plaais, dan fragmenteert de eicel soms
i Keinere degenererende cytoplasmadelen. In deze situatie in het bijzonder is een
verwarring met parthenogenese te verwachien vanwege de combinatie van cellen
{fragmentatie} en cen delingshiguur {metalase 1] stadium van de rijps eicel), Yeolgens
Thibault (1949} is er alleen maar sprake van dmidelijke ovariéle parthenogenese in
de artikelen van Courrier (1923} en Courrier & Cberling (1923

Ondanks de toegenomen kennis van de eicelrijping en follikelgreei is het nog sieeds
nist eenvoudig een onderscheid te maken tussen airesie en parthenogenese, getuiges
onder anders een recent arckel van Czechowicz (1977} over histclogisch
ovarium — onderzoek bij de rat. De afnemende belangstelling gedurende de laatsie
decennia voor dit onderscheid gimg echier gepaard met e¢en ioenemende
belangsielling in de mogelijke 10l van parthenogenese ©ij het contstaan van
ovariumiumoren. De vragen ten aanzien van 4it onderwerp worden n de volgende
paragraal behandeld

st

I—63  Teratemen

eratomen worden door Fox {1980} als volgt definieerd: "A teratoma represents a
s cell neoplasm  which has differentiated along embryonic lines...”

cmijvingen van teratomen bi] zoogdieren zijn tot de zestiger jaren uiterst
zwdzaam in de literatuur.

W ta wﬁ

De teratoicgie omvatic oorspronkelijk alleen de beschrijvende zmatomie van
isvormde mensen en dieren. Yolgens Smithells (1980) werd het begrip in 1832 voor

et eersf gebroikt door Isidore Geoilroy Sa'mtA Hilaire in de (zeer langs) *%zeﬂ var
zijn driedeligs uitgave met bijbe‘hc«rerade atlas: " Histoire générale =t particuliére des
anomalies de UVorganisation chez Vhomme et les animaux, Ouvrag c-cmprenam des

hes sur les caraciéres, la classification, Tinfluence physiologique et
nathologique, les vapport généraux, kes lois et les causes des monstruosités, des
raridtés e vices decr‘mfwmamm cutraiie detér ;ﬁoi‘,mu Sedert de introduktie van
de term teratologle is dit bsgrip selewdelijk vesl meer gaan omvatien dan de
bovengenosmde cmschrijving. Smithells 1&98@) zzefy een opsomming van de vele
™ ikh ie de feratclogis de wetenschap kan bieden. In deze paragraaf
tornen bif zoogdieren | !3‘4‘61:, waarblj uiterasard met name de

2 igd is op de rol, i ; netische processen spelen in het
cn nrwikkeling atomerL. 3 teratomen bl de mens worden
ans deld in de volgen ﬁemafagua 3, 1erwijl hierna bij de behandeling
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1-63.1  Testisteratomen

Beschrijvingen van testisteratomen bij zoogdieren zijn, behalve bif het paard en de
mens (11.7.3}, zeer zeldzaam, Bij de muils word: dit type tumor in 1954 voor het eerst
beschreven door Stevens & Little (1954). Zij constateerden, dat er bij de mannetjes
van cen ingesteelde stam, de zogenaamde 7129 stam”, in 1% van de onderzochie
dieren testisteratomen voorkwamen. Dit relatief hoge percentage maakie deze
dieren zeer geschikt als proefdieren voor nader onderzoek naar het moment en de
wijze, waarop deze tumoren onistaan alsmeds het moment, de volgorde en de wiize,
waarap de weefseldiferentiatic in deze tumoren tot stand komt. Over al deze basale
faktoren was nog zeer weinig bekend behoudens her feit, dat de teraiomen
verschillende embryonale en volwassen weefsels bevatten die, normaal gesproken,
nietin de testes voorkomen. Omdat Stevens & Little (1954 bij de vrouwtjes van deze
stam geen ovariumteratomen aantroffen, concludeerden zij dan ook, dat de
ontwikkeling van  gonadeteratomean  keanelik  afthankelitk 35 van
cestachisverschillen, hetgeen doet vermoeden, dat de etiologie van deze tumoren
mede afhankeliik is van een versioring in de hormoonbalans. Dit vermoeden werd
versterkt door het feit, dat bij ongeveer 5% van de "12% — mannetjes” een testis
{meestal de linker) degeneratieve verschiinselen en een beperkte grootie vertoonds,
hetgeen evenesns verklaard werd door esen hormonale inviced.

De “ontdekking” van deze zeer geschikie muizestam als proefdier voor verdere
onderzocken leidde tot een recks van publikaties (Dunn & Stevens, 1970; Pierce,
1967, Pierce & Dixon, 1959 — A en B: Stevens 1958, 1959, 1962, 1964, 1967 — A en
B, 1968,197%9 — A en B; Stevens & Hummel, 1957; Stevens & Mackensen, 1961). Deze
publikaties bevatten met name rescltaten van experimenteel werk, waarbi] met
behulp van transplanteer ~ experimenten gepoogd werd de ontstaanswijze van deze
teratomen te ontrafelen.

Stevens (1958} en Pierce & Dixon (1959) veronderstelden — en Kleinsmith & Pierce
{1964} bewezen — dat de teratoomweefsels ontstaan uif een pluripotente stamcel.

Stevens (1964) toonde aan, dat indien aanlegsels van genitalia getransplanteerd
werden naar volwassen testes, de primordiale geslachtscellen zich tot teratomen
konden ontwikkelen. Spontane en geinduceerde testisteratomen ontstaan binnen de
seminifere tubuli van foetale muizen. Dit betekent, dat teratomen ontstaan uii
primordiale geslachtscellen of vit steuncellen (Stevens, 1962, 1967 — A). Muizen, die
steriel zin doordat zij als gevolg van een genetische afwijking geen primordiale
geslachtscellen bezitten, ontwikkelen geen teratomen terwijl hun broertjes wit
hetzeifde nest, dic deze genctische afwijking niet hebben, ze wel ontwikkelen
(Stevens, 1967~ B). Uit deze onderzoeksresultaten komen twee theoriegn naar
voren om het ontstaan van teratomen te verklaren (Stevens, 1970 — A}

— De cerste theorie gaat ervan uif, dat teratomen uit geslachtscellen ontstaan,
waarschijnlijk door een parthenogenetische ontwikkeling, terwifl
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— de tweede theorie veronderstelt, dat zij uit embryonale achtergebleven cellen
ontstaan, die zich om de een of andere reden ontirokken hebben aan de inviced van
de faktoren, die verantwoordelijk zijn voor de embryonale organisatie.

Stevens (1970 — A) verenigde deze twee theorieén tot een enkele verklaring, waarbij
hij onderscheid maakte tussen de geinduceerde teratomen als gevolg van
transplantaties van 1—6 dagen oude embryo’s en spontane teratomen. Uit
experimenten (Stevens, 1970 — A) bleck, dat de eerstgenoemde embryo’s zich tot
ongeorganiseerde clusters van ongedifferentieerde cellen ontwikkelen, die zich
vervolgens verder ontwikkelen tot teratomen. Ook spontane teratomen ontwikkelen
zich it ongeorganiseerde clusters van ongedifferentieerde embryonale cellen, die
nuechter uit de primordiale geslachtscellen ontstaan. Met andere woorden: debeide
typen tumoren ontstaan uit ongedifferentieerde cellen, doch alleen de bron van deze
cellen 15 verschillend, respectievelijk uit transplantaten van jonge embryo’s en uit
primordiale geslachtscellen. In 1973 werd een nieuw inteeltras (129/terSv) met een
hoge frequentie van congenitale testisteratomen door Stevens (1973) beschreven.

[i—632 Ovariumieratomen

In 1974 publiceren Stevens & Varnum {1974) een zeer belangrijke waarneming
inzake het voorkomen van ovariumteratomen bij muizen. Tot die tijd waren er
slechts zes artikelen bekend, waarin dit type tumoren beschreven werd.

— Slye et al. (19200 vonden tussen 25.000 onderzochte mulzen twee grote
ovariumteratomen.

— Jackson & Brues (1941) vonden een teratoom bij een C3H vrouwtje en
constateerden, dat de samensteliing van deze tumor na herhaalde transplantaties
gelijk bleef.

— Fawcett (1950) beschreef een geval van tweezijdig voorkomende teratomen bij
de ovaria van een Swiss albino vrouwtje.

— Fekete & Ferrigno (1952) beschreven een ovariumteratoom bij een C3HeB
vrouwtje.

— Thiery (1963) vond bij twee C3H/N vrouwtjes, waarvan er €én zwanger was,
twee ovariumteratomen, terwijl

— Meler et al. {(1970) tensiotie eveneens twee teratomen aantroffen bij
respectievelijk een CBA/7 en cen DBA/27 viouwtje.

Dit overzicht illustreert duidelijk de grote zeldzaamheid van dit type tumoren bij
muize —ovaria en de daaruit voortvloeiende grote beperkingen ten aanzien van
experimenteel werk aan deze tumoren.

Deze belangrijke, limiterende faktor werd in een klap uitgewist toen Stevens &

Varnum {1974) een inteeliras beschreven, waar bij ongeveer de helft van de
vrouwtjes spontane ovariumteratomen worden gevormd. Deze ontdekking was
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gebaseerd op een vondst van Dr. S.E. Bernstein, een collega van Stevens & Varnum
en tevens werkzaam in het Jackson laboratorium te Bar Harbor, die in maart 1971
cen ovariumieratoom vond bij een LT/ChReSv muis. Deze miuis, en enige nauw
verwante dieren werden Stevens & Varnum ter beschikking gesteld. Spoedig daarna
werd geconstateerd, dat bij ongeveer de helft van de vrouwtjes — in het vervolg LT
vrouwtjes genaamd — deze teratomen voorkwarmern.

Stevens & Varnum (1974) beschreven daarna eveneens de samenstelling en de
ontwikkeling van deze teratomen en toonden aan, dat zij langs parthenogenetische
weg uit odcyten ontstaan, Waargenomen werd, dat het percentage ovaria, waarin
zich delende odcyten bevonden, toenam van 0% bij 16 dagen oude dieren tot 100%
bij 20 dagen oude vrouwtjes, terwijl het percentage dieren met teratomen toenam
van nog 0% bij 1 maand oude dieren tot circa 50% bij dieren van 3 maanden. De
delende odcyten (in nog niet gerijpte follikels) werden als vroege stadia van
teratoomontwikkeling geinterpreteerd.

Deze interpretatie komt overeen met de conclusie van Mosinger (1661), die het
ontstaan van teratomen bij ¢cavia’s becommentarieerde en concludeerde, dat zij
("embryomes”) fangs parthenogenetische weg ontstaan. Hij baseerde dit op het feit,
dat hij alle stadia tussen hei tweecellige — en het morulastadium waarnam in de
buurt van de teratomen.

Evenals bij de vondst van het voorkomen van testisteratomen in de “129 stam”
(Stevens & Little, 1954) heeft ook deze vondst, maar nu dus voor ovariumteratomen
{Stevens & Varnum, 1974) een doorbraak in het experimentele werk tot gevolg.

Stevens (1975 ~ C) schreef een samenvatting over de stand van zaken ten aanzien
van de teratocarcinogenese en embryogenese in de gonaden van mannetjes — en
vrouwtjesmuizen. In datzelfde jaar werd het eerste grote congres gehouden over het
onderzoek naar en aan teratocarcinomen, waarbij onder andere de twee grote
pioniers op dit gebied, Stevens en Pierce, aanwezig waren en een belangrijke
bijdrage leverden. Ook andere zeer bekende embryologen waren op dit congres
aanwezig zoals Brinster, Mintz, [llmensee, Gearhart, Solter, Sherman, Graham en
Hes. Ongetwijfeld is dit congres en de schriftelijke verslaglegging ervan (Sherman
& Solter, 1975) mede een impuls geweest voor het vele onderzoek wat na 1975 op
dit terrein verricht zal worden.

In 1977 rapporteren Eppig et al. (1977) een nicuw inteeltras, waarvan bijna alle
vrouwtjes van 90 dagen en ouder bilaterale ovariumteratomen vertonen. Het betrof
hier de zogenaamde LTXBIJ lijn, die het resultaat was van een kruising van LT/Sv
en CS57BL/6J muizen. Gelukkigerwijs bleek het Gpi—1b allel op het
glucosefosfaatisomerase (Gpi— 1) locus in chromosoom 7 behouden te zijn in de
nieuwe lijn. Omdat de LT/8v lijn homozygoot is voor het Gpi —a allel op dit locus
zijn de (LT/Sv x LTXBIFI hybriden heterozygeot op Gpi—1 en vertonen zij het
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A, AR en B ispsnzym in een verhoudin ng 1. EipktzeforeQEA“‘udiPs van 23
teratomen van deze Fl vrouwijes gaven in ge vallen een homozygoot A of B
isoenzym banderingspatroon ie zien, doch in ¢ ce gev vailen gen 1:2:1 m@ief{;zw{)m
banderingspatroon, hetgeen erop duzdc‘ da z1j heterozvgoot Gpi—la/Goi—
HATSIL.

1:2
2]1

(877 concludesrden vit deze vesultaten, dat de feratomen, dis in de
THBIFD vrouwtjes werden aangetroﬁem onistaan  waren  uit
g voltooid
. waarbiy de iwee heterozygoie patronsn werden verklaard doordat
— over was apgetreden tussen het ceniromesr n het Gm — 1 lgcus. Imimers,
indien deteratomen ontsizan uit oboyten, diezich langs mitc: ische weg delen zonder
serst de meioss ondergaan te hebben, dan zouden alﬁ.u teratomen het he““’c»zygote
canderingspaiioon van Je Gipt vertonen. Indien de serste meiotische deling echisr
voor de parthencgsneils hc D aaﬁwmd* dan is te verwachien, dai de meesie
ratomen homozygoot z-y' fechis sem klein gedeslie heierczygoot als resultast
=) chc:ﬂaz de uitwisselin mssm het Gpi—1 locus en hef centromesr. Later
g e als egn modeu beschreven om de afstand tussen het centromeer
locus te schatten {Eicher, 1978}
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Mazst dit onderzoek naar de ontstsanswijze van terafomen en de rol van de
parthenogenese daarin zijn ot {)-OE\_ nog verschiliende andere typen onderzosic
teratomen. Yolsiaan wordl met gen opsomiming van enige typen
erwijzing naar de recente kHteratuur. Onderzoek is onder anders
verrichi naar het 101 van teratocarcincomeelien indien zij in blasiocysten worden
i) teard [Pap sicannou 2t al, 1975, Mintz & Mmenses, 19735; Dewsy, 1977;
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Papaionaou et al, 1978) dan wel gefuseerd worden met vroegs muize — embrys’s
{Stewart, ‘1992} f indien zij als celliinen verder gekweekt werden {Hozan, 1976;
Mizglas et al, 198-&).

D

00T Eppig (1978} werd gevonden, dat de frequentie van het voorkomen van
cariumiteratomen gecorrelesrd is met het gelifktijdig voorkomen van fwee
ktoren: ten eerste  de mogsivkheid van  eicellen om  een  sponiane
parthenogenetische ontwikkeiing te vertonen en ten iweede het veelvuldig
waorkomen van foliikels met weinig granulosa — cellen. Dreze follikels worden uCD
Granulosa Cell Deficignt) follikels gencemd.

<

g
m

7 {
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piz & }J‘odvqor— {1%81) en Stevens {1981} beschreven de genctische inviceden op
om tstaan en de ontwikkeling van teratocarcinomen, terwijl Lehiman (1980) en

thells (1980} overzichten gaven van de talloze potentiéle mogelijkheden, die het
H dfif gek aan teratomen kan bieden.
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heden is het besiuderen van het inakiivatieproces van

— chromosomen. Dt werd door Martin et al. {1378) verricht. Zij toonden aan, dat
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constateerde, dat de vera er*ﬂ"gm mfei e in eicellen in het oviduct
rus cptraden, erg veel geleken op dae ke men '1 atretische follikels
nen.  Hij beschmwde e 3 zls degenecratieve

welie met
ische omtwik S considersd
and have O;'ﬁ"j superficial resemblance o par er@ge‘amc

Mann {1924) onderzocki 252 cicelien, welke zich in totaal 36 rate— oviducien
bevonden. De oviducten waren afkomstig uvit ratien, welke op verschillends
tijdstippen na sen post— partum ovulatie werden gedoor, waardoor men zicellen

-

vann verschillende leeftiiden verkreeg. In totaal werden 5 twee—, 1 drie— en 2
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viercellige stadia gevonden. De eicellen, welke zich in het gedeeite bevonden, dat
tegen de uterus aan ligi, waren bijna altijd gefragmenteerd of volledig
gedegenereerd. Deslotconclusie van Mann luidt: "There is no indication in the tubal
rat material that normal cleavage ever occurs in these eggs although it may, of
course, be possible that more material might include such stages since a few eggs give
the appearance of approximately normal cleavage stages.” Smith (1925) onderzocht
de veranderingen bij circa 500 onbevruchte eieren uit de uterus van
pseudo —zwangere gordeldieren. Van 289 eieren werden serie — coupes gemaakt.
Een van de eerste tekenen van degeneratie is de vorm — verandering van het ei: van
rond naar meer afgeplat. Na 1 — 7 dagen waren de cicellen halvemaanvormig,
waarna het cytoplasma geleidelijk fragmenteerde evenals de kern. Vaak viel de kern
uiteen in een aantal fragmenten, die zich allen in een of meerdere cytoplasmatische
delen verzamelden. In geen enkele eicel werden kernspoelen of andere mitosefiguren
gevonden. Over haar interpretaties van deze waarnemingen laat Smith geen enkele
twijfel bestaan: "It is thus seen that no observation made in this study can be
interpreted as parthenogenetic development. All of the changes are regressive,
degenerative!

Tussen de honderden eicellen, welke na paring met een gevasectomeerd mannetje
vit konijne — tubae geisoleerd en bestudeerd waren, vond Pincus {1930) in slechts
drie gevalien enige ontwikkeling. In geen van deze gevallen was de ontwikkeling
echter te vergelijken met de gelijkmatige kiieving van bevruchte eieren.

Na de dertiger jaren is men algemeen overtuigd, dat er bij zoogdieren geen
parthenogenese optreedt bij eicellen in de eileiders of de baarmoeder. We kunnen
dan ook een verschuiving van het onderzoek waarnemen van aanvankelijk
bestuderen van de natuurlijke veroudering in verband met het mogelijk optreden
van parthenogenese naar meer anatomisch — fysiologisch gerichte studies inzake het
geheel of gedeeltelijk afnemen van de mogelijikheden tot bevruchting van eicellen,
al dan niet na ¢en experimentele voorbehandeling van de dieren. Dit onderzoek valt
echter buiten het onderwerp van dit proefschrift en zal hier niet worden
weergegeven. Overzichisartikelen over dit onderwerp zijn geschreven door Szollosi
(1975) en Longo (1974—A, 1974~ B, 1980), terwijl door Blandau (1975) een
uitgebreide bibliografie is samengesteld.

II-6.5 Complete parthenogenese bij zoogdieren

Whitten {1971) vestigde de aandacht op afwijkende geslachtsverschillen bij enige
inteeltstammen van muizen. Hij opperde de theoretische mogelijkheid, dat deze
verschillen veroorzaakt zouden kunnen worden door het optreden van gynogenese
als gevolg van een bevruchting door een morfologisch abnormale, genetisch
inaktieve, zaadcel. Bij BALB/—~ cWt mannetjes is 30% van de zaadcellen
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morfologisch abnormaal. Hemoglobine —onderzoek en onderzoek naar een
iso —enzym, dat eveneens in de erythrocyten voorkomt, wees echter uit, dat er ten
aanzien van deze twee faktoren geen enkele homozygote nakomeling was tussen de
15 onderzochte vrouwtjes, die deel uitmaakien van 4 nesten, waarin tevens 9
mannetjes voorkwamen. Deze geslachtsverhouding (62,5% vrouwtjes) is typisch
voor de onderzochte soort. Whitten concludeerde wit deze resultaten, dat
“parthenctes from matings with BALB/¢Wt males occur rarely, if ever, and they
are not responsible for the observed excess of females.”

Stevens & Varnum (1974) namen waar, dat er bij vrouwtjes van de LT/8v stam een
relatiel hoog percentage spontane parthenogenetische ontwikkelingen voorkwam
bij eicellen in het oviduct en de uterus. Tevens werd implantatie in de uterus
waargenomen, doch de meeste parthenogenenten stierven om onbekende redenen
5 — 7 dagen na het begin van de ontwikkeling. De parthenogenonten leken echter
morfologisch identiek aan normale embryo’s en waren afkomstig van obcyten,
waarin de eerste melotische deling had plaats gevonden (Eppig et al,, 1977). Nog
steeds is niet bekend waarom deze parthenogenonten zo snel dood gaan hoewel er
enige theoretische verklaringen mogelijk zijn (Petzholdt & Hoppe, 1980). In een
poging om dit probleem op te lossen onderzochten Pezholdt & Hoppe (1980) de
eiwitsynthese in bevruchte en onbevruchte ¢icellen en verschillende opeenvolgende
stadia van normale en parthenogenetische jonge embryo’s. Met behulp van
tweedimensionale polyacrylamidegel —elektroforese werden de eiwitviekken
vergeleken wat betreft de relatieve positie, de aan — of afwezigheid en de dichtheid
van de viek. In het één — en tweecellig stadium werd een geringe achterstand in de
eiwitsynthese van parthenogenonten waargenomen ten opzichte van de normaal
bevruchte één— en tweecellige embryvo’s. In de latere ontwikkelingsstadia waren
deze verschillen niet meer te detecteren zodat deze resultaten geen verklaring geven
voor het doodgaan van de parthenogenonten tijdens of vlak na de implantatie.
Opvallend is wel, dat de cellen in weefselkweek wel in leven blijven.

Stevens (1978) verkreeg verschillende volwassen chimeren uwit LT/Sv
parthenogenonten en normale embryo’s van een andere stam, terwijl hij daarvoor
(Stevens, 1975) parthenogenonten al jaren achtereen in leven had kunnen houden
als teratoom. Deze experimenten toonden aan, dat ceilen van LT/Sv
parthenogenonten zich voorbij het, in de embryonale ontwikkeling, lethale stadium
kunnen ontwikkelen.

Hoewel de eiwitsynthese dus vrijwel gelijk is in parthenogenonten en normale
embryo’s na het tweecellig stadium, vonden Petzholdt & Hoppe (1980), dat sommige
eiwitten in verschillende hoeveeltheden werden gesynthetiscerd en dat deze
verschillen sterker en talrijker werden in het blastocyst —stadium. Hoewel deze
verschillen in het gehele eiwitpatroon slechts van geringe omvang waren, achtten
Petzholdt & Hoppe het mogelijk, dat zij enige "sleutel — eiwitten” omvatien, die
nodig zijn voor de goede differentiatie tijdens en na de implantatie. Om hier een
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nadere uitsprazk over 12 kurnen doen, moet cen verdere analyse van de verschillen
worden uligevoerd bif verder ontwikkelde stadia opdat nagegaan kan worden in
hoeverre soortgelijke versehillen in de etwatsynthese blijven bestaan, Bovendien is
het aan te bevelen dit soort bicchemische analyses te som‘omeun met Pxperameme le
benzderingen zoals de isclatie van de trofoblast en de Vinner cell mass™ evenals de
scheiding van de kiemlagen van de cicylinder om na te gaan in hoeverre bi
differentiatie deze verschillen blijven bestaan. (Petzholdt & Hoppe, 1980).

fi—6.6 Samenvatilng en conclusies

In hoofdstuk 17 —6 wordt de Hteratuur behandeld over natuuarlijgke nist—zygo-
genetische wiizen van voortplanten bij zoogdieren. De literatuur over dit onderwerp
bil de mens wordt apart behandeld in hoofdstuk 117,

De zoogdieren vormen e enigs klasse der gawervelde dieren waarin gesn volwassen
{fernizle) nakomslingsn zijn  waargenomsn die ontstzan zin  via  een
ygogenetisch vooriplanting. Hoewel er reeds ruim een eeuw geleden delingen
ten en eicellen zijn beschreven, dus binaen de follikel en in de eileiders, heeft
et tot de jaren dertig geduurd alvorens men oversensiemming bereikie over de
juists interpreratie van deze waarnsmingen. Men komt dan tot de conclusie dai de
Waarnemingen hoofd“kedjk vormen van atresie en ciceldegeneratic betroffen.
Bovendien komen im die tijd nieuwe methoden beschikbaar om het onderscheid
jussen celdelingen en celiragmentatie en/of degeneratie fe bepalen: analyses van
follikelvioeistof en de cr&;_ulﬁsawﬁkem DMA — bepalingen, chromosoomstudiss en
dergelijke. Gaandgeweg verschuift de interesse dan ook van de bovengenoemde
vraagstelling naar de bestudering van de relatie tussen de groei en de rijping van de
odcyten die van de follikel enerzijds en de ovulatie en de bevruchiingsmogelijkheid
van de eicel in relatie tot de ovarifle cyclus anderzijds. Het is duidelijk dat het
cominerci#le belang van de grote farmacentische industrieén in verband met de
ontwiklkeling van anti — conceptiva hier een grote stimulans is geweest.

Een sterke opleving in de interesse naar mogelitke niet — zygogenetische wijzen van
vooriplanten is in de laatste decennia waar t¢ nemen. Reden hiervooris het verband
dat wordt gelegd tussen het ontstaan van testis— en ovariumteratomen en het
ontreden van zygoparthenogensse enerzijds en het onidekken van bepaalde
muize — stammen met een hoog percentage spontans testis — en ovariumteratomen
anderzijds. Uit de onderzoeksresultaten wordt in de jaren zeventig geconcludeerd
dat deze teratomen ontstaan door zygoparthenogenetische ontwikkelingen.

Conluderend kan worden vasigesield dat er geen zoogdieren zijn waargenomen die

zich via een niet —zygogenetische wijze vooriplanten doch dat er wel partheno-
genetische ontwikkelingen bij zoogdieren bekend zijn. Deze ontwikkelingen
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resulteren echier niet in volwassen nakomelingen maar in teratomen. Slechts bij
muizen is een op zygogenese lijkende parthenogenetische ontwikkeling beschreven.
Deze parthenogenonten, die morfologisch identiek waren aan normale embryo’s,
stierven echter om onbekende redenen tussen de viiffde en de zevende dag van de
ontwikkeling.
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HOOFDSTUK I -7

PARTHENOGENESE BiJ DE MENS

H—-7.1 [Parthenogenese in de theologie

Het opireden van parihenogenese bij de mens is reeds in oude theclogische
geschriften beschreven:

"Daarom zal de Here zelf een teken geven: Zie, de jonkvrouw zal zwanger worden
en een zoon baren; en zij zal hern den naam Immanueel geven.” {Jesaja 7, 14}, Dit
vers uit de bijbel is ongerwiifeld het meest bekende citaat over parthenogenese bij
de mens. Er is echter sprake van een foutieve vertaling van het woord "almah™ dat
een jonge vrouw betekent Gie echiter niet per s& een maagd behoeft te ziin, aldus de
Grouchy {1980). Cok de voigende verzen uit het evangelie naar Matthefis en naar
Lucas zijin vaak geinterpreteerd als parthenogenese bij de mens:

"Zie, de maagd zal zwanger worden en een zoon baren, en men zal Hem den naam
Immanuel geven, hetgeen betekent: God met ons. Toen Josef uit zijn slaap ontwaakt
was, deed hij, zoals de engel des Heren hem bevolen had en nam zijn vrouw tot zich.
En hi] had geen gemeenschap met haar, voordat zij een zoon gebaard had. En hij
gafl hem den naam Jezus.” {Mattheiis 1, 23— 23,

De aankondiging van Jezus® geboorte in het evangelie naar Lucas:

"In de zesde maand nu werd de engel Gabriel van God gezonden naar een stad in
Gallilea, genaamd Nazareth, tot een maagd, die ondertrouw was met een man,
genaamd Josef, ...

En de engel zeide tot haar: Wees nist bevreesd, Maria; want gij hebt genade
gevonden bij God. En zie, gij zult zwanger worden en een zoon baren, sn gij zult
Hem den naam Jezus geven. ...

En Maria zeide tot den engel: Hoe zal dat geschieden, daar ik geen omgzang met een
man heb? En de engel antwoordde en zelde tof haan De heilige Geest zal over u
komen en de kracht des Allerhoogsten zal u overschaduwen; daarom zal ook het
heilige, dat verwekt wordt, Zoon Gods genoemd worden.” (Lucas 1, 26 —35)

Gotz (1931) publiceerde een overzichisartikel owver de anirepoiogische en
theologische beschouwingen inzake Thet 7Preblem  der  jungfrivlichen
Mutterschaft”, hetgeen dus biologisch geinterpreteerd neerkomt op het probleem
van menselijke parthenogenese, aidus Gz,
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II—7.2 Parthenogenese in ovariumfollikels,

Het eerste anatomisch gefundeerde onderzoek naar parthenogenese bij de mens is
door Higgstrom (1922) verricht. Deze onderzocht de ovaria van een 22 -~ jarige
vrouw. In beide ovaria vond hij totaal 11.588 atretische follikels waarvan er 2.921
een doorsnede van meer dan 190 u. hadden (101 — 1800 u.). Van deze laatste groep
werden in 767 follikels meer of minder duidelijke restanten van odcyten gevonden.
Veertien follikels werden witvoerig door Higgstrm beschreven. Uit deze
beschrijvingen blijkt dat HZpgstrom gedegencerde en gefragmenteerde obcyten
onderscheidde. Voorts "gedeelde™ obeyten met qua grootie zeer ongelijke "eellen”,
soms met en soms zonder een "kern”. In vele “cellen™ kwamen vacuolen in het
cytoplasma voor, eveneens een teken van degeneratie.

Hoewel Higgstrim bevestigde dat de waargenomen delingen op het eerste gezicht
de indruk wekken degeneratieve processen te zijn, is hij toch van mening dat deze
interpretatie nict juist is getuige zijn conclusie:

"Dass es sich bei diesen Teilungsprozessen nichts desto weniger um eine Teilung
auf parthenogenetischem: Wege handeln kann, muss als sehr wahrscheinlich
betrachtet werden .7

Ook Krafka (1939} beschreef een gedeelde menselijke odeyt. In een follikel van een
ovarium van een zevenjarig meisje nam hij een odcyt waar “that is definitely made
up of four blastomeres”. Evenals bij de waarnemingen van Higgstrdm is hier echter
goen sprake van parthenogenese omdat de blastomeren zo verschillend van grootte
waren en omdat er geen duidelijke kernen werden waargenomen.

In een studie van meer dan 400 cdeyten en sicelien vond Shettles (1957) drie in vivo
gedeeide odcyten in vele gepuncieerde follikels met een diameter van 3 — 16 mm. Hij
was van mening ¢en 2 —cellig stadium met twee poollichaampjes, een 4 —cellig
stadium met drie poollichaampjes en een blastocyst van ca. 50 cellen gevonden te
hebben.

Omdat de drie "parthenogenonten” geen cumuluscellen meer rond de zona
pellucida hadden is het waarschijnlijk dat zij uit atretische follikels afkomstig zijn.
De waargenomen drie poollichaampijes zijn waarschijnlijk een foutieve interpretatie
van drie cytoplasmatische uitlopers door de degenererende zona pellucida,
Hierdoor lijkt er eerder sprake van fragmentatie te zijn dan van parthenogenese.
Gok de foto van de “blastocyst” lijkt in het geheel niet en is een "schoolvoorbeeld
van een gefragmenteerde obeyt”

Dat een en ander weinig overtuigend is heeft Shettles zich waarschijnlijk ook

gerealiseerd getuige zin slotopmerking: "Continuing efforts are being made to
record other intrafollicular developmental stages of the human ovum.
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Ascertainment of the chromosomal coastituency is planned for subsequent
specimens’”.

Het felt dat er later geen artikel van die strekking meer is verschenen versierki alleen
maar de twijfels rond de Juistheid van Shettle’s interpretaiies,

i—7.2 Teratemen.

In paragraaf 11— 6.3 is reeds sen omscnriiving van het begrip teraioom gegeven en
s de liferatuur over teratomen bii zoogdieren behandeld. Evenals in paragraafl
11—-6.3 zal ook in deze paragraal vooral de rol van de parthenogenese 1n de
{humane) teratologie worden toegelicht. Gemakshalve wordt hier nogmasals het
begrip teraioom omschreven: esen feratoom s ecen wmor die niet alleen wit
neoplastische cellen bestaat (zeals andere teratomen) maar ook uit wvele
gedifferenticerde cellen en weefsels die in meer of mindere mate volgroeid zijn. Zen
iypische teratoom kan bhijvoorbeeld zenuwcellen, spiercelien, bloedcellen,
klierceilen en andere gespecialiseerde cellen bevatten. Deze cellen kunnen zich
samenvoegen in spietbundels, kller— of hersenweefsel, kraakbeen of beenderen,
terwij in deze massa haren en tanden aangetroffen kunnen worden. Vroeger werd
onderscheid gemaakt fussen massieve en cysteuze teratomen doch deze indeling
bleek bij meer gedetaillzerd histologisch onderzock niet meer bruikbaar.
Tegenwoordig onderscheidt men dan ook drie categories™n : onvolgrosids—.
volgroeide — en monodermale teratomen. {(Fox, 1980).

Yoor gen overzicht van definities en terminologie van teratomen wordt verwezen
naar gen artikel van Stevens & Pierce (1975). In deze paragraafl zal echier geen
poging gedaan worden een overzicht van de literatuur over teratomen e geven. Dit
zou enerzijds ver buiten de doelstelling van dit proefschrift gaan en anderziids van
uiterst beperkie waards ziin  gezien hei  besiaan  van  diverse goede
overzichtsartikelen. Wel zal in het kort een historisch overzicht gegeven worden over
de verondersteide overeenkomst tussen het optreden van parthenogensse en het
ontstaan van teratomen. Yoor de recente ontwikkelingen wordt volstaan met een
verwijzing mnaar overzichtsartikelen over teratomen onderscheiden naar de
ontstaanswiize, (Saxen, 1976), de histologische klassificatie, {Novis & Chorltcn,
1974; Pierce, 1975; Scully, 1977; Fox, 1980; Norgaard — Pedersen & Raghavan,
1980}, detumorkenmerken en klinische studies {Norgaard ~ Pedersen & Raghavan,
1980; YVakushiji et al., 1981), de experimentzele modellen {Stevens, 1976; Hllmenses
& Stevens, 1979; Norgaard — Pedersen & Raghavan, 1980}, ontwikkelings— &n
transplantatiestudies, (Stevens, 1970; Stevens & Varnum, 1974; Stevens, 1975~ A en
B; Graham et al., 1975} en bibliografie™n (Mérgaard — Pedersen & Raghavan, 1980;
175 referenties).
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Recent onderzoek heeflt aangetoond dat teratomen uit geslachiscellen ontstaan. Bij
de vrouw {of bij vrouwelijke dieren) uit eicellen en bij de man (of mannelijke dieren}
uit stamcellen van zaadceellen. {Illmensee & Stevens, 1979}, Lang is er echier verschil
van mening blijven bestaan over het ontstaan en de aard van teratomen hetgeen
wordt geitlustreerd met het hierna volgende korte historische overzichi.

Waldever (1870) veronderstelde reeds, met enige vrees, een mogelijk verband tussen
bepaalde vormen van ovariumtumoren en het optreden vanp  ovarigle
parthenogenese: "Es ist ndmilich sehr woh! annehmbar, dass die Epitheizellen des
Orvariums, ihrer Bedeutung als unentwickelte Eizellen gemdss bei threr Vermehrung
durch Tetlung oder Sprossung anders, und zwar in der Richtung einer
unvolistandigen embryonalen Entwickelung weiter gehende Produkre liefern, als
sie selbst sind. Man hat durchaus nicht nétig, fiir eine solche Weiterentwickelung
weiblicher Keimzellen erst die Intercurrenz  méEnnlicher Zeugungsstoffe
anzunehmen; die zahlreiche Beispiele parthenogenetischer Entwickelung, die sich
von Tag zu Tag mehren , fiberheben uns in dieser Bezichung einer zu grossen
Aengstlichkeit.....”.

Ook andere awicurs waren later van mening dat teratomen onistaan door
parthenogenese van geslachiscellen wit het ovarium (Waldeyer, 1872}, testis of
ovotestis {Langhaus, 1887), rete (Adami, 1909), of de gang van Wolff {Cavazzani,
1907). Andere onderzockers wijzen later deze ontsiaanswijze echter van de hand
{Nichclson, 1929; Kampmeyer, 1929; Krafka, 1936; Willis, 1933; Stevens, 1960).
Ook Loeb (1911, 1912} wees op de betekenis van parthenogenese voor de verklaring
vam het ontstaan van teratomen en chorionepitheliomen. Hij was van mening dat
deze pathologische groei zeer waarschijnlijk ontstond uit zich parthenogenetisch
ontwikkelde oficyten.

Hoch & Morlot {1920} verrichtten waarnemingen 2an atretischefollikels van ovaria
van een twaalfjarig meisje en beschreven de "Parthenogenetische evolugie” van cen
obcyl. Daarvoor had Broman (1911 reeds gepostuleerd dat de serste rijpingsdeling
van de humane obcyt waarschijnlifk in het ovarium zou plaatsvinden. Toendertijd
was er slechts weinig bekend over de follikelontwikkeling in menselijke ovaria en
over de obigenese, getuige de opmerkingen van Broman: "Aber {iber den Bau des
menschlichen Reifesies wissen wir noch nichis.... en "Ueber den Verlzuf des
Furchungs prozesses speziell beim Menschen wissen wir noch gar nichis. Aller
Wahrscheinlichkeit nach findet er aber in hauptsichlich derselben Weise statt, wie
bei den anderen hWoheren Saugetieren”.

Krafka (1936) vaite de toen bekende theorién samen die opgesteld waren om het
onistazan van teratomen te verklaren. Een van deze vier theori#n is gebaseerd op het
voorkomen van parthenogenese in geslachtscellen. Door migratie van vrijgekomen
geslachtscellen door het lichaam werd het voorkomen van teratomen elders in het
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lichaam verklaard. Krafka vond deze vier theorign echter niet overtuigend en
formuleerde cen eigen theorie: "the organizer theory”. Zijn theorie is een vitbreiding
van Spemann’s gelijkluidende theorie uit de embryologie. Deze theorie is gebaseerd
op experimenteel werk byj de salamander. Resultaten van dat werk toonden aan dat
het mogelijk was gen tweede ontwikkelingsas te induceren in bepaalde ontwikke-
lingsstadia. Voor deze ontwikkelingen worden "organisatoren” gepostuleerd. 23]
worden niet in de eicellen gevormd maar ontwikkelen tijdens de groei en zijn
verschillend in aantal en slechis tijdens een beperkte periode effektief.

Reiman & Miller (1939) beschreven een, naar hun idee, parthenogenetische
ontwikkeling van een menselijke eicel na "aanprikken”. Hoewel het hier beslist geen
parthenogenese betrof, achten zij hun waarneming van groot belang: "The
implications of this findings are many and varied. There are mentioned but two: its
relation to dermoids, teratomas, etc., and its bearing on concepts of potency.”

Sabrazes & Peyron (1940} beschreven bij een veertienjarige jongen metastases in de
lymieklieren. Het viel hen op dat zij qua structuur veel overeenkomst vertoonden
met jonge stadia van zich ontwikkelende embryc’s, met name de vorming van
ecto — ,meso — en entederm ¢n een amnionholte. De jongen was naar het ziekenhuis
doorgestuurd in verband met ¢on kwaadaardig gezwel aan een testikel. Een
mogelijike verklaring voor de metastases i de lymfekhieren wordt als volgt
omschreven: "Ces métastases ne savraient s’expliquer par la migration d’'éléments
cellulaires 1solés provenant d'un tissu déterming; d’autre part, le le passage dans la
circulation d'un module érendu, d&ja constitué d’éléments cellulaires divers, esi peu
vraisemblable. L’ensemble des dispositions morphologiques observées oblige donc
a’ envisager la migration d'un complexus polyvalent et indifférentié, tel que celul
des boutons et cette hypothése est précisément conformée par nos observations.”

Dreze hypothese werd nader bevestigd in een serie ariikelen (Peyron, 1940 - 1942)
waarin gesproken werd over "parthénogenese polyembryonique” wanneer het
testistumoren met verschillende typen weefsel betrof die histologisch gezien identiek
waren met de normale embryonale ontwikkeling tot het moment waarop de
somieten herkenbaar worden. Hetzelfde type testistumoren wordt in andere
artikelen aangeduid als "la parthénogendse tératologique du testicule chez
homme” (Peyron, 1940—BY en als “embryomes testiculaires d'origine
parthénogénétique” (Peyron, 1940 — C). Ondanks deze diversitelt van benamingen
berustte de naamgeving steeds op "de overeenkomsten van de intra — testiculaire
parthenogenese met de normale embryonale ontwikkeling in de uterus. Ook bij
ovaria werden door Peyron (1940 — D) parthenogenetische teratomen beschreven,

Later werden door andere onderzoekers eveneens "embryoid bodies™ in teratomen
van testis en ogvaria van de mens beschreven (Friedman & Moore, 1946; Dhixon &
Moore, 1953; Melicow, 1955; Gaillard, 1955 — 1958; Masson, 1956; Simard, 1957;
Cabanne, 1957 en Evans, 1957).
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Willis (1954) vat de literatuur samen waarna hij tot de conclusie komt dat teratomen
geen misvormde embryo’s zijn die afgeleid zijn van losgerazkte blastomeren of
ontstaan door parthenogenese, maar werkelijjke neoplasmata die "ontsnapt”™ zin
aan de werking van primaire organisatoren. Het probleem van de ontstaanswijze
van teratomen kwam opnieuw in de belangstelling toen het met behulp van een
nieuw ontwikkelde technick mogelijk werd om van celkernen het geslacht te bepalen
aan de hand van de zogenaamde Barr — lichaampijes.

Hunter & Lennox {1954} onderzochten testikelteratomen op de aanwezigheid van
het geslachtschromatine en vonden tot hun verbazing dat de helft van de teratomen
de  karakteristiecke vrouwelijke chromatinekenmerken vertoonde. Deze
waarnemingen werden door andere onderzoekers bevestigd en samengevat door
Moore & Barr (1957), Ruge (1938), Ashley & Theiss (1958} en door Theid et al,
(1960). Laastsgenocemden kwamen tot de conclusie dat menselijke teratomen kunnen
ontstaan door parthenogenese, of door een neoplastische profiferatie van hapicide
cellen die endomitose ondergaan hebben of door “zelfbevruchting waarbij twee
haploide cellen betrokken zijn”. Twijfel over de juistheid van deze conclusie bleef
echter bestaan doordat de betrouwbaarheid van de kerngeslachtsbepaling werd
aangevochten, speciaal bij tumoren (Weinman et al., 1955; Mevers, 1959 en Taylor,
1863) e meer betrouwbare methode 15 het onderzoek  van
metafase — chromosomen. Door Galton & Benirschke {1959) werd een eerste
cytogenetisch onderzoek verricht aan een duidelijk gedifferentieerd teratoom van
een 24 — jarige vrouw, Alle circa 100 bestudearde metafases waren diploid {Zn = 46}
en wezen op ecn normale vrouwelijke verdeling met twee X — chromosomen. Om
een uitspraak te doen over de eerder gencemde vragen zijn ook cytogenetische
gegevens van de man noodzakelijk.

Corfman & Richard (1964) onderzochten zes ovariumieratomen en namen waar dat
de chromoscomaantallen en morfologie van de teraicomcellen binnen de normale
limieten vielen en het vrouwelijke karyotype bezaten.

Theiss, Ashley & Mostofl (1960) vonden echter een andere geslachisverhouding in
teratomen van mannen: in 93 teratomen werden 64 mannelijke en 29 vrouweliike
karyotypen gevonden; een verhouding dus van 2:1.

Cok Dayan {1963) kwam tot deze verhouding: 22 mannelijke en 12 vrou welijke
karyotypen in 34 teratomen. Deze 2:1 verhouding komi overeen met de hypothese
als zouden teratomen ontstaan door samensmelting van {wee haploide
geslachtscellen. Immers de theoretische verdeling van de geslachtschromosomen in
de aldus ontstape diploide cellen zou zin 1—-XX : 2—-XY : 1—-YY, aldus
Corfman & Richard {1%64). Wanneer men echter in beschouwing neemt dat de
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Y'Y —cellen niet levensvatbaar zijn dan wordt de theoretische verhouding
2—-XY 1 —XX, dus 2 —mannelijk - 1 —vrouwelijk karyotype.

Linder (1969) onderzocht de vraag of ovariumteratomen ontstaan uit
geslachtscellen die de meiose reeds hebben ondergaan. Deze teratomen zouden veor
een deel genen moeten missen die wel in de somatische cellen van de betreffende
persoon aanwezig zijn. Daartoe werden bij 11 teratomen met behulp van
gel —elektroforese de produkten van drie onafhankelijk van elkaar segregerende
iso — enzymallelen vergeleken met die van het normale weefsel. Uit het feit dat voor
alle drie de kenmerken, waarvoor het normale weefsel heterozygoot was ongeveer
de helft van de teratomen homozygoot was, concludeerde Linder dat deze resultaten
de bovengenoemde hypothese bevestigen en teratomen dus afkomstig zijn van
geslachtscellen die de meiose hebben ondergaan met verschillende maten van
“crossing — over”.

Met deze zelfde methode levert Linder later met Power (Linder & Power, 1970)
verder bewijs voor de post — meiotische oorsprong van ovariumteratomen. In deze
studie werden 39 teratomen van 33 patiénten onderzocht en werden vergelijkbare
resuitaten verkregen.

Enige jaren later wordt eveneens door Linder en medewerkers (Linder, McCaw &
Hecht, 1975) de parthenogenetische corsprong van goedaardige ovariumteratomen
aangetoond met behulp van chromosoombanderingspatronen in normaal en
teratoomweefsel van vijf patiénten. Tevens werden wederom elekiroforese — studies
verricht. In alle vijf gevallen hadden zowel het normale als het teratoomweefsel het
46 XX karyotype. Er werden geen translokaties of andere afwilkingen
waargenomen. De vilf normale weefsels bleken op 17 pleatsen in de
chromosoomparen te verschillen in het banderingspatroon, terwijl de
chromosoomparen in alle teratomen op die zelfde 17 plaatsen eenzelfde patroon
vertoonden. De biochemische gegevens vertoonden een ander patroon: in zes
gevallen waren de normale weefsels in elekiroforetische zin heterozygoot terwijl de
teratomen in drie van de zes gevallen homozygoot bieken te zijn. Deze gegevens
komen overeen met de eerder genoemde resultaten, terwijl de honderd procent
homologie in de banderingspatronen verklaard kan worden uit het feit dat het
chromosoomickaties betrof die zich allemaal op korte afstand van het centromeer
bevonden en dus nagenoeg geen invioed ondervinden van “crossing — over”. Deze
cytologische en bipchemische gegevens sluiten de mogelijkheid uit dat de teratomen
ontstaan uit somatische cellen of vit een odgonium, een geslachtscel die nog niet met
de meiose is begonnen.

Linder et al. (1975) concluderen dat deze goedaardige teratomen
parthenogenetische tumoren zijn die ontstaan uit geslachtscellen die de eerste
meiotische deling hebben ondergaan en de diploidie herstellen door de
onderdrukking of de afsnoering van, of de fusie met, het tweede poollichaampje.
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Deze conclusie werd later bevestigd door de resultaten van hetzelfde type onderzoek
bij de muis {Eppig et al., 1977).

Nu de ontstaanswijze van ovariumieratomen bekend was geworden konden deze
tumoren als goede modellen fungeren voor verder genetisch onderzoek. Zo
onderzochten Ott et al. {1976 — A, 1976 — B} de plaats van het centromeer met
behulp van teratoomgegevens en bestudeerden McCaw & Latt {1977) de replikatie
van het X —chromosoom in deze parthenogenetische tumoren. Laatstgencemden
konden aantonen dat teratomen ook cen laat replicerend X — chrmoscom bezitten.
Indien deze verlate replikatie de oorzaak is van X — inaktivatie dan bevestigen deze
waarnemingen dat X —inaktivatie ook kan plaatsvinden zonder bevruchiing.
Ovariumieratomen biijken dus een andere ontstaanswijze te bezitten dan de,
overigens veel minder vaak voorkemende, niet met gonaden verbonden teratomen.
Deze ontstaan uit diploide cellen via normale mitotische delingen, {Linder &1 al.,
1975 — B; Hecht & McCaw, 1977 en Kaplan et al., 1979), en vallen derhalve buiten
de context van dit literatuuroverzicht.

MeCaw & Latt (1977) en Martin et al. {1978) gebruikten teratcomeellen als model
voor de bestudering van het X —chromosocom(injaktivatieproces. De meest
aanvaarde theorie is dat de beide X — chromosomen genetisch aktief blijven tot een
bepaald moment in de ontwikkeling wanneer een X — chromoscom geinaktiveerd
wordt waarna het niet meer &ls matrijs voor de synthese van m — RNA functioneert.
McCaw & Latt gebruikien de cellen van vier humane ovariumtumoren als model
voor een studie naar de vraag of de inaktivatie van X — chromosomen uitshuitend
plaats kan vinden na een bevruchting. Zij onderzochten daartoe de delingskinetiek
van het X ~chromoscom in individuele cellen van goedaardige ovariumtumoren
van parthenogenetische oorsprong. Uit de resultaten bleek dat deze celien gen laat
delend X —chromosoom bevatten. Indien de veronderstelling dat het later
repliceren van het X - chromosoom een precieze indikatie is voor inaktivatie van
dit chromoscom {Lyon, 1961; 1972} dan bevestigen ook deze resultaten dat
inaktivatie van het X — chromosoom ook zonder bevruchting kan plaatsvinden.

Martin et al. {1978} werkten met cellijnen van muizeteratomen en concludeerden dat
hun  resultaten de fhypothese bevestigen dat de differentiatie van  de
A —chromosomen gedurende de embryonale ontwikieling de biochemische
inaktivatic van £én van beide chromosomen betreft. Deze resultaten wijken af van
die van McBurney & Adamson (1976) die met zowel biochemische alsmede met
cytogenetische proeven aantoonden dat er siechts 2én van beide X — chromosomen
aktief blijkt te zijn in een celliin van een vrouwelijk teratocarcinoom.

Een mogelijke verklaring van deze verschillen kan gezocht worden in het verschil
m uitgangsmateriaal voor de cellijnen. McBurney & Adamson onderzochten cellen
die geisoleerd waren van een tumor van een embryo en afgeleid zouden kunaen ziin
van een later, {post inaktivatie), oniwikkelingsstadium dan de LT —cellen die
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Martin et al. gebruikten. Een andere mogelijkheid is dat wverschillen in
isolatieprocedure en kweektechniek leiden tot verschillen in de genetische aktiviteit
van de X — chromosomen.

Kaplan et al. (1979) onderzochten de chromosomen van teratomen buiten de
gonaden bij twee vrouwen en vier mannen en constateerden dat deze teratomen
omtstaan via mitoses van diploide cellen. In mannen werden geen XX —tumoren
gevonden. Dit zou men wel kunnen verwachten indien zij van parthenogenetische
OOFSProng warei.

Uit een tienjarig onderzoek aan 270 ovariumtumoren blijkt dat er een zeer grote
variatie bestaat in de klinische verschijuing en het gedrag van deze groep tumoren.
{Bhattacharya et al., 1980). Uit de analyse blijkt circa 25% van de tumoren uit
geslachtscellen te zijn ontstzan. In deze groep nemen de goedaardige cysteuze
teratomen de belangrijkste plaats in: 47 van de 62.

Tot 1976 ziin er ongeveer 1363 gevallen van goedaardige cysteuze
ovariumteratomen in de literatuur beschreven (Meyer, 1925; Kouchy, 1925; Smith,
1929; Blackwell et al., 1946; Quirdand & St. Hill, 1847; Silverman & Alban, 1952;
Marcial & Medina,1958; Willis, 1967; Capuso et al., 1971 en Fox & Langley, 1976},
Hoewel wvast lesk te staan dat de cysteuze ovariumteratomen langs
parthenogenetische weg uit een 0dcyt ontstaan waarin de eerste meiotische deling
reeds heeft plaatsgevonden kwamen Omaha et al. (1980} na een cytogenetisch
onderzoek aan 52 ovariumieratomen tot de conclusie dat deze teratomen soms o0k
uit pdcyten kunnen ontstaan waarin de eerste meiotische deling nog niei heeft
plaatsgevonden. Er werden vier teratomen met chromosomale afwijkingen
gevonden: 47 — XX +12; 69 —XXX; 48 - XX +14+21 en 47— XX +20. Bij deze
laatste twee teratomen met chromosomale afwijkingen werden bovendien rnet
behulp van Q — band kleuringen heteromorfe chromosomen aangetoond. Omaha et
al. concludeerden tevens dat de afwijkende chromoscomconstituties wel eens van
invioed zouden kunnen zijn op het karakter van de tumor.

Melniker & Slavutin {1980) beschreven cen unick goedaardig ovariumteratoom met
twee ongewone kenmerken. Vijftien procent van de cellen bezat dubbele
Barr — lichaampies, en dus drie X —chromosomen, terwijl de tumor bovendien
prostaatweefsel bevatte. Dit laatste is met name opvallend omdat verondersield
wordt dat weeflseldifferentitie in teratomen volgens hetzelfde patroon verloopt als
bij foeten en de differentiatie in prostaatweefsel athankelijk is van testosteron. In
slechts twee gevallen van de 1363 goedaardige ovariumtumoren was reeds eerder
prostaatweefsel gevonden zonder dat daar ooit een bevredigende verklaring voor
is gegeven, aldus Melniker & Slavutin.

Teratomen met drie X — chromosomen moeten voor de eersie meiotische deling zijn
ontstaan hoewel het voorkomen van twee Barr— lichaampjes ook verklaard kan
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worden door polyploidie, aneuploidie, meiotic nondisjunction of mozaiekvorming.
Om over deze mogelijkheden een nadere uitspraak te kunnen doen zin
karyotypebepaling of banderingsonderzoek absoluut noodzakelijk. Het is daarom
z0 jammer dat dit door Melniker & Slavutin niet gedaan is, Vast staat echter dat deze
waarnemingen niet in strijd behoeven te zijn met de hypothese dat teratomen uit
geslachtscellen ontstaan nadat deze de tweede metotische deling hebben ondergaan.
Dat er incidentee! ook andere genetische ontstaanswijzen mogelijk zijn moet echter
niet uitgesicten worden geacht (Ohama et al., 1980).

Korte tiid geleden is door McCaw & Vyvial (1981) en door Hecht et al. (1981} voor
het eerst gebruik gemaakt van humane parthenogenetische cellen voor onderzoek
naar de genetische plaatsbepaling op het chromosoom van immuniteitsgenen, de
zogenaamde groep HLA genen. Het is bekend dat deze groep genen op het zesde
chromosoom gelokaliseerd zit, de afstand tot het centromeer was echter nog
onbekend. In dit onderzoek werd geen recombinatie gevonden tussen de groep HLA
genen en het centromeer hetgeen duidt op een plaats dichter bij het centromeer dan
bij de uiteinden van het chromosoom.

[E~7.4  Androgenese: de molazwangerschap (Mela hydatidifermis).

Recent is een speciale vorm van parthenogenese, de androgenese, in verband
gebracht met een pathologische zwangerschap, de zogenzamde mola
zwangerschap. De mola is een abnormale zwangerschap met sterk gezwollen
chorion villi doch zonder embryo of amnionviies (Vassilakos et al,, 1977; Kajii &
Ohama,1977). Er is een grote geografische speiding in het voorkomen van mola’s
gevonden. Zij komen veel vaker voor in de Aziatische en de Latijns — Amerikaanse
landen dan in de Noord — Amerikaanse ¢n Europese landen. {Joint project for study
of Choriocarcinoma and Hydatiform Mole in Asia, 1959, Aguero et al., 1973},
Aanvankelijk werd verondersteld dat het voorkomen van mola’s toeneemt met de
leeftijd van de moeder. (Benirschke & Driscoll, 1967).

Op basis van een cytogenetische en anatomische studie van 75 gevalien
onderscheidden Vassilakos et al. (1977) gedeeliclijke en complete mola’s. De
gedeeltelijke mola’s hadden chromosoom — afwijkingen en waren meestal triploid,
terwijl de complete mola’s een normaal vrouwelijk karyotype bezaten (46, XX). De
anatomische verschillen waren vooral in de villi gelokaliseerd terwijl eveneens
gevonden werd dat de complete mola’s nooit en de gedeeltelijke mola’s altjd
geassocieerd zijn met een navelstreng.

Szulman & Surti (1978 — A en B) bevestigden deze waarnemingen en voegden daar

de volgende anatomische verschillen aan toe: de complete mola vertoont een
voortschrijdende viceisicfopname van de villi en een zwelling van de gehele
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placenta, evenals cen (sterke) "gross haphazardly disiributed trophoblastic
hyperplasia”™, het bevat geen embryo of foetus en het heeft een diploid karyotype
46, X3 In een serie van elf mola’s varieerde de leeftijd van de moeder van 17 tot 31
jaar, gemiddeld 23 jaar.

Die incomplete mola is daarentegen triploid, heeft een duideljk waarnesembare
(ievende of dode} foetus en vertoont een langzaam voortschrijdende zwelling. Het
bezit een opvallend onvelledig gedifferentiesrde trophoblast en er is een, zij het
geringe, plaatselijke hyperplasie. In de serie van 11 incomplete mola’s varieerde de
leeftijd van de moeder van 18 tot 37 jaar, gerddeld 25 jaar. De derde set
chromosomen in deze triploide mola’s 1s eveneens van de vader afkomstig. In twee
van de drie onderzochte gevallen bleek dat er sprake was van een dubbele
bevruchting (dispermie) terwiil het derde geval een gevolg ken zijn van dispermie
of van een fzlen van de eerste meiotische deling van de zaadcel. {Lawler et 2., 1975}

Szulman & Surti {1978 — B) vonden tevens een afwijkende mola die niet in deze reeds
gencemde verdeling van Vassilakos et al. kon worden ondergebracht. Het betrof een
diploide mola met ongewone morfologische kenmerken en gen foetus. Zij vroegen
zich derhalve af of deze mola mogelijk cen derde soort vertegenwoordigde die tot
dan toe nog onbekend was.

Ook Jacobs et al. {1980} vonden twee afwijkende mola’s tussen 24 door hen op
karyotype onderzochte mola’s. Eén was type 46,XX maar met een normale van de
moeder en van de vader afkomstige set chromosomen. Van de andere, type 46, XY,
kon de corsprong van de chromosomen niet bepaald worden. Twee jaar later
werden door deszelfde groep nogmaals zes cytogenetisch afwijkende mola’s
beschreven waardoor duidelijk werd dat de onderverdeling in complete— en
gedeelielijke mola’s niet voldoende is. Tot heden is er nog geen nisuwe, volledige
klassificatie van alle mogelitke molatypen beschreven.

Wel is zeer recemt door Szulman & Surti (1982) een meer gedetailieerde
Klinisch — pathologische omschrijving gegeven van de gedeeitelijke mola’s op basis
van een studie van 201 molazwangerschappen. De gedeeltelijke mola lijkt een
mildere, wat afgezwakie vorm van de complete mola, Dit heeft met name betrekking
op de placentamorfologie, het lot van het embryo en de hCG concentraties in het
serum van de moeder. Er werden geen metastases gevonden die in verband stonden
met gedeeltelijke mola’s, evenmin chorionepitheliomen. In circa 50% van de
mola—zwangerschappen verandert deze afwijking in een kwaadaardig
chorionepithelioom waarbij de uitzonderlijke groei van de trophoblast het originele
patroon  van  villi geheel kan doen verdwijnen (Edwards, 1982). Deze
trofoblastwoekering groeit verder dan de normale begrenzing van het de uterus
binnendringende trofoblastweefsel. Er kunnen, soms pas vele jaren nadat de mola
is verwijderd, op ver van de uterus gelegen plaatsen, bijvoorbeeld in de longen,
metastases worden gevormd (Edwards, 1982). Chorionepitheliomen gaan meestal
gepaard met sterk verhoogde HCG ~ en prolactine — secretie. Deze hormonen
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kunnen hvperstimulatie van de ovaria veroorzaken en cysten tot gevolg hebben. Bii
alle patienten werden hoge concentraties HCG, FSH, LEH en PRL gevonden
{Gunasegaram ¢t al., 1982).

Than et al. {1981) namen recksen serummonsiers van 41 patiénten met een
trofoblast — tumor. Met bebulp van radic — unmunocassay werden onder andere de
vaor een zwangerschap specifieke eiwitien SP1 en PPS bepaald. PP3 (placental
protein 5} werd alleen bii die patiénten uit deze groep gevonden die een
mola — zwangerschap bleken te hebben. Het eiwit was enige uren na verwidering
van de mola reeds uit het serum van de moeder verdwenen.

Eenzel{de onderzoek werd evencens in 1981 door Lee et al. (1981} verrich:. Lee en
medewerkers kwamen tot de conclusie dat zowel de gemeten SP1 en de PPS
serumconcentraties een mogelijkheid bieden goedaardige en kwaadaardige
trofoblast — tumoren van elkaar te onderscheiden.

Sinosich et al. {1982) beschreven een specifiske, zeer gevoelige radio — imimunoassay
voor het bepalen van hiet, eveneens met zwangerschap verband houdende eiwit, PPA
{plama protein A). Dt eiwit kon binnen 32 dagen na het begin van de zwangerschap
worden aangetoond, bij tweelingen zelfs binnen 21 dagen. Het etwit werd bovendien
aangetoond in het serum van patienten met een mola —zwangerschap.

Szulman et al. (1982} analyseerden ongeveer 100 spontane, triploide aborwssen en
vond dat 86% bestond uit gedeelielijke mola’s. Zowel bij de 14% niet — mola — zwan-
gerschappen als de 86% mola — zwangerschappen stierven de fosten na ongeveer
acht weken. D¢ niet ~ mola — zwangerschappen aborteerden over het algemeen in
het eerste trimester dikwiils met een nog levende of onlangs gesiorven foet terwill
de mola’s over her algemeen later aborteerden. Het is nog steeds niet duidelijk
waardoor een triplofd embryo in zo'n hoog percemtage tet mola wordt
getranstormeerd. Masuko & Tojo (1581) bestudeerden onder andere de celeyclus
van normale trofoblasticellen en van de trofoblasicellen van mola’s. Beide celtypen
hadden een celcyclustijd van circa 15 vur maar de molacelien hadden een langere
S —fase en een kortere G1 — fase.

Het is niet duidelijk waarom de 46,XX parthencgenonten de hydatidiforme
veranderingen ondergaan (Edwards, 1982} De overerving van twee stel
chromoscemen van de vader zou een doodsocorzaak kunnen vormen door sen
immunoiogisch conflict tussen de antigenen van de parthenogenont en de
immunorespons van de moeder. Er zijn pogingen gedaan om met behulp van
immunotherapie de normale afsiotingsreaktie van de moeder tegen het
rrophobliastweeflsel op te wekken maar dit heeft nog niet tot resultaat geleid. Deze
afstotingsreaktie zou mogelijk zijn op grond van het feit dat gebleken is dat de mola
ontstaat door androgenese.

Zoals reeds eerder werd vermeld is het karyotype van de mola’s meestal 46,XX
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{Vassilakos et al., 1977; Szulman & Surtl, 1978 A en B). Er is een uniek geval
bekend met cen 48, X XYY karyotype (Shinchara et al., 1971) terwijl er zes 46, XY
typen zijn beschreven {Sasaki st al., 1962; Shinohara et al., 1971; Bourgoin et al,,
1965; Surti & Szulman, 1979; Jacobs et al, 1980 en Ohama et al, 1981). Een
cytogenetische studie naar het onstaan van deze afwijking heeft aangetoond dat
hoewel het chromoscombeeld kennelijk het normale vrouwelijke patroon
vertoonde, het molaweefsel uitsiuitend chromosomen van de vader bevat en dus van
corsprong androgenetisch is (Kajii & Ohama, 1977). Deze eerste waarnemingen van
Kajii & Ohama {1977 waren gebaseerd op banderingsstudies van chromosomen
van molaweefsel, van de moeder en van de vader. Yoor deze techniek gebruikien
zij een speciale Auorescentie kleuringstechnick. Met behulp van deze zogenaamde
(3 — band techniek worden metafase — chromosomen gekleurd waarna zij specifieke
karakieristicke banderingspatronen vertonen. Uit vergelitkende studies van deze
patronen van de chromosomen van de molz en die van de beide ouders kan een
uitspraak worden gedaan over de afkomst van de molachromosomen. In zeven
gevallen waarin de twee groepen chromosomen van de vader verschillende
banderingspatronen vertoonden waren de banderingspatronen van de twee
groepen chromosomen van de mola steeds aan elkaar gelijk en identiek aan een van
de groepen van de vader.

Later werden deze waarnemingen met dezelfde methode bevestigd door Wak et al,,
(1978} en Jacobs et al, {1978}, terwijl Lawler et al., {1973} met behulp van
enzymatische kenmerken eveneens tot bovengencemde conclusie kwam.
Androgenetische parthenogenonten zijn echier gewoonlijk haploid. IDe diploidie
van de mola’s kan op drie wijzen zijn ontstaan: dubbele bevruchting, bevruchting
door een diploide zaadcel of bevruchting door een haploide zaadcel gevolgd door
een chromosocomverdubbeling van deze zaadcel in de eicel. Het feir dat 30
bestudeerde mola’s homozygoot waren siuit de mogelijkheid van dubbele
bevruchting uit {Kajli & Ohama, 1977). De twee andere mogelijke ontstaanswijzen
zouden beide resulieren in een diploide mola met XX of Y'Y geslachischromosomen.
De ¥Y molen worden waarschijnlijk niet gevonden omdat een cel tenminste één X
chromosoom moet bevaiten om te overleven. Het hoge percentage mola’s dat een
kwaadaardige ontwikkeling vertoont zou verklaard kunnen worden door een
recessieve mutatie van een gen (of genen) dat de celgroel controleert. Omdat de
hemologe chromosomen in de mola genetisch identick zijn, (behalve voor de
uitgewisselde genen als gevolg van “crossing over™}, zijin de mola’s ook homozygoot
voor de mutatie en kunnen zij op deze wiize buiten de normale grocicontrole vallen.

D¢ ontstaanswijze van de zes reeds eerder genoemde 46,XY mola’s is onlangs door
Patillo et al., (1981) opgehelderd. Het karyotype 46,XY kan op drie manieren
ontstaan:
1) door een normale bevruchting van een cicel door een 23,Y zaadeel. 2) door
bevruchting van een eicel zonder chromosomen {of na

inaktivatie van de vrouwelijke pronucleus waarna de chromosomen
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degenereren) door een zaadeel met karyotype 46,XY mogelijk door

het geheel achterwege blijven van de eerste meiotische deling van

die zaadcel.
3} door bevruchting van eenzelfde type eicel (alsin 2y door iwee  zaadcellen met
respectievelijk een 23,X en een 23,Y karyotype.

Kajii & Chama {1977) veronderstelden dat de onder 2 genoemde ontstaanswijze het
meest voor de hand zou liggen. Jacobs et al. {1980} konden geen onderscheid maken
tussen de eerste en de derde mogelijkheid terwijl Surti et al. (1979) geen onderscheid
tussen de tweede en de derde mogelijkheid konden maken. Patillo =t al. (1981)
concludeerden echter dat er in de door hen onderzochte mola sprake was van een
dubbele bevruchting, Zij kwamen tot deze conclusie aan de hand van de resultaten
van de @ — banderingstechniek. Hieruit bleek dat de chromosomen 3 en 22 van de
mola niet van de moeder afkomstig waren hetgeen een normale bevruchting,
mogelijkheid 1, uitstoot. De tweede mogelijkheid, onderdrukking van de meiotische
deling van de zaadcel, kon ook worden uitgesloten doordat slechts een van de beide
chromosomen 3 en 22 van de vader aan de mola waren doorgegeven. Dit gebeurt
niet wanneer alle metafase —chrmosomen in de eersie melotische deling van de
zaadcel bij elkaar blijven. Omaha et al. (1981) komen tot dezelfde conclusie na
onderzoek  van  wvier 46,XY mola’s met behulp van ds Q-  en
R —banderingstechnieken, HLA (histocompatibiliteits leukocyt —antigeen)
specificaties en enzym —(fosfoglucomutase en esterase— D)—varianten. Ook
Yamashita et al. (1979) kwamen tot een dergelijke conclusie na een onderzoek bij
13 complete mola’s. Zij analyseerden de lvmfocyten van het molaweefsel en van de
beide ouders op de HLA— A en HLA — B kenmerken. Aangetoond werd dat het
molaweefsel de homozygote A en B kenmerken had die identiek waren aan die van
de vader en niet zan die van de moeder. Bovendien bleek het molaweefsel een
homozygote expressie te bezitien van vaderlijke HLA — kenmerken waarvoor de
vader zelf in 8 van de % gevallen heierozygoot was. Dit suggereert dat de mola’s
ontstaan waren uit een ei dat door een haploide zaadceel, die zijn chromosomen na
de meiose had gedupliceerd, was bevrucht. Omaha et al. {1981) berekenen het
percentage 46,2Y mola’s op 4% (3 van de 120 onderzochte molakaryotypen). Naar
aanleiding van dit percentage veronderstellen Omaha en medewerkers dat
waarschimlijk 2% van de 46 XX mola’s eveneens het resuliaat is van dispermie.
limmers, dispermie zou XX, XY en Y'Y mola’s tot gevelg hebben in een verhouding
1:2:1, waarbij de Y'Y — mola’s lethaal zijn.

Deze waarnemingen, die duiden op verschillende ontstaanswijzen van mola’s met
elk verschillende genetische gevolgen, zijn van belang bij het opstellen van cen
hypothess die de transformatie van complete mola’s in kwaadaardige gezwellen zou
kunnen verilaren.

Jacobsetal (1982) publiceerden zzer recent de resultaten van vijf jaar cytogenetisch
en epidemiologisch onderzoek naar complete en incompleie mola’s. In een
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populatie van 1602 onderzochte spontane abortussen werden op pathologische
criteria, zoals die door Szulman & Surti (1978) waren omschreven, 40 complete en
88 incomplete mola’s gevonden.

Cyiopenetische waarnemingen bevestigden de reeds eerder (Vassilakos et al., 1977;
Szulman & Surti, 1978 — A en B) vastgestelde karyotypische verschillen tussen
complete en incomplete mola’s, respectievelijk diploid en triploid. Nieuw was de
positieve correlatie die gevonden werd tussen het percentage complete moia’s en
vrouwen beneden de 20 jaar en vrouwen die afkomstig waren van de Filippynen.
Deze twee effecten waren onafhankelitk van elkaar. In twee vroegere studies naar
de epidemiotogie van mola—zwangerschappen, sveneens uitgevoerd op Hawaii,
was aangetoond dat Japanse vrouwen een vernoogd risico hadden, {McCourriston,
1968, Natoli & Rashad, 1972). Beide studies omvatten schier geen Fillpplinse
wrouwen. Jacobs en medewerkers verklaren deze verschillen doordat in die twee
onderzoeken geen onderscheid werd gemaakt tussen complete en incomplete moia’s
ferwijl er eveneens gestandaardiseerde criteria ontbraken voor de seiektie van
mola—zwangerschappen. Op grond van de beschikbare gegevens concluderen
Jacobs en medewerkers dat aile klassiecke compleie mola’s androgenonien zijn en
dat bijna alle incompleie mola’s triploid zijn.

De opmerkelijke verschillen in de twee sindprodukien van ovariumteraiomen sn
meia’s roepen diverse vragen op over de mogelijke Tysiclogische verschillen fussen
het yiisiuitend van de vader of van de moeder afkomsiige genetische materiaal 2n
het eiceicyioplasma. Qok de studie naar de inviced van de plaais van de implanizatie
=n de interakiie tussen de moeder en de mola zijn mogelizk van belang om de
verschillen tussen mola’s en teratomen ie verkiaren, Zeer interressant zow het Zin
indien het mogelijk was een gynogenetische ontwikkeling in de uterus e bestudersn
21 deze te vergelijken met de mola —zwangerschap.

M—-758 {omplete parthenogenese bij de mens ?

Een van de eerste theoretische artikelen over complete parthenogenese bij de mens
is door Delage (1913) geschreven. Delage paste de resubiaten van sxperimeniele
narthenogensase toe om gevallen van uniiaterale erfeliikheid te verklaren in verband
met nakomelingen van middelzwars drinkers en zwaar verslaafde alcoholisten.
Uitgaznde van het feit dat alcchol chromatine in de zaadeellen beschadigt zouden
in navolging van de stralingsexperimenten van Q. Hertwig, bij landurig zwaar
alegholgebruik gezonde nakomelingen onistaan door gynogeness, Bil middelzwaar
gebruik daarentegen abnormale nakomelingen doordat het chromatine n de
zaadcel nog niet in die mate is beschadigd dat het tofaal geen genetische biidrage
meer kan leveren. De MNederlander Benders (1%14) meende een bevestiging van deze
iheorie gezien te hebben bij enige patiénten {n 21jn kliniek te Meerenberg. Het betrof
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hier nakomelingen ven cen vader "die in het eersie jaar van zijn huwelijk ging
drinken en wel 200 hevig, dat hij in korten tijd zijn vrij grocte bezitlingen er
doorgebracht had en in ongeveer tien jaren 0jds zich had "doodgedronken™.

Als vervolg op een lezing van Spurway (1955) publiceerde zen Engels weekblad, de
“Sunday Pictorial”, een oproep aan moeders die ervan overtuigd waren dat zij een
kind gekregen hadden zonder dat gemeenschap met een man had plaats gevonden.
Megentien moedars gaven gehoor aan deze oproep. Daarna werd het Charing Cross
Hospital in Londen benaderd met het verzoek deze negentien aanspraken op
parthenogenese wetenschappelijk op hun juistheid e tcetsen. EIf gevallen vielen
reeds na een cerste interview af, omdat betrokkenen van mening waren dat "virgin
birth™ sen gebooste inhisld die zen gevolg was van zen geslachisgemesnschap
waarbij het maagdenviies intact was gebleven. Bij de resierende acht moeders en
dochters werden bloedgroepstudies gedaan. Op grond hiervan, en naar aanleiding
van de kleuren van de ogen, bleef er nog &én paar over wat nog stesds niet uiigesloten
xon worden: Mrs. Alpha and daughter”. Moeder en dochter bezaten beide de
mogelijkheid om phenyfthmcdri}a"mde te proeven {peiden Xonden deze stof
nrogven tof een drempel waarde van 2,54 mg per liter). ok het slekircforesepairoon

van het bloedserum en cen chemisch speekselonderzoek zaven zeen onderscheid
tussen moeder en dochter te zien. Tenslotte werden huidtranspla i;tues verricht. Het
transpiantaat van de dochter op de moeder werd na Pimd wier weken afgestoten,
serwill de reciproke transvlantatie er zes weken “gezond” unzag alvorens zii tekenen
van davasculansatievertoonde. Merkweardig genoeg concludeerde Balfour — Lynn
{1856) dat het belang van deze huidizansplantatie siudie nogal duister 3. De
sictconciusie van het artikel [oidt dan ook: 7in such a case as this, rigorous proof
is impossible, but it remains that ail the svidence obtained from serological and
special iests is consistent with what would be expecied in 2 case of parthenogenesis.
Theabssnce of the pre — knowledge Tactor although not capable of precise statistical
svatuation, adds greatly (o the probability of such a claim Deing well founded. Thus,
this mother’s claim musi not only be considered seriously, but it must also be
admitted that we have been unable 1o disprove it™.

Op grond van de aidige kennis over afstoringsmechanismen mosten we aannemen
dat er ook i het laatsie moeder — dochier paar g sprake s gewsest van
arthencgenese zodat er in gesn enkel geval apra;cv s zawesst van de door de

rz geclaimde parthenogenetisciie onitstaanswijze vap dochters. Plait &
i 9 &) lowamen in en andars s 7ieﬁf“:§ A Iﬂ‘e ¢. Zijonderzochien
ypoineze dat vrouwen 4ig geen ovarinmweel i en fjdens de puberigit
29En secu daire aslachiskenmerken gaan verto k door parthenogenese
ontstaan zouaen zijn. in navolging van Spurw werd
hloedgroepstudies aangetoond Gat it niet het Ueva; WAL,

<
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H—-7.4 Samenvatting en conclusies

In hoofdstuk 1I—7 wordt de liferatuur beschreven waarin sprake is van
niet - zygogenetische ontwikkelingen bij de mens.

Evenals bij de zoogdieren {zie 11 — 6) zijn er ook bij de mens waarnemingen gedaan
aan obGeyten en cicellen die delingskarakieristicken vertoonden en waarvan men
zich afvroeg of er sprake was van parthenogenetische ontwikkelingen. Hoewel dat
bij een aantal publikaties ten onrechte als zodanig werd geinterpreteerd zijn er in
de laatste tien jaar opzienbarende nieuwe ontwikkelingen beschreven waarin er wel
degelijk sprake is van zygoparthenogenetische ontwikkelingen.

In dit verband wordt gewezen op het voorkomen van teratomen bij de mens, Recent
onderzeek heeft aangetoond dat een gedeelte van deze teratomen uit geslachiscellen
ontstaan. Na een kort historisch overzicht van publicaties waarin het verband tussen
tesiis — en ovariumiumoren en parthenogenese wordt beschreven, wordt met name
de literatuur over dit onderwerp van de laatste 10 tot 15 jaar behandeld. Het blijkt
daf er een zeer grote variatie bestaat in de klinische verschijning en het gedrag van
ovariumtumoren., Uit een analyse is gebleken dat 25% van deze tumocren uii
geslachiscellen ontstaat. Het betreft hier met name de goedaardige cysteuze
teratomen. Soms ontstaan zij uit obcyten waarin de eerste meiotische deling nog niet
plaatsgevonden heeft, soms is dat echter wel het geval. Uit cytogenetisch onderzoek,
waarbi] met name chromoscombanderingen werden onderzocht, is gebleken dater
in een aantal gevallen chromosomale afwijkingen in de teratomen voorkwamen. Er
zijnn aanwijzingen gevonden dat deze afwijkingen van invioed zouden kunnen zijn
op het karakter van de tumor.

Pas enige laren geleden is er ¢en verband gelegd tussen het optreden van
zygoparthenogenetische ontwikkelingen en het voorkomen van een pathologische
zwangerschap, de zogenaamde mola zwangerschap. Op basis van cytogenetische en
anatomische verschillen worden twee typen mola’s onderscheiden: gedeeltelijke en
complete  mola’s.  De  gedeeltelifke mola’s  zijn  triploid, hebben
chromoscomalwijkingen en beziiten een duideligk waarneembare (levende of dode)
foetus. De complete mola’s bezitten geen embryo of foetus en hebben het normale
vrouwelike karvotype. Wel bleek uit de resultaten van banderingsstudies van de
chromosomen van de moeder, de vader en de mola, dat alle chromosomen van de
vader afkomstig zijn; er iz dus sprake van een androgenetische
zygoparthenogenetische ontwikkeling. Hoewel de overerving van twes stel
chromosomen, als gevolg van dispermie of bevruchting door een zaadeel waarin de
eerste meiotisch deling achterwege is gebleven, een doodsoorzaak zou kunnen
vormen door een immunoclogisch confiict tussen de antigenen van de
zygoparthenogenont en de immunorespons van de moeder, is nog sieeds niet
duidelijk waarom de 46,XX zygoparthenogenonten de transformatie tot mola
ondergaan.
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Zeer recent is aangetoond dat men goedaardige en kwaadaardige
trofoblast — tumoren van elkaar kan onderscheiden door conceniratie — bepalingen
met behulp van radic — immunc — assay van seruminonsters van bepaalde, voor egn
zwangerschap specifieke eiwitten.

Recent zijn ook mola’s met andere karyotypen gevonden, onder andere enige met
46,XY en &én 48 XXYY karyotype. Waarschiinlijk zal binnenkort dan ock de
huidige verdeling in gedeeltelijke en complete mola’s uitgebreid moeten worden met
tenminsie een derde categorie 46, XY mola’s en een vierde categorie met ancuplcide
mola’s.

Hvenals bij de zoogdieren {I1—6.6) kan ten aanzien van de mens geconcludeerd
worden dat er geen levende, niet — zygogenetische individuen bekend zijn. Wel zijn
er parthenogenetische en zygoparthenogenetische ontwikkelingsn (teratomen en
mola’s) beschreven. Het betreft hier echter pathologische ontwikkelingen die niet
tot de vorming van op normale embryo’s gelijkende individuen leiden. Hoewel er,
met name de laztste jaren, veel bekend geworden is over de onistaanswijze en de
cytogenetische aspecten van deze ontwikkelingen is nog gehee! onbekend wat de
oorzaak is van het onfstaan en waardoor de ontwikkeling een nathologisch karakter
krijgt.
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HOOFDSTUK III

EXPERIMENTELE PARTHENQGENESE BLf ZOOGDIEREN

[iI—1  Historisch overzicht tot 1960

Ter inleiding van de beschrijving van het eigen experimentele werk wordt eerst een
beknopt historisch overzicht gegeven van de ontwikkelingen tot omstreeks 1960
rond de experimentele parthenogenese bij zoogdieren. Na 1960 — en vooral in de
jaren zeventig — verschijnt er een groot aantal publikaties over dit onderwerp en
worden veel nicuwe technieken geintroduceerd. Voor verdere informatie over de
vooruitgang, die met de verschillende technieken geboekt is, zijn de
literatuurreferenties per techniek aan het einde van dit hoofdstuk opgenomen. Men
spreekt van experimentele parthenogenese indien er sprake is van een
parthenogenetische ontwikkeling, die door menselijk ingrijpen wordt geinduceerd
en waardoor er cen afwijking ontstaat ten opzichte van het natuurlijke
ontwikkelingspatroon.

Hoewel het werk aan de zijderups (beschreven in Tichomiroff’s publikatie uit 1886)
door sommigen als de eerste beschrilving van de mogelijkheid van experimentele
parthenogenese bij dieren wordt beschouwd, trekken andere onderzoekers de
Juistheid van deze experimenten en conclusies in twijfel. Deze twijfels berusten
vooral op het feit, dat bij vele rassen van de zijderups, Bombyx Mori, natuurlijke
parthenogenese voorkomt, Daarem worden de werken van Morgan (1896 — 1900},
Mead (1898), Hertwig (1896) en Loeb (1899, 1900) over het algemeen beschouwd
als de eerste beschrijvingen van de mogelijkheid om parthenogenese experimenteel
bij dieren te induceren.

Het zou echter nog tot 1923 duren eer experimentele parthenogenese bij zoogdieren
werd aangetoond. Deze eerste pogingen om parthenogenese bij zoogdieren te
induceren werden door Novak en Eisinger (1923) in Wenen ondernomen. Zij
bonden de eileiders van normaal bevruchte ratten af en ook die van dieren, welke
door gesteriliseerde mannetjes gedekt waren. Dit afbinden gebeurde onder
etherverdoving, hetgeen de interpretatie van de resultaten enigszins bemoeilijkte
gezien de, later nog te bespreken, parthenogenetische inductie, welke als gevolg
hiervan kan optreden. Op grond van de waarnemingen aarn de eicellen uit de
afgebonden cileider, achtten Novak en Eisinger bewezen, dat "auch das
unbefruchtete Sdugetierei sich zu teilen und wenigstens in dem Sinne weiter zu
entwickeln vermag, dass aus ikm ein aus zahlreichen Zellen bestehendes, wenn auch
nicht weiter in Keimblétter oder Organe differenziertes Gebilde entsteht™. Hoewel
zij zich de mogelijkheid van het optreden van fragmentatie realiseren, zijn zij toch
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overtuigd van “eine wirkliche Teilung von unbefruchteten Eizellen” en voegen
hieraan toe, dat het van de gehanteerde definitie afhangt of het door hen beschreven
verschijnsel als parthenogenese aangemerkt kan worden.

Champy (1927) beschrijft een ogenschijnlijk normaal 8 —cellig embryo in een in
vitro gekweekt konijne — ovarium. Dit zou eveneens opgevat kunnen worden als een
voorbeeld van experimentele (ovariéle) parthenogenese.

in een studie van het gedrag van onbevruchte eieren in vitro nam Pincus (1930) in
63,8% van 213 eieren delingen waar. De term “gedeeld” moet echter zeer ruim
opgevat worden gezien zijn opmerking: "The term "divided” includes any degree of
observabie development beyond the one — celled stage of the ova as recovered from
the animals.” Wel bijjkt Pincus zich de moeilijkheid te realiseren van het
onderscheiden tussen werkelijke parthenogenese en fragmentatie. Dit essentigle
probleem brengt hij als volgt onder woorden: "One question is common to the
subject of ovarian parthenogenesis and the study here described, and that is — are
we observing true parthenogenesis or merely degenerative fragmentation?” Hoewel
hij bevestigt, dat bepaalde resuitaten zonder twijfel toegeschreven moeten worden
aan fragmentatie, houdt hij vast aan zijn zienswijze, dat "the many cases of regular
cleavage observed are true parthenogenetic.” Deze beschouwingen over
parthenogenese en fragmentatie verklaren echter niet de discrepantie tussen het
gedrag in vivo en in vitro, die door Pincus werd waargenomen. Hij vraagt zich dan
ook af waarom deze ontwikkeling, wat die dan ook zijn moge, bij onbevruchte eieren
in vivo zo zeldzaam voorkomt en zo dikwijls in vitro. Een van de mogelijke oorzaken
kan de door verdamping van het medium ontstane hypertoniciteit zijn, temeer daar
dit reeds bekend was uit proeven met eicellen van een zeeégel ( Arbacia ), (Hunter
1901; Just, 1928). Om dit verder te onderzoeken werden door Pincus en Enzmann
(1936 — A) een serie nieuwe experimenten gedaan, waarin het effect van bekende
methoden van parthenogenetische stimulatie op konijne—eicellen onderzocht
werd. Als criterium voor de daadwerkelijke induktie van een parthenogenetische
ontwikkeling werd de afsnoering van het tweede poollichaampje genomen.
Gevonden werd, dat een korte behandeling met oplossingen met een verlaagde
osmotische waarde ten opzichte van die in de natuurlijke omgeving (de cileider en
de uterus) cen effektieve methode was. Een langere behandeling gaf slechte
resultaten. Een korte blootstelling aan 45 — 47 graden Celsius bileek eveneens een
uiterst effektief middel te zijn. Pincus en Enzmann concludeerden dan ook, dat
bepaalde methoden, welke bij lagere vertebraten gebruikt werden om
parthenogenese te induceren, ook effektief zijn voor zoogdier - eieren.

L.ater bepaalt Pincus (1939) de optima in duur en intensiteit van de behandelingen
(Supranormale temperatuur en hypertonische oplossing). Bovendien
transplanteerde hij in vitro gestimuleerde eicellen in psendo — zwangere konijnen.
"Their development closely parallelled that observed in vitro. Nineteen females
receiving artificially activated ova were allowed to go to term. Three of these
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produced young at term”. Door deze drie vrouwtjes werden respectievelijk 12
vrouwtjes, drie mannetjes, één doodgeboren vrouwtje en één levend vrouwtje
voortgebracht. De eerste recipiént was pseudo — zwanger tengevolge van dekking
door een steriele man; de andere twee tengevolge van injecties met een
hypofyse — extract. Indien er echter sprake van parthenogenetisch ontwikkelde
dieren zou zijn, is het onmogelijk, dat zich mannetjes ontwikkelen. Immers, alleen
de mannelijke geslachtscellen bevatten een Y — chromosoom. Indien er dus geen
genetische bijdrage van een mannelijke geslachtscel is geweest, kunnen nooit
mannelijke nakomelingen uit eicellen ontstaan. Ook Pincus heeft zich dat
gerealiseerd, vandaar dat hij in een ander artikel (1939) op deze resultaten
terugkomt. Hij stelt dan vast, dat ”in the case of the first litter, however, a probability
exists that some of the offspring might have been developed from fertilized eggs
since the recipient female was made pseudo-pregnant by mating with a
vasectomized male. If this male were imperfectly vasectomized, or retained sperm
for some time after vasectomy, he might have been the parent of the young” en
verder: “since the latter were produced by does made pseudo — pregnant by pituitary
extract, there could be no doubt that the young arose by parthenogenetic
development”.

Aansluitend aan een eerste korte mededeling (Pincus & Shapiro, 1940 A)
beschrijven deze zelfde auteurs {1940 — B) korte tijd later een uitgebreide serie
experimenten met konijne — eicellen. Deze werden gedurende 3 — 5 minuten in
verschillende hypo— en hypertonische oplossingen geincubeerd. De beste
resultaten werden verkregen door incubatie in hypertonisch serum. Bij 37,9% werd
een poollichaampje afgesnoerd en 4,8% van de 353 onderzochte eicellen deelde zich
(zonder fragmentatie). Soms werden ock bij de controle experimenten duidelijke
tekenen van activatie waargenomen. Gezien het feit, dat door Pincus en Shapiro in
een “koude” kelder (17 — 21 graden Celsius) werd gewerkt, waarin de eicellen een
tot twee uur verbleven tussen isolatie uit de donor en de uiteindelijke incubatie in
37,5 graden Celsius, kwamen zij op het idee om na te gaan in hoeverre afkoeling ook
een stimulans kan zijn voor activatie. Hiertoe incubeerden zij 34 eicellen gedurende
2 — 3,5 wur bij 17 — 21 graden Celsius en 46 eieren gedurende 15 — 85 minuten
bij 6 graden Celsius. Na een verdere kweek van 20 ~ 24 uur bij 37,5 graden Celsius
in konijneserum werden de eicellen gefixeerd en cytologisch onderzocht op tekenen
van activatie. Ook werd het effect vastgesteld van hyper— en hypotonische
gebalanceerde zoutoplossingen en  van  hypotonisch  serum. In  de
afkoelingsexperimenten werd bij 52,5% activatie en bij 23,8%: deling waargenomen;
de overige behandeling respectievelijk 29,2 — 379% en 7,0 — 17,4%. De beste
resultaten werden verkregen na een afkoeling van 10 — 30 minuten tot 6 graden
Celsius. In een serie van 33 eicellen werden er 13 geactiveerd, waarvan er 10 gedeeld
waren zonder de vorming van cytoplasmatische fragmenten; deze werden echter wel
na langere incubatie gevonden. Besloten werd toen om de tubae 14 — 19 uur na een
injectie met hypofyse — extract in situ af te koelen. Bij 16 aldus behandelde dieren
werd in een geval een levend jong geboren.
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Deze opzienbarende resultaten bleven niet onopgemerkt en kwamen herhaaldelijk
in de publiciteit, onder andere in Time (Ratcliff, 1936, 1937). Een publiciteit,
waarmede Pincus blijkens een uitlating van een van zijn medewerkers (Werthessen
& Johnson, 1974) niet zeer gelukkig was. Tot op heden bestaan bij velen nog twijfels
over de juistheid van de interpretatic van deze experimenten en wordt de
parthenogenetische oorsprong van de levende jongen in twijfel getrokken. Hoewel
afkoeling als effectieve stimuius van parthenogenese door Thibault (1949 en Chang
(1952) werd bevestigd, is het tot op heden nog niemand gelukt met succes
parthenogenetisch levende jonge zoogdieren te kweken. Wel zijn er de iaatste jaren
opzienbarende resultaten bereikt. Zo werd door Kaufman, Barton & Surani (1977)
een hoog percentage doorgroei tot het eicylinder —stadium bereikt bij diploide
muize — parthenogenonten en een klein percentage groeide zelfs door tot de aanleg
van de voorpoten.

Beatty (1957} twijfelt niet aan de juistheid van de parthenogenetische oorsprong van
de vijf jonge dieren, getuige zijn opmerking, dat "the fact that a male was not used
at any stage of the experiments means that the five offsprings must be
parthenogenetic, unless a procedural accident occurred several times” en “the
failure of Thibault and of Chang to obtain born parthenogenones does not amount
to a disproof of Pincus and Shapiro.”

In een biografische herinnerinnering aan Pincus, trekt Ingle (1971) de
veronderstelde experimentele parthenogenese sterk in twijfel ("Pincogenesis™),
hetgeen een reaktie ontlokt aan een oud — collega en vriend van Pincus (Werthessen
& Johnson, 1974). Gezien het feit, dat Werthessen de uitvoering van de
experimenten van zeer nabij heeft meegemaakt en deels eraan meegewerkt heeft,

-mag er grote waarde aan dit artikel gehecht worden. In het artikel wordt
achtergrondinformatie gegeven over de opzet van de experimenten en de
argumentatie voor de keuze van het konijn als proefdier (en niet de rat of de muis).
Tevens wordt uitgelegd waarom Pincus de experimenten niet herhaald heeft na de
tweede wereldoorlog. Tenslotte is wvan groot belang, dat er levende
parthenogenonten werden geboren uit een moeder, die niet in kontakt was geweest
met een gevasectomeerd mannetje, doch waarbij het corpus luteum in het begin
gestimuleerd was door exogeen toegediend gonadotropine.

Moricard en De Fonbrune (1937) isoleerden odcyten uit follikels van ratte— en
muize — ovaria en kweekten deze verder in verschillende media met en zonder
extracten van fragmenten van verschillende weefsels (hypofyse, testis, schildklier,
enzovoort) en eventueel met toevoeging van vitaminen, toxinen en hormonen. Zij
vonden onder andere, dat in 24 van de 52 bestudeerde ratte — en muize - odcyten
de vorming van het eerste poollichaampje optrad wanneer zij in hun eigen,
respectievelijk soorteigen, sera gekweekt werden met een stukje hypofyseweefsel.
Zeven van deze 24 oboyten vertoonden verdere parthenogenetische ontwikkeling tot
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het twee, drie — en viercellig stadium. In hoeverre bij deze parthenonogenonten ook
een tweede poollichaampje gevormd was, wordt helaas niet vermeld.

Reinmann en Miller (1939} beschrijven een geval van parthenogenese bij een eicel
van de mens. De afsnoering van poollichaampjes werd waargenomen na het
aanprikken van het el met behulp van een micromanipulator en een verdere kweek
in een hangende druppel menselijk bloedserum, waaraan een “druppeltje”
ethylacetaat was toegevoegd. Gegevens over experimenten met vier andere eicellen
worden terloops genoemd en zouden later gepubliceerd worden. Voor zover kon
worden nagegaan is dit echter niet gebeurd. Wel concluderen Reinmann en Miller:
"The human ovum is capable of being artificially stimulated to parthenogenetic
activity. The implications of this finding are many and varied. There are mentioned
Ibut two: its relation to dermaoids, teratomas, etc., and its bearing on concept of
potency”. Deze mogelijke relaties zijn reeds eerder beschreven in hoofdstuk I1—-7.3,
Uit de beschrijving van de afsnoering van de poollichaampjes is echter af te leiden,
dat er alleen sprake was van het uitstoten van wat cytoplasma door het aangeprikte
gaatje. Dit mede op grond van het feit, dat het tweede poollichaampje volgens
Reinmann en Miller reeds 25 minuten na het eerste ontstond, terwijl het eerste reeds
vijf minuten na het aanprikken werd gevormd.

Thibault (1947) verkreeg bij konijne — eicellen circa 50% activatie na afkoeling in
sifu tot 6 graden Celsius. Na 48 — 792 uur in vivo doorgroei vond Thibault acht
morula’s tussen de 19 geisoleerde odcyten uit de drie recipiénten. Hoewel enige
morula’s degeneratieverschijnselen vertoonden, zagen de meeste er normaal uit.

Een jaar later beschrijft Thibault (1948) het optreden van een rotatie van de
kernspoel van de tweede rijpingsdeling. Deze rotatie vond plaats ongeveer 30
minuten na het toedienen van de koude shock. (Afsnoering van het tweede
poollichaampije treedt bijna nooit op). Weer 1 — 1,5 uur later nam hij het begin van
de telofase waar. Dt wverschil tussen de reactie van ratte—eicellen en
konijne —eicellen op afkoeling {bij de rat een afsnoering van het tweede
poollichaampje zonder verdere delingen en bij het konijn geen afsnecering van het
tweede poollichaampje, doch wel delingen) wordt nogmaals door Thibault en
Ortavant (1949) benadrukt. Bij het schaap wordt het tweede poollichaampje
ongeveer vier uur na een drie minuten durende koude —behandeling (0 graden
Celsius) afgesnoerd en vormt zich een haploide kern in de eicel. Deze reactie komt
dus overeen met die van het konin.

In een overzichtsartikel (Thibault, 1949 — B) over het reeds hiervoor genoemde werk
(Thibault, 1948, 1949, en Thibault & Ortavant, 1949 — A) en aangevuld met de
resultaten van nieuw onderzoek, beschrijft Thibault het effekt van afkoeling op de
ontwikkeling van kontjne—, schape— en ratte — eicellen. Incubatie in vitro bij 6
graden Celsius van uit de tubae geisoleerde konijne — eicellen werd met slechts 2, 7,
6 en 9 eicelien uitgevoerd, die respectievelijk gedurende 5 uur, 7 uur, § uur en 40
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minuten en 30 uren doorgekweekt werden. Wanneer Thibault de resultaten van deze
groepen bijeenbrengt, komt hij uit op een activatiefrequentie van 62%. Het lijkt
enigszins overdreven om op grond van het kleine aantal eicellen en het geringe
verschil met het resultaat van Pincus en Shapiro (53%) tot de volgende uitspraak te
komen: "Cette proportion est donc supérieure a celle qui a été obtenue par Pincus
et Shapiro”. Temeer daar Thibault in de vijf door hem gestelde criteria voor activatie
ook een 90 graden rotatie van de kernspoel van de tweede meiotische deling
opneemt. Pincus en Shapiro daarentegen beschouwen de odcyten pas als
geactiveerd wanneer zij een of meerdere kernen bezitten of wanneer deling is
opgetreden. Bovendien kweekten zij de eicellen veel langer door na de afkoeling,
waardoor het mogelijk is, dat een belangrijk gedeelte aan hun aandacht ontsnapte
doordat, zoals zij zelf opmerken, bepaalde eicellen degenereren nadat ze geactiveerd
zijn. Thibault vindt het criterium van kernspoelrotatie echter reeds voldoende
omdat "men zén rotatie bij degenererende eicellen in de tubae nooit waarneemt”.
Een volgend experiment van Thibault (1949 — A) bestond uit het afkoelen van
tuba — eicellen in situ tot 6 graden Celsius volgens een door Pincus en Shapiro
beschreven methede. Vier, twee, zeven en nogmaals zeven eicellen werden aldus
respectievelijk gedurende 20, 15, 20 en 15 minuten afgekoeld. Het
activatiepercentage, dat op basis van de resultaten werd vastgesteld, bedroeg 65%.
Ook werden eicellen tot circa 0 graden Celsius afgekoeld door een stuk smeliend ijs
gedurende drie tot vier minuten tegen het gebied van de tubae te houden, waarin zich
de eicellen bevonden. Het aldus verkregen activatiepercentage bedroeg nu 88% van
een seric van 79 eicellen. Twee peactiveerde eicellen snoerden het tweede
poollichaampje af (een van deze beide eicellen vormde een haploide pronucleus).
Drie andere geactiveerde eicellen vormden een diploide pronucleus. Op dezelfde
wijze werden door Thibault 11 schape —eicellien behandeld: drie minuten in situ
afkoelen met smeltend ijs. Als eerste reactie constateerde Thibault een 90 graden
rotatie van de kernspoel. In de onderzochte eicellen werden 4 — 48 uur na afkoeling
6 rotaties waargenomen. Bovendien vormden zich in twee gevallen een tweede
poollichaampje; in é&n geval een diploide kern en werd er voorts één gedeelde odcyt
gevonden. Een zeer opmerkelijk resultaat werd verkregen bij ratte — eicellen: drie tot
vier minuten in situ afkoeling met smeltend ijs van een groep van 47 o4cyten toonde
100% activatie aan en bovendien in alle gevallen de afsnoering van het tweede
poollichaampje; dit laatste had reeds na 90 minuten plaatsgevonden. In
controle —experimenten, die opgezet waren om de eventuele invioed van
etherverdoving te onderzoeken, werden bij een langere anesthesie hogere
activatiepercentages verkregen, te weten: na 6 minuten 0%; na 10— 12 minuten 35%
ennat5 — 20 minuten 76%. Ether speelt dus duidelijk een rol bij de activatie. Bij
in vitro experimenten werden de volgende activatiepercentages bereikt: 94% bij
afkoeling tot 0 — 3 graden Celsius gedurende 3,5 — 4 minuten {18 odcyten). Bij de
andere activatiemethoden (incubatie in hypertonische (5 minuten) en hypotonische
(4 en 15 minuten) oplossingen en verwarming tot 46 graden Celsius), werden zo
weinig eicellen gebruikt (respectievelijk 5, 7 en 5, en 6 oicyten), dat het niet juist is
om in deze gevallen activatiepercentages te bepalen. Gezien de activerende rol van
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de etherverdoving is het jammer, dat de tijdsduur van de narcose niet vermeld wordt
bij de activatieresultaten na afkoeling. Ook het feit, dat Thibault geen blanco
experimenten in vitro uitgevoerd heeft, is een reden waarom de door hem gegeven
activatiepercentages zeer sceptisch beschouwd dienen te worden. Later bleek
immers, dat het tweede poollichaampje zich bij verschillende diersoorten spontaan
afsnoert; bij de fret (Chang, 1950); bij de hamster (Austin, 1956; Chang &
Fernandez — Cano, 1958) en bij de rat (Austin, 1951; Austin & Braden, 1954—Cen
Zeilmaker et al.,, 1974y

Chang (1952) stelde eicellen in vitro bloot aan verschillende temperaturen en
onderzocht daarna het effekt van deze behandeling op het percentage alsnog
bevruchte eicellen na transplantatie in een recipiént. Bij alle onderzochte
temperaturen werd geconstateerd, dat er minder eicellen bevrucht werden indien zij
een langere preincubatie periode hadden ondergaan. Indien de eicellen gedurende
drie kwartier in 45 graden Celsius geincubeerd werden was bevruchting niet meer
mogelijk. Bij lagere temperaturen {0, 10 en 24 graden Celsius) was een steeds langere
incubatie mogelijk zonder het geheel verloren gaan van de mogelijkheid van
bevruchting. Bij gelijke incubatieperioden werd bij lagere temperaturen een hoger
percentage bevruchte eicellen waargenomen. Ten aanzien van de
activatieverschijnselen na de incubaties bij de verschillende temperaturen werden
de volgende waarnemingen gedaan: incubatie bij 45 graden Celsius had bij geen
enkele toegepaste incubatieperiode activatie tot gevolg terwijl er steeds een optimale
incubatietijd werd gevonden na incubatie bij 38, 24, 10 en 0 graden Celsius.

Chang (1954) incubeerde ratte — eicellen gedurende 24 uur bij 10 graden Celsius.
Daama werden deze eicellen getransplanteerd in pseudozwangere recipiénten. Zes
dagen later had 18% van de eicellen zich ontwikkeld tot parthenogenetische
blastocysten. Hiervan zag 28% er "normaal” uit, was 33% gekrompen en 39%
gedegenereerd. De "normale” blastocyten vertoonden een grote gelijkenis met die,
welke zich uit een normaal bevruchte eicel ontwikkelen.

Austin & Braden (1954—A) isoleerden 7284 ratte—, 1120 muize— en 221
konijne —eicellen uit tubae. Onder deze aantallen vonden zij respectievelijk 9, 1 en
1 abnormaal grote exemplaren. Alleen bij de ratte —eicellen werd in slechts vier
gevallen gynogenese of parthenogenese waargenomen. Na normale en verlate
bevruchting werden namelijk respectievelijk 1 en 1 gynogenetische, en 0 en 2
parthenogenetische, ontwikkelingen gevonden. In beide gevallen van gynogenese
lag het middenstuk van de zaadcel in ecn kleine, duidelijk van de rest van de vitellus
gescheiden, hoeveelheid cytoplasma. De twee parthenogenetisch geactiveerde
eicellen vertoonden beide een grote, duidelijk gevormde, kern, maar geen tekenen,
die op de aanwezigheid van een zaadcel duidden. Dekernen vertoonden qua grootte
en structuur een sterke overeenkomst met de vrouwelijke pronucleus, die na normale
bevruchting gevormd wordt.
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Het eerste artikel over in vivo inductie van parthenogenese bij muize — ¢icelien is
eveneens afkomstig van Braden & Austin (1954 — A). Zowel warme als koude
incubatic en etherverdoving werden als activatiemethoden gebruikt. Vier tot vijf uur
na een incubatie bij verhoogde temperatuur werd 84% activatie waargenomen bij
67 eicetlen. Van deze geactiveerde eicellen degenereerde 39% terwijl bij 42%
pronuclei werden gevormd en bij 7,5% zich ~a form of cleavage” toonde, waarbij
echter in geen enkel geval cen tweede poollichaampje was gevormd. Braden &
Austin introduceerden hiervoor de term "imnmediate cleavage”, waarmede zij willen
aangeven, dat de kernspoel door de schok van de temperatuursverandering naar het
midden van de eicel migreert, waarna er in plaats van de ongelijke deling (afsnoering
van het tweede poollichaampje) een equatoriale deling optreedt. In de 28 eicellen,
waarin pronuclei gevormd waren, was er één exemplaar, waarin zich slechis één
pronucleus gevormd had en geen poollichaampje. De overige exemplaren hadden
wel een poollichaampje en een pronucieus gevormd. Acht— en — veertig tot 70 vur
na een “warmtebehandeling” werden 74 eicellen uit tubae geiscleerd: by 55
exemplaren was fragmentatie opgetreden, terwijl 15 van de overige 19 eicellen zich
gedeeld hadden. Van deze 19 gedeelde eicellen hadden zich 15 tot het tweecellig
stadium en vier tot het viercellig stadium ontwikkeld. Een etherverdoving bij 12
muizen, 10 — 14 uur na ovulatie, gedurende 15 minuten resulteerde 4 — 5 vur later
in 10% activatie bij 98 eicellen. Hiervan had 8% een pronucleus gevormd en had
de overige 12% het tweecellig stadium bereitkt. Negentien tot twintig uur na de
verdoving was ca. 50% geactiveerd, waarvan 90% tweecellig en 10% viercellig. Deze
gedeelde eicellen waren waarschijnlijk alie van het "immediate cleavage” type.

Ook in het eigen experimentele werk werd dit type parthenogenont vaak
waargenomen. Figuur II geeft een schematisch overzicht van de verschillende typen
parthenogenonten, die werden waargenomen en de wijze waarop zij zijn ontstaan.
De foto’s 1, 2, 3 en 4 illustreren de mikroskopische beelden van deze verschillende
typen parthenogenonten terwijl tevens een foto van een normaal bevruchte eicel is
opgenomen (foto 5). In hoofdstuk III zijn ook foto’s opgenomen van deze typen
parthenogenonten, doch daar betreft het opnamen van chromosoompreparaien
(foto’s 9 tot en met 13).

Hoewel een incubatie van ratte — eicellen bijlage temperatuur effectief was gebleken
(Austin & Braden, 1954; Thibault, 1949} werd bij muize —eicellen geen enkele
activatie waargenomen na een dergelijke behandeling.

In een ander artikel vermeldden Braden & Austin (1954—B), dat een
“warmtebehandeling” drie uur na copulatie het percentage polyspermie verhoogt
van 0,3% (nmormaal aanwezig na bevruchting) tot 3,8%. Bovendien stijgt het
percentage eicellen, waarin de vorming van het tweede poollichaampje onderdrukt
is, van 0,5 tot 12,4%. Triploidie is dan ook meestal een gevolg van de onderdrukking
van de vorming van het tweede poollichaampje en niet van een dubbele bevruchting,
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FIGUUR II
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FIGUUR II

Figuur II is een schematische weergave van de waargenomen ontwikkelingspatronen na
parthenogenetische aktivatie,

I

1.

HIN

Iv.

De eicel voltooit de tweede meiotische deling op normale wijze en vormt een twee-
de poollichaampje (1) en een pronucleus (n).

Langs dit aktivatiepatroon worden uniform haploide parthenogenonten verkre-
gen.

De eicel deelt zich zeer snel na de aktivatie, *"onmiddellijk delend’’, en vormt geen
tweede poollichaampje doch twee, qua volume, gelijke delingsprodukten. Een cel
bevat de pronucleus terwijl de andere cel de chromosomen bevat die normaal in
het tweede poollichaampje terecht zouden zijn gekomen. In tegenstelling tot het
tweede poollichaampje dat degenereert en geen betekenis meer heeft voor de ver-
dere ontwikkeling, nemen in dit geval beide delingsprodukten in dezelfde mate
deel aan de verdere ontwikkeling. Omdat er nu echter twee cellen zijn ontstaan
met leder verschillende chromosomen spreekt men van mozaiek haploide parthe-
nogenonten in tegenstelling tot die welke via patroon I zijn verkregen en die uni-
form haploid worden genoemd.

De afsnoering van het tweede poollichaampje wordt onderdrukt en de chromoso-
men verdelen zich in twee haploide pronucler, In beide pronuclei wordt het aantal
chromosomen verdubbeld waarna zij zich allen in een kernspoel verenigen tijdens
de eerste klievingsdeling. Op deze wijze ontstaan diploide parthenogenonten,
Sommige geaktiveerde eicellen van dit type vertonen een afwijkend patroon, V,
en ondergaan een cytoplasmatische deling voor de chromosoomverdubbeling ter-
wijl na de chromosoomverdubbeling nogmaals een klievingsdeling plaats vindt
zodat gelijke type parthenogenonten worden verkregen als via patroon 1. Dit ty-
pe wordt ook wel "’vertraagd onmiddellijk delend’’ genoemd.

De afsnoering van het tweede poollichaampje wordt onderdrukt en de chromoso-
men verenigen zich in één pronucleus en vormen na de chromosoomverdubbeling

diploide parthenogenonten.

Zie in de bovenstaande tekst bij punt III, de tweede alinea.
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FOTO 1

Foto I geeft een beeld van ¢en haploide parthenogenont type 2pblpn. Het tweede
poollichaampje is scherp in beeld (midden boven). De rest van het eerste poollichaamp-
je is eveneens zichtbaar: midden rechts. Schuin boven dit restant, de lichte viek, zijn de
contouren van eent curnuluscel in beeld. Deze cel bevindt zich aan de buitenzijde van de
zona pellucida. Iets onder het midden van het cytoplasma bevindt zich tenslotte de pro-
nucleus (mikroskoopvergroting 40x1,6}).
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FOTO 2

Foto 2 is een opname van een haploide parthenogenont type i.c. Links naast de bo-
venste cel bevindt zich het restant van het eerste poollichaampje. Een tweede poolli-
chaampje is uiteraard niet aanwezig. Centraal in beide cellen zijn de kernen enigszins
vaag te onderscheiden omdat de scherpstelling van de foto op de celmembranen was ge-
richt en de kernen toen niet geheel in focus waren (mikroskoopvergroting 25x2,0).

243



FOTO 3

Foto 3 geeft een beeld van een diploide parthenogenont type 2pn. De twee pronuclei,
beide van de eicel, zijn duidelijk waarneembaar terwijl er geen tweede poollichaampje
aanwezig is. De resten van het eerste poollichaampje zijn op deze foto niet meer te her-
kennen (mikroskoopvergroting 40x1,25).
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FOTO 4

Foto 4 geeft, evenals foto 3, een beeld van een diploide parthenogenont. In dit geval be-
treft het echter type lpn. Deze ene pronucleus is goed waarneembaar iets rechts van het
midden (mikroskoopvergroting 40x1,25).
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FOTO 5

Foto 5 geeft een beeld van een normaal bevruchte eicel. Links in de perivitelline ruimte
is het tweede poollichaampje duidelijk te onderscheiden terwijl de rest van het eerste
poollichaampje iets lager op de foto nog vaag aanwezig is. Binnen het cytoplasma zijn
de twee pronuclei goed te onderscheiden (mikroskoopvergroting 25x2,0).
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aldus Braden & Austin, "Delayed fertilization” leidt in sommige gevallen tot het
bevruchten van een zich parthenogenetisch ontwikkelend ei.

Ongeveer één uur na het toedienen van verschillende verdovingen bij ratten trad de
vorming van het tweede poollichaampje op (Austin & Braden, 1954— B). Een
maximale activatiefrequentie werd bij een 15 minuten durende etherverdoving
gevonden; deze bedroeg dan 64%. Bij lachgas daarentegen trad een maximale
activatiefrequentie op (75%) na een 30 minuten durende verdoving. Een
"koudebehandeling” (ijs) leidde in bijna alle gevallen (99%) tot de vorming van het
tweede poollichaampje. Een "warmtebehandeling” (45 graden Celsius) daarentegen
in geen enkel geval. Na inductie van de vorming van het tweede poollichaampje
door de "koudebehandeling™ kan een zaadcel toch nog de eicel binnendringen; het
blokkeringsmechanisme tegen polyspermie is onaangetast en het lijkt erop of een
normale bevruchting en klieving kan volgen. Een “warmtebehandeling”
verporzaakt wel een hoge mate van polyspermie: 16%. Austin & Braden (1954 —B)
weerleggen de opvatting van Thibault (1949), dat de activatie tengevolge van
etherverdoving deels veroorzaakt wordt door een directe werking op de eicel en
deels door de daling van de lichaamstemperatuur, die bij verdoving optreedt. Zij
constateren een minstens zo sterke daling van lichaamstemperatuur na het
toedienen van cen subcutane injectie met nembutal, maar in dit geval niet meer
activatie dan in de controle —experimenten.

Verdere ontwikkelingen tot 48 uur na een "koudebehandeling” van ratte — eicellen
worden door Austin & Braden (1954—B) beschreven. Er werden tweecellige
structuren waargenomen, die zeer sterk op tweecellige embryo’s leken; meestal was
een tweede poollichaampje nog zichtbaar.

De eerste experimenten om parthenogenese bij hamsters te induceren werden door
Austin (1956) gepubliceerd. Zowel bij ratten als hamsters werd door Austin
hypothermie geinduceerd met een methode zoals door Andjus & Lovelock (1955)
en door Andjus & Smith (1955) voor ratten werd beschreven en door Smith,
Lovelock & Parkes (1954) en Smith & Lovelock (1955) voor hamsters. Verlaging van
de lichaamstemperatuur tot 0 — 1 graden Celsius voor de ovulatie gaf bij
ratte - eicellen slechts 4% activatie; na de ovulatie echter 100%. Daarbij bleek echter
een geringere tendens tot verdere parthenogenetische ontwikkeling op te treden dan
in die gevallen, waarin de activatie het gevolg was van een lokale afkoeling van de
tubae, Hamsters vertonen spontane activatie, die oploopt van 0% (8 — 12 uur na
ovulatie) via 17% (13 — 17 uur na ovulatie) tot 76 — 81% (18 — 34 uur na
ovulatie). De meeste van deze geactiveerde eicellen bezaten een kern en twee
poollichaampjes. Afkoeling van hamsters voor de ovulatie had in geen van de 46 uit
deze dieren geisoleerde eicellen enige vorm van activatie tot gevolg. Afkoeling tot
0 — 1 graden Celsius, 3 — 5 graden Celsius en 8 ~ 16 graden Celsius na
ovulatie leidde daarentegen tot respectievelijk 80, 81 en 86% activatie. Slechts 34%
van de eicellen werd geactiveerd na afkoeling van de dieren tot 20 — 25 graden
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Celsius. In de meeste gevallen werden kemnen en twee poollichaampjes
waargenomen. Wel moet er rekening mee gehouden worden, dat onbehandelde
eicellen (13 - 17 uur na ovulatie) circa 17% spontane activatie vertonen, zodat de
geinduceerde activatie dientengevolge waarschijnlijk 60 — 70% bedraagt.

Opvallend is, dat er na dit artikel van Austin (1956) ongeveer 15 jaar geen werk meer
wordt gepubliceerd over experimentele parthenogenese bijzoogdieren. En dat juist
in een periode, waarin de natuurlijke parthenogenese bij gewervelde dieren
“ontdekt” wordt, hetgeen een stimulans zou kunnen betekenen voor verder
experimenteel werk. Na deze “rustperiode” verschijnt er echter in de jaren zeventig
een groot aantal publikaties over experimentele parthenogenese bij zoogdieren.

III-2 Experimentele Parthenogenese bij Zoogdieren na 1969

Gedurende de laatste twee decennia zijn er verschillende nicuwe technieken
ontwikkeld om eicel — aktivatie en parthenogenese bij zoogdieren te induceren. De
literatuur (over deze recente technieken) is in verschillende overzichtsartikelen
samengevat (Graham, 1974; Tarkowski, 1975, Kaufman, 1975, 1978; Whittingham,
1980). In dit proefschrift zal dan ook volstaan worden met een verwijzing naar deze
artikelen. Tevens worden hierna in II1 — 3 de verschillende technieken en de daarbij
behorende literatuur vermeld. De literatuur, die betrekking heeft op de methoden,
die bij het eigen experimentele werk zijn gebruikt, zal we] in het betreffende
hoofdstuk worden beschreven.
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HI—-3 Literatourverwijzingen op auteur, systematisch ingedeeld volgens de

verschillende toegepaste technieken.

TOEGEPASTE TECHNIEKEN

I Fysische technicken
1. Thermische induktie

1.1 Afkoeling

1.2 Verwarming

2. Elektrische induktie

3. Mechanische induktie
aanprikken

If Chemische Technieken

1. Induktie ten gevolge
van anesthesie

LITERATUUR — REFERENTIES

Pincus, 1939; Pincus & Shapiro, 1940 — A
en B; Thibault, 1942, 1947 — A en B, 1948,
1949; Thibault & Ortavant, 1949; Chang,
1952, 1954; Austin & Braden, 1954 — A en
B; Braden & Austin, 1954 — B; Austin,
1956; Graham, 1970; Longo, 1974, 1975;
Gulyas, 1974, 1975 — B; Yamada et al.,
1978.

Pincus & Enzmann, 1936; Thibault, 1947;
Chang, 1952; Austin & Braden,I954—A;
Braden & Austin, 1954~ A en B; Komar,
1973; Gwatkin et al., 1973; Balakier &
Tarkowski, 1976; Baumgartner &
Chrisman, 1981 — A en B.

Tarkowski et al., 1970; Witkowska, 1973 —
A en B; Kaufman et al., 1975; Gwatkin et
al., 1975; Van Blerkom & Runner, 1976;
Gulyas, 1976 — A en B; Zamboni et al.,
1976; Patterson & Zamboni, 1976;
Hausmann, Gebauver & Grimm, 1978;
Gebauer & Hausmann, 1977; Hentschel &
Hausmann, 1980.

Uechara & Yanagimachi, 1977.

Novak & Eisinger, 1923; Thibault, 1949;
Austin & Braden, 1954 — A; Braden &
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. Osmotische induktie

. Enzymatische induktie

3.1 Trypsine

3.2 Hyaluronidase

. Tonogene induktie

4.1 Calcium en magnesium

4.2 Calcium — ionophoren

. Eiwitsynthese remmers

. Mitose remmers

. In vitro incubatie

Austin, 1954 — B; Tarkowski et al., 1970
Witkowska, 1973 — A en B; Siracusa,
Whittingham, Codonesu & De Felici, 1978;
Kaufman, 1975— A en B, 1977.

Pincus & Enzmann, 1936; Pincus 1939 — B;
Pincus & Shapiro, 1940; Thibault,
1947.Graham, 1972; Solter et al.,, 19747
Kaufman & Surani, 1974; Kaufman &
Gardner, 1974; Graham & Deussen, 1974;
Ites et al., 1975.

Pincus & Enzmann, 1936.

Graham, 1969, 1970, 1971, 1972, 1975;
Kaufman, 1973 — A en B; Graham &
Deussen, 1974; Solter et al., 1974; Tles et al.,
1975; Kaufman & Sachs, 1975;1976; Van
Blerkom & Runner, 1976; Abramczuk et
al, 1977; Yamada & Yuhara, 1978; Komar,
1982.

Whittingham & Siracusa, 1976, 1978; Azim
et al,, 1977; Surani & Kaufman, 1977,
Surani, Barton & Kaufman, 1977;
Kaufman et al., 1977; Kaufman, 1978 — A
en B; Kaufman , Guc— Cubrilo & Lyon,
1678; Whittingham, Siracusa & Fulton,
1978.

Fuiton & Whittingham, 1978; Steinhardt et
al., 1974.

Siracusa, Whittingham, Molinaro &
Vivarelli, 1978.

Austin & Braden, 1954 —A.

Pincus & Enzmann, 1936; Komar, 1973;



Kaufman & Surani, 1974; Kaufman,
Barton & Surani(1977)

8. Imcubatie in alcoho!l Dyban & Khorzhia, 1980; Eusebi &
Siracusa, 1983; Kaufman, 1982; Kaufman
et al., 1983; Robertson et al., 1983.

9. Incubatie in zuur Pincus & Enzman, 1936; Pesonen, 1950.

10. Inductie door
plantehormonen Pesonen, 1950.

11. Inductie door
ENnZymremmers Pesonen, 1950.
IfE Fysiologische technieken

1. Genetisch

geinaktiveerde
zaadcellen Austin, 1951,
2. Verlate bevruchting Aupstin & Braden, 1954~ C; Braden &

Austin, 1954 — B.

Met deze technieken kan men niet alleen een onderscheid maken tussen een in
vivo en een in vitro behandeling, bijvoorbeeld verwarming van de eicellen in vitro
en in vivo (Komar, 1973), maar tevens worden de technieken dikwijls in combinatie
toegepast zoals bijvoorbeeld hyaluronidase behandeling en incubatie in een
hypotoon medium (Kaufman & Gardner, 1974; Kaufman & Surani, 1974; Graham
& Deussen, 1974), een hyaloromidase behandeling en een afkoeling van de eicellen
(Yamada, Utsumi & Yuhara, 1978), incubatie in een zuur gevolgd door incubatie
in hypertoon medium (Pincus & Enzman, 1936) of eicellen blootstellen aan een
ionophoor, gevolgd door incubatie in medium zonder calcium— en
magnesium —ionen (Steinhardt & Epel, 1974;Steinhard et al., 1974).
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HOOFDSTUK IV

INLEIDING TOT HET EIGEN ONDERZOEK

IV —1. Enige gegevens over de vooriplanting van de laboraterinmmuis

Ter verduidelijking van de hierna beschreven experimenten zal allereerst nader
ingegaan worden op de verschillende facetten van de voortplanting van de
laboratoriummuis (IV—1), Teneinde de Ileesbaarheid wvan de volgende
hoofdstukken te bevorderen, in de zin van een zo gecomprimeerd mogelijke
beschrijving van het experimentele werk, worden de materialen en methoden welke
in de verschillende experimenten zijn toegepast hier gezamenlijk onder een noemer
beschreven (IV — 2). Wanneer er echter bij bepaalde experimenten afwijkingn dan
wel aanvullingen optreden dan worden deze in het betreffende hoofdstuk expliciet
vermeld.

I¥—11  Ontstaan van primordiale geslachtscellen en odgonia

In figuur V wordt een kort overzicht gegeven van de verschillende
ontwikkelingsstadia die onderscheiden kunnen worden bij het ontstaan van
geslachtscellen. Tot het moment van de implantatie neemt het embryo niet in
volume toe, doch vinden slechts klievingsdelingen plaats. Hierdoor ontstaan uit een
enkele, aanvankelijk grote cel, een groot aantal kleinere cellen waarbij geen of zeer
weinig nieuw protoplasma wordt gevormd. Na de implantatie begint het embryo
snel te groeien. Met behulp van histochemische technieken en op morfologische
gronden kan men reeds vanaf de achtste dag primitieve geslachtscellen aantonen
(McKay et al., 1953; 1955; Pinkerton et al., 1961). Uit dit relatief kleine aantal
stamcellen komen alle geslachtscellen voort. Zij worden primordiale geslachtscellen
genoemd en bevinden zich aanvankelijk in het extra —embryonale endoderm, het
dooierzakvlies.

Door een actief migratieproces, waarbij de pseudopodia van de primordiale
geslachtscellen een grote rol spelen (Blandau et al., 1963), begeven de cellen zich
naar het bindweefsel van de einddarm en uiteindelijk naar het gebied rond de zich
ontwikkelende nieren. Daar dringen zij de primordiale gonaden binnen. Tijdens het
migratieproces, dat plaatsvindt tussen dag 8 en 15 post coitum, nemen de
primordiale geslachtscellen niet alleen in aantal maar ook in volume toe (Clark &
Eddy, 1975 en Spiegelman & Bennett, 1973). In het begin van het migratieproces
(dag 8) lopen de schattingen over het dan aanwezige aantal primordiale
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FIGUUR V
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geslachtscellen in het muize —embryo uiteen van 20 — 100 (Clarke & Eddy, 1975),
75— 100 (Mintz, 1957 en 1959) en 100 — 150 (Chiquoine, 1954), Op de twaalfde dag
kan men ovaria en testes onderscheiden, het aantal primordiale geslachtscellen is
dan toegenomen tot ca. 5.000. (Blandau et al., 1963).
In de vrouwelijke gonaden ontstaan uiteindelijk de odgonia. Deze cellen zijn groter
dan de primordiale geslachtscellen en hebben een andere verdeling van
cytoplasmatische organellen. In korte tijd neemt het aantal oSgonia zeer sterk toe.
De terminologie voor de verschiilende stadia van de odgenese, dat is de vorming,
ontwikkeling en rijping van de vrouwelijke geslachtscel, wordt vaak verschillend en
daardoor verwarrend gebruikt,
Ter verduidelijking volgen hieronder enige definities van de in dit proefschrift
gehanteerde begrippen.
Primordiale gesiachtscellen zijn de vroegst herkenbare geslachtscellen in een
embryo. Het geslacht ervan is nog niet te onderscheiden. Zodra de gonade waarin
deze geslachtscellen zich bevinden duidelijk herkenbaar is als ovarium worden deze
celien edgonia genoemd. De odgonia vermeerderen zich door mitoses, Wanneer de
laatste oGgoniale mitose heeft plaatsgevonden en de cel zich in de profase van de
eerste meiotische deling bevindt ontstaat de primaire obcyt. Na de afsnoering van
het eerste poollichaampje tijdens het ovulatieproces in het volwassen dier begint de
cel aan de tweede meiotische deling en ontstaat de secundaire oicyt dig zich in het
metafase I stadium bevindt. Zodra de secundaire odeyt vrij gekomen is uit het
ovarium spreken we van eicel of gedvuleerde obeyt.

IV-1.2  Odcytrijping en follikelgroei

In de ovaria van pas geboren vrouwtjes heeft het overgrote deel van de obcoyten de
profase van de meiose bijna voltooid en bevinden de odcyten zich in het diploteen
stadium van de meiose, Hierna gaan de odcyten over in een lange “rust — fase”, het
"dictyoteen’ stadium. Wel groeien zij nog in volume doch de meiose staat stil.
Bovendien worden zij door een enkele laag afgeplatte epitheelcellen omgeven
waarna men spreekt van een primordiaie follikel. Ongeveer 90% van de odcyten in
ovaria van volwassen vrouwtjes bevindt zich in dit stadium, de overige 10% groeit
(Baker, 1972). Het aantal zich verder ontwikkelende follikels is onder andere
afhankelijk van de leeftijd van het dier, (Jones & Krohn, 1961), van het aantal zich
reeds verder ontwikkelende follikels (Krarup, Pedersen & Faber, 1969) en
waarschijnlijk afhankelijk van de hormonale stimulatie. De eerste tekenen hiervan
zijn een nog verdere toename van de odcylgrootte en een opvallende verandering
in de verdeling en aantallen cytoplasmatische organellen. Daarna treedt een
vermenigvuldiging van de omringende granulosacellen en de vorming van de zona
pellucida op. Dit is een laag van mucoproteinen weike rond de odcyt ontstaat, Door
verdere deling van de omringende laag granulosacellen wordt de zogenaamde
membrana granulosa meerlagig en dringen bloedcapillairen door de rond de follikel
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FOTO 6

Foto 6 geeft het beeld van een primaire odcyt, De obcyt is omgeven door ¢en compacte
massa cumuluscellen. Binnen de odcyt is het kiemblaasje {germinal vesicle} met daarin
de nucieolus duidelijk zichtbaar (mikroskoopvergroting 40x1,25).
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FOTO 7

Foto 7 illustreert de hervatting van de meiose na het kiembilaasstadium. Vergeleken met
het beeld van foto 6 is duidelijk te zien dat de kernmembraan reeds is opgelost (mikros-
koopvergroting 40x1,6).
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liggende fibroblasten ("theca externa™) heen en vormen hieronder een vasculaire
laag, de “theca interna”. In cyclische muizen ontwikkelen slechts die follikels zich
verder indien zij dit stadium bereikt hebben op metoestrus. Alle follikels die dit
stadium op een ander moment van de cyclus bereiken degenereren (Pedersen, 1970).
Voortgezette groei bestaat uit een toename van het aantal granulosacellen en
opname van vloeistof ("liquor folliculi} tussen deze cellen. De hoeveelheid
vlogistof neemt constant toe en beslaat een steeds grotere ruimte in de follikel.
Wanneer er een duidelijke grote holte gevormd is spreekt men van een "Graafse
follikel”, genoemd naar de Nederlander Reijnier de Graaf (1641 —1673) die deze
follikels voor het eerst beschreven heeft. De factoren die de primordiale follikels
selecteren tot verdere ontwikkeling zijn nog steeds onbekend. Voordat ovulatie kan
optreden moet de Graafse follikel nog een verdere pre-—ovulatoire rijping
ondergaan die plaatsvindt onder nauwkeurig bepaalde hormonale condities.

Een onderdeel van deze verdere follikel — rijping is de voltooting van de meiose. De
obcyten, welke zich in de beginfase van de Graafse follikel nog in het dictyoteen (zie
foto’s 6 en 7) bevonden, hervatten de meiose onder invlioed van de
cvulatie —inducerende LH - piek. Na de afsnoering van het eerste poollichaampje
wordt de odcytrijping voltooid door middel van de tweede meiotische deling welke
tot het metafase I stadium plaatsvindt. De secundaire odcyten bevinden zich ten
tijde van de follikelsprong in dit stadium. (Zie ook IV—1.4)

IV—1.3 De meiose; verming van primaire en Secundaire odcyten

De meiose (reductiedeling) welke bij de vorming van de vrouwelijke en mannelijke
geslachtscellen plaatsvindt, omvat twee celdelingen. Figuur IIT geeft een
schematisch overzicht van de morfologie van de chromosomen tijdens deze twee
delingen terwijl in figuur V onder andere de tijdsduur van de te onderscheiden stadia
van de meiose zijn opgenomen. Tijdens de eerste deling wordt het
chromosoomaantal gehalveerd en treedt vitwisseling van genetische informatie op
tussen homologe chromosomenparen. Per paar 1s steeds één chromosoom van de
vader afkomstig terwijl het andere homologe chromosoom van de moeder komt. De
tweede meiotische deling lijkt op eent mitose met dien verstande dat er slechts een
haploid aantal chromosomen bij betrokken is. De meiose is van grote biologische
betekenis. Zoals reeds gememoreerd is tijdens deze delingen recombinatie van
eigenschappen mogelijk waardoor genetisch verschillende geslachtscellen ontsiaan.
Hierdoor 1s een sterk gevarieerd nakomelingenschap mogelijk en kan natuurlijke
selektie optreden. De meiose bestaat uit twee opeenvolgende delingen.

In de odgenia, evenals in alle andere somatische cellen, komen twee groepen
morfologisch gelijke, doch qua genetische eigenschappen meestal verschillende
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FIGUUR III
DE MEIOSE:
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FIGUUR I

Figuur III is een schematische weergave van de meiose of reduktiedeling van een zoog-
dier-eicel. Ten behoeve van de overzichtelijkheid zijn in het schema slechts twee paren
chromesomen opgenomen terwijl nitsluitend de kernen zijn weergegeven en de rest van
de eicel, het cytoplasma en de eicelmembraan, buiter beschouwing is gelaten.

1. Leptoteen: de chromosomen worden zichtbaar onder de mikroskoop als lan-
ge dunne ’kralensnceren’’,

Il. Zygoteen: de homologe chromosomen begeven zich naar elkaar toe.

III. Pachyteen: paring van de homologe chromosomen.

IV, Laat-pachyteen: de hechte paring van de homologe chromosomen is veltooid en
er vindt overlangse splijting van de chromosomen plaats waar-
door het vierstrengenstadium ontstaat, de zogenaamde tetrade.
De vier strengen breken en herenigen zich gedurende het spirali-
seren en er vindt op deze wijze uitwisseling plaats van gedeeiten
van twee homologe chromosomen. Het betreft hier dus uitwisse-
ling van genetisch materiaal afkomstig van de moeder met dat
van de vader.

V. Diploteen: de chromosomen raken weer los van elkaar maar blijven op be-
paalde plaatsen, waar uitwisseling van delen van homologe chro-
mosomen plaats vinde, de chiasmata, met elkaar verbonden.

V1. Laat-diploteen: {ook wel dictyoteen) na het begin van het diploteen gaat de cocyt
aver in een langdurig ruststadium, dat wil zeggen dat de meiose
stil staat. Tijdens dit stadium is de kern diffuus en zijn de chro-
mosomen niet meer te onderscheiden. De laatste fase van het
laat-diploteen wordt ook wel het kiemblaasstadium genoemd
{germinal vesicle stage).

VII. Diakinese: inkerting en verdikking van de chromosomen.

VIII. Metafase-I: opbouw van de kernspoel, afbraak van de kernmembraan en
rangschikking van de maximaal gecontraheerde chromosomen in
het equatoriale viak van de kernspoel.

IX. Anafase-I: migratic van de homologe chromosomen naar de twee polen met
behulp van de glij- en trekdraden van de kernspoel.

¥X. Late-anafase-I: bijna voltoocide migratie van de chromosomen.

XI. Telofase: voltooide scheiding van de beide homologe groepen chromoso-
men: een groep vormt het eerste poollichaampje en de andere
groep blijft in de odcyt achter,

XII. Metafase II: opbouw van de tweede kernspoel en rangschikking van de in de
obcyt achtergebleven greoep chromosomen in het equatoriale
viak van de kernspoel.
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chromosomen voor: een groep afkomstig van de moeder en een groep afkomstig van
de vader van het individu.

Na de telofase van de laatste (mitotische) oSgoniale deling gaan de primaire odcyten
over in de korte interfase. Tijdens deze fase is de kern diffuus en zijn soms korte
stukjes chromosomale draden zichibaar het preleptoteen (Baker, 1963; 1966).
Gedurende deze fase synthetiseert de cel DNA als voorbereiding voor de meiose
(Sielin & Edwards, 1959; Rudkin & Griech, 1962; Crone et al, 1965). Tijdens het
[eptoteen worden de chromosomen in de kern zichtbaar als lange, dunne draden
welke qua vorm enige overeenkomst vertonen met een kralensnoer. Het leptoteen
is het eerste gedeelte van de profase van de eerste meiotische deling. Gedurende het
hierop volgende zygoteen begeven de homologe chromosomen zich naar elkaar toe,
een proces dat tijdens het pachyteen voltooid wordt. Tevens vindt een continue
verkorting en verdikking van de chromosomen plaats. Na de hechte paring in het
pachyteen wordt de binding in het diploteen weer losser en vindt een overlangse
splijting plaats waarna de individuele chromosomen it twee identieke chromatiden
bestaan, echter met een gezamenlijke centromeer. Doordat de homologe
chromosomen nog gepaard zijn spreken we wel van het "vierstrengen stadium” of
van een tetrade. Tijdens dit stadium manifesteert zich de onderlinge uitwisseling van
bepaalde stukken chromatiden van twee homoeloge chromosomen. Dit noemt men
het "uitwisselingsproces™ of "crossing over”. Hierdoor worden de eigenschappen
welke op homologe chromosomen van de moeder en van de vader liggen
uitgewisseld en dus met elkaar vermengd. Dit zogenaamde "dictyoteen” stadium is
reeds kort na de geboorte van het dier bereikt en duurt tot aan de hervatting van
de meiose tijdens het ovulatieproces. De voortgang van de meiose wordt in deze fase
dus voor lange tijJd onderbroken, dit in tegenstelling tot de meiose in de testis.

Tijdens het dictyoteen zijn, vooral bij ratte — en muize — odcyten, de chromosomen
zeer diffuus verspreid en moeilijk te onderscheiden (Beaumont & Mandi, 1962;
Franchi & Mandl, 1962; Tsuda, 1965). De odcyten bevatten dan de zogenaamde
"ampenborstel” chromosomen (“lampbrush type chromosomes™) welke op zeer
veel plaatsen lange laterale lussen gevormd hebben. Hierdoor wordt het diffuse
aspect van de kern veroorzaakt. (Mandl, 1963). Dit zeer diffuse karakter verandert
pas doordat in iedere oestruscyclus een bepaalde populatie primordiale follikels
onder mvloed van FSH gestimuleerd wordt tot verdere ontwikkeling. Pas nadat deze
groei gevorderd is tot het stadium van een "Graafse — follikel” wordt de meiose in
de odcyt hervat onder invloed van de ovulatie — inducerende LH piek. Dan treedt
tijdens de diakinese, het zgn. kiemblaasstadium, verdere verkorting van de
chromosomen op, verdwijnen de laterale lussen en wordt de kernmembraan
afgebroken (Donahue, 1968). Tussen de twee dochtercentrosomen van het
inmiddels gedeelde centrosoom wordt een kernspoel gevormd. De chromosomen
{(2n) rangschikken zich nu in het equatoriale viak van de kernspoel, zij zijn maximaal
gecontraheerd en vormen het metafase I stadium. In de kernspoel bevinden zich
“glij— en trekdraden”. Met behulp hiervan wordt van ieder paar homologe
chromosomen ¢en chromosoom naar de beide polen getrokken. Dit proces gebeurt
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tijdens de anafase. Een set wordt dan met zeer weinig cytoplasma als het ware buiten
de cel gestoten in het eerste poollichaampje. Dit poollichaampje degenereert en
heeft geen verdere fysiologische betekenis. De eicel bevat nu nog maar een stel
dubbelstrengige chromosomen en is dus haploid (n). Deze chromosomen
condenseren en vormen een vrij compacte massa aan de oppervlakte van de odeyt.
Men spreekt van het "chromatine massa Il stadium” ("chromatin mass stage™)
(Vermeiden, 1974). Kort hierna begint de nu secundaire odcyt aan de tweede
meiotische deling en wordt een kernspoel met een metafaseplaat gevormd. In dit
stadium, het metafase I stadium, bevindt de secundaire oécyt zich ten tijde van de
follikelsprong. Het is echter bekend dat het overgrote deel van de odcyten in
groeiende {ollikels niet tot volledige rijping komt. Deze {ollikels verliezen voortijdig
reeds hun samenhang waardoor de odcytrijping, (de voortzetting van de meiose),
wordt geblokkeerd of ontremd en de follikel niet tot ovulatie komt (Byskov, 1978;
Peters, 1979). Na de follikelsprong wordt de meiose wederom voor onbepaalde tijd
onderbroken. Zij wordt pas hervat na een prikkel welke onder normale omstandig-
heden gegeven wordt door de binnendringende zaadcel tijdens de bevruchting. Cok
kan de meiose worden hervat indien de eicel wordt gestimulesrd tot een
parthenogenetische ontwikkeling. Bij in vitro rijpende ratte —odcyten vindt
eveneens afsnoering van het tweede poollichaampje plaats (Zeillmaker &
Verhamme, 1976).

IV—14 Ovnlatie

Ovulatie is het proces waarbij de follikelwand aan de buitenzijde van het ovarium
open breekt en de follikel — inhoud, de eicel met omringende cumuluscellen en
follikelvioeistof, naar buiten komt. Het moment van ovulatie hangt nauw samen
met verschillende hormoonspiegels waarbij vooral de concentratie van LH van
groot belang is. Na de zogenaamde "LH — piek” neemt de colloidale osmotische
druk van de follikelvloeistof toe en vindt men bij de follikelwand een verhoogde
activiteit van proteolytische enzymen.

Bij de muis komen er per ovulatie, welke gelijktijdig in beide ovaria plaatsvindt,
totaal 8 —12 eicellen vrij. De eicellen zijn omgeven door kleverige cumuluscellen
waardoor ze als regel een klonterige celmassa vormen wanneer ze in het oviduct zijn
beland. Bij de muis wordt het transport van de eicellen naar het oviduct
vereenvoudigd door een vlies rond het ovarium, bursa, dat met een kieine opening
verbonden is met het oviduet. De bursa sluit tevens een abdominale zwangerschap
uit doordat zij voorkomt dat eicellen per ongeluk in de buikholte terecht komen
(Gwatkin, 1977; Blandau, 1969).
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FIGUUR IV
DE BEVRUCHTING:
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FIGUUR TV

Figuur 1V is een schematische weergave van de bevruchting van een zoogdier-cicel. Ten
behoeve van de overzichtelijkheid zijn in het schema de cumuius-cellen buiten beschou-

wing gelaten.
i Metafase 11
II. Metafase [1:

1. Anafase I

IV. Telofase II:

V.  Pronucieus-
vorming:

V. Pronucleus-
groei:
en migratie:
YII. Syngamie:

VII. Metafase:

IX. Anafase:

X,  Twee-cellig
embryo

cerste kontakt van de kop van een zaadcel met de zona pellucida.
de kop van de zaadcel is door de zona pellucida gedrongen en be-
vindt zich in de perivitefline ruimte; de staart van de zaadcel be-
vindt zich gedeeltelijk nog buiten de gicel.

het binnendringen van de zaadcel aktiveert de eicel tot voltooiing
van de meiose: rotatie van de kernspoel en splijting van de cen-
tromeren en migratie van de twee centromeerhelften naar de po-
len van de kernspoel. De zaadcel begeeft zich van de perivitelline
ruimte via de vitelline membraan (eicelmembraan} in het ¢yto-
plasma.

voltooide scheiding van de chromosomen en afspoering van het
tweede poollichaampje.

het tweede poollichaampje is geheel afgesplitst, het cerste poolii-
chaampje degenereert evenals de staart van de zaadcel. De kop
van de zaadcel en de in de eicel achtergebleven chromosomen
transformeren zich tot respektievelijk de mannelijke- en de vrou-
welijke voorkern (pronucleus).

de beide voorkernen begeven zich naar het midden van de eicel
en nemen iets in volume toe.

de voorkernen liggen in het midden van het ¢ytoplasma tegen el-
kaar aan, de chromosomen worden korter en dikker.

de maximaal gecontraheerde chromosomen uit beide pronuclei
bevinden zich in het equatoriale vlak van de kernspeel.

de gespleten centromeren en de daaraan verbonden chromo-
soomstrengen worden met behulp van de glij- en trekdraden van
de kernspoel naar de beide polen getrokken.

de cerste klievingsdeling van de bevruchte eicel is voltooid. In
beide kernen bevinden zich zowel het genetisch materiaal van de
eicel als het genetisch materiaal van de zaadcel zodat een ge-
mengde expressie van de genetische eigenschappen van de vader
en de moeder mogelijk is geworden.
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IV-1.5 De bevruchting

Debevruchting vindt gewoonlijk in het ampullaire deel van de beide eileiders plaats.
Hoewel slechts relatief weinig spermatozoa deze plaats bereiken, kan men er soms
reeds 15 minuten na de gjaculatie spermatozoa aantreffen (Blandau, 1969).
Spermatozoa die de ampulla bereiken behouden de mogelijkheid tot bevruchten
gedurende ongeveer zes uur (Austin, 1974). Na ongeveer twee uur hebben de
spermatozoa de massa cumuluscellen doordrongen en de eicellen bereikt waarna
penetratie van de eicelmembraan kan optreden. Hoewel meerdere spermatozoa de
perivitelline ruimte kunnen binnen treden, fuseert als regel slechts een zaadcel met
de eicelmembraan. De mogelijke mechanismen welke de doordringing van de
eicelmembraan door meerdere zaadcellen voorkomen worden later in hoofdstuk
VIII—1 besproken. In figuur IV is een schematisch overzicht gegeven van de
bevruchting, vanaf het eerste contact van de zaadcel met de eicel {de zona pellucida)
tot en met de eerste klievingsdeling. Terwille van de overzichtelijkheid zijn de
cumuiuscellen niet in deze fignur opgenomen en verder buiten beschouwing gelaten.
In de odcyt wordt de tweede meiotische deling, welke ten tijde van de ovulatie het
metafase II stadium had bereikt, na het binnendringen van de zaadcel voltocid. Ook
nu vindt er een ongelijke celdeling plaats en ontstaat het tweede poollichaampje dat
twee tot drie uur na het binnendringen van de zaadcel is afgesnoerd. Ongeveer twee
uvur fater is de in de eicel achtergebleven gehalveerde hoeveelheid vrouwelijk
genetisch materiaal getransformeerd tot een vrouwelijke (haploide) pronucleus
terwijl uit de binnengedrongen zaadcel de mannelijke pronucleus ontstaat.

De twee pronuclei nemen in volume toe en migreren naar het centrum van de eicel.
Tijdens deze periode wordt de hoeveelheid DNA verdubbeld. De kernmembranen
lossen op en de chromosomen condenseren verder en rangschikken zich in het
equatoriale vlak van de gezamenlijke kernspoel, waarna de eerste klievingsdeling
plaatsvindt. Pas na deze deling, dus vanaf het tweecellig stadium, bevinden de
chromosomen, afkomstig van de beide ouders, zich gezamenlijk in een celkern.

IV~1.6 Pre—implantatie ontwikkeling

Gedurende de periode tussen de bevruchting en de eerste klievingsdeling, welke
18 — 20 uur na de bevruchting plaatsvindt, verliest de zygote (bevruchte eicel)
geleidelijk al zijn omringende cumuluscelien. Vijfendertig tot achtenveertig uur na
bevruchting heeft het embryo het 4 — cellig stadium bereikt, terwijl het nog eens 20
uur later 16 — cellig is.

Tussen het 8— en 16 —cellig stadium treedt meestal compactie op, de onderlinge
celgrenzen vervagen en zijn later niet meer te onderscheiden. Men spreekt dan van
het morula —stadium en over morula’s. Dit stadium wordt ongeveer 60 uur na de
bevruchting bereikt. Ongeveer 10 uur later heeft het embryo het gehele traject door
het oviduct afgelegd en komt het in de uterus. Het is echter bekend dat er grote
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verschillen zijn in het tijdstip waarop het embryo de uterus binnenkomt. Kort na
dit moment, meestal iets voorbij het 32—cellig stadium, verschijnt er een
excentrische, met vloeistof gevulde holte tussen de cellen en vanaf dit moment
spreken we over het blastocyst — stadium of over een blastula. Deze holte neernt vrij
snel in volume toe en vormt de zogenaamde blastocoel die door een enkele cellaag
is omgeven. Op één plaats bevindt zich een groepje cellen, de zogenaamde
embryoblast, waaruit het eigenlijke embryo ontstaat. Door nog onbekende
oorzaken verdwijnt de zona peliucida en hecht de blastocyst zich vast aan het
endomeirium epitheel. Dit proces, implantatie, gebeurt gewoonlijk ongeveer 100
uur na de bevruchting en markeert het einde van de pre — implantatie ontwikkeling.
Na de implantatie begint een complexe interactie tussen het endometrium epitheel
en het embryo.

IV—1.7 Zwangerschap en pseudozwangerschap

Wanneer copulatie heeft plaatsgevonden (te constateren door het waarnemen van
de zogenaamde vaginale prop, zie ook IV—2.4) kan bevruchting optreden. De
secretie van progesteron door de corpora —lutea welke noodzakelijk is voor het
goede verloop van de zwangerschap, wordt op gang gebracht doordat de
copulatie — stimulus de hypofyse tot prolactine — afgifte aanzet. Wanneer copulatie
met een gevasectomeerd mannetje plaatsvindt of wanneer om andere redenen geen
bevruchting plaats heeft gevonden resulteert de mechanische stimulatie van de
cervix uteri in een zogenaamde “pseudozwangerschap”. De -eicellen van deze
vrouwtjes zijn dus niet bevrucht doch de hormonale aspecten van de vroege
rwangerschap zijn wel geinduceerd. Deze fase duurt in het geval van
pseudozwangerschap 11 dagen. Dit maakt deze dieren geschikt als recipiént voor
embryotransplantatie — experimenten. Getransplanteerde embryo’s zorgen 1—2
dagen na de implantatie door hun endocriene activiteit voor een verdere activatie
van de corpora lutea gedurende de rest van de zwangerschap. De
zwangerschapsduur bedraagt 20 dagen.

IV—1.8  Oestrus —eycius

Volwassen vrouwelijke muizen, die in kleine aantallen in een kooi gehouden worden
hebben docrgaans een vier — of vijfdaagse oestrus — (ovulatie) cyclus. Aan de hand
van veranderingen die optreden in het overheersende celtype in de opperviakkige
laag van de wand van de vagina kan men bij onder andere de muis en de rat vrij
gemakkelijk het stadium van de cyclus bepalen waarin een dier zich bevindt. Men
kan deze stadia vrij eenvoudig bepalen in bijvoorbeeld mikroscopisch onderzoek
van zogenaamde vaginaal uitstijkjes (Long & Evans, 1922; Mandl, 1951; Orsini,
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1961; Bingel & Schwartz, 1969). Men onderscheidt de volgende stadia: oestrus,
metoestrus, dioestrus en pro — oestrus. Nauw met deze cyclus samenhangend is het
voortplantingsgedrag. Gedurende een periode van ongeveer 3 uur in de nacht
waarin ovulatie optreedt tussen pro — oestrus en oestrus zijn de vrouwtjes receptief,
dat wil zeggen accepteren zij een mannetje en vindt als regel copulatie plaats waarna
corpus — luteum — aktivatie plaatsvindt en bevruchting van de eicellen.
Yoorafgaande aan de ovulatie vinden follikelgroei en oGeytrijping in het ovarium
plaats. Wanneer men de dieren in grotere groepen bijeen houdt raakt de cyclus vaak
verstoord en wordt bij ongeveer 80% van de dieren psendozwangerschap
geinduceerd. Dit wordt waarschijnlijk veroorzaakt door verhoogde FSH— en
Prolactinesecretie in combinatie met de aanwezigheid van geaktiveerde corpora
lutea {Ryan & Schwartz, 1977). De aktivering van deze corpora lutea zou het gevolg
zijn van het in groepen huisvesten van muizen. Reukprikkels zouden tot
zogenaamde spontane pseudozwangerschap leiden: het van der Lee — Boot effekr,
{Van der Lee & Boot, 1956) {IV — 1.2) Plaatst men dieren uit deze bakken in groepjes
van drie bij een mannetje dan initieert dit de oestruscyclus imet als resultaat dat de
meeste vaginale proppen {zie [V — 2.4) gevonden worden op de derde dag na het bij
elkaar brengen van de vrouwtjes en mannetjes. Dit wordt wel het zogenaamde
"Whitten effect” genoemd. Whitten (1956) concludeert dat dit effect veroorzaakt
zou worden door reukprikkels welke van het mannetje afkomstig zouden zijn.

IVv—~2  Materiaal en methoden
iv—-2.1 Proefdieren

In alle beschreven experimenten waren de gameten afkomstig van F—1 hybride
muizen van de kruising C57BL6J x CBA en de reciproke kruising. Tenzij
nadrukkelijk anders vermeld zullen in het vervolg dan ook steeds deze muizen
worden bedoeld. Teneinde pseudo—zwangere vrouwtjes te verkrijgen voor
embryotransplaniaties werden gevasectomeerde Swiss muizen gebruikt (zie
Iv 2.5}
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I¥—2.2  Huisvesting proefdieren

De dieren werden in geconditioneerde ruimien gehouden waar een constante
temnperatuur van 20 graden Celsius heerste. Een 14 —uur lange lichtperiode werd
steeds afgewisseld door een 10 —uur durende donkerperiode van 19.00 uur tot 0.500
uur. Prinken en eten (stukjes samengeperst “volledige laboratorium voeders” voor
rat, hamster en muis; Hope farms, Woerden) ad libitum. Mannetjes en vrouwtjes die
niet direkt voor experimenten nodig waren werden apart in groepen van maximaal
20 in doorzichtige plastic voorraadbakken van 40 x 25 x 15 cm gehuisvest.
Mannetjes die voor experimenten gebruikt werden, bevonden zich in doorzichtige
plastic kooien van 18 x 12 x 12 cm. Eenmaal hierin, bleven zij apart in deze geplaatst
om later vechten met andere mannetjes te voorkomen. Ook pseudozwangere
vrouwtjes die als recipignt in transplantatiestudies fungeerden werden in deze
kleinere kooien geplaatst, maximaal drie in een bakje. In de bakken werd steeds een
laag zaagsel van circa 1 cm. aangebracht De dieren werden tenminste een keer per
week in scheone gesteriliseerde bakken met zaagsel overgeplaatst.

IV—-23 Kweeld — medium

In alle hier beschreven experimenten werd het medium gebruikt zoals dat door
Whitten (Whitten, 1571} is beschreven. Steeds werd 100 ml. gemaakt; bij gering
gebruik werd iedere week vers medium gemaake.

Honderd ml. mediom werd als volgt bereid:

NaCl {Merck, art. 6329} 514,0 mg
Kl (Merck, art. 4933) 356 mg
KH2PC4 (Merck, art. 4873) 16,2 mg
MgS504.7TH20 (Merck, art. 5886) 294 mg
NaHCO3 (Merck, art. 6329) 1900 mg
D( +}— Glucose (Merck, art. 8337} 100,0 mg
Natrium — DL ~lactat purum  {Fluka, AG, Buchs SG) 2220 mg
Ca —lactate (L).SH20 (Schwarz—~ Mann Res.) 5270 mg
Na—pyruvaat {Merck, art. 6619) 25 mg
Penicilline G. {Specia — Paris) 5000 IE
Streptomycine — sulfaat (Specia — Paris} 500,0 mg
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Deze chemicalién werden met tridest aangevuld tot circa 90 ml. en geschud tot een
heldere oplossing was ontstaan, Daarna werd 0,1 ml. 1% phenol rocd oplossing
toegevoegd en het volume met tridest tot precies 100 ml. aangevuld. Vervolgens werd
de oplossing gedurende 5 — 10 minuten doorgast met een gasmengsel bestaande uit
5% CO2, 5% 02 en 90% N2 en bewaard bij circa 4 graden Celsius. Vlak voor het
gebruik werd 10 ml. van deze voorraad wederom doorgast en werd 30 mg. runder
albumine (Bovine Albumine Fraction V, powder, Fitka AG, Buchs SG) toegevoegd
waarna de oplossing door een 45 mu fiiter (Swinnex ~ 13 filter unit, Millipore S.A.)
werd gefiltreerd. De eerste 5 ml. medium welke het filter had doorgelaten werd niet
gebruiki, zodat eventueel in het filter aanwezige oplosbare toxische stoffen werden
geélimineerd. Na filtratie werd een gasfase van 5% €02, 5% O2 en 90% N2 boven
het medium aangebracht en werd het buisje met een schroefdop luchtdicht
afgesloten.

IV—24  Detectie van spontane ovulatie

Op de middag, voorafgaande aan de dag waarop eicellen voor experimenten nodig
waren, werden groepjes van drie (C57BL 6J(CBA) F1 vrouwtjes by
gevasectomeerde Swiss mannetjes geplaatst, Deze viouwtjes werden de volgende
morgen onderzocht op de aanwezigheid van een vaginale prop hetgeen een vrij
zekere indicatie is dat er ovulatie heeft plaatsgevonden. Deze vaginale proppen
worden gevormd door een mengsel van secreties van de zaadblaas, prostraat en
coagulatie klier van het mannetje. De proppen blijven ongeveer 16—24 uur
aanwezig. Onder de gegeven omstandigheden (zie 1V — 2.2) treedt ovulatie tussen
03.00 en 08.00 uur op; bij de meeste dieren tussen 03.00 en 05.00 vur. (Bingel, 1974
en Braden, 1957). Op grond van deze gegevens werd er bij de berekeningen van de
"post — ovulatoire leeftijd” van de eicellen van uitgegaan dat de ovulatie om 05.00
aur had plaatsgevonden.

IV—25  [Inductie van super — ovulatie

Acht tot twintig weken oude (C57BL 6JXCBA) F1 vrouwtjes werden met behulp
van twee intraperitoneale injecties gestimuleerd tot “super —ovulatie”. Na een
eerste injectic met 5 I.E. PMS (Gestyl, Organon — Oss) werd 44 - 46 uur later een
volgende injectie met 5 1.E. HCG (Pregnyl, Organon — Oss) gegeven. Per ovulatie,
welke ongeveer 12 uur na de HCG injectie plaatsvindt, komen, afhankelijk van de
leeftijd van het vrouwtje, 20— 30 eicellen vrij.
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IV—2.6 Eicel - isolatie

Tussen 09.00 en 10.30 werden de vrouwtjes door cervicale dislocatie gedood (bij de
geinduceerde ovulaties 20— 22 uur na de HCG injectie) en werden de oviducten
verwijderd. In een horlogeglas met medivm werden de oviductem onder een
binoculaire (Zeiss) geplaatst. De eicellen werden geisoleerd door de wand van het
oviduct ter plaatse van de zwelling met een injectienaald en een pincet open te
“scheuren”. Door de lokale overdruk in het oviduct komen de cicellen met de
omringende cumuluscellen spontaan naar buiten. Door het kleverige karakter van
de cumuluscellen zitten de eicellen meestal in ¢en compacte klont cumuluscellen.
Hierna werden de eicelien voor verschillende doeleinden verder gemanipuleerd.

IV —2.7 Manipulatie van eicellen en embryo’s

Een geisoleerde groep eicellen met de omringende cumuluscellen werd in een glazen
micropipet, binnenste diameter circa 600 mu — meter, opgezogen en overgebracht
in een druppel medium. Kale eicellen, dat wil zeggen eicellen zonder cumuluscellen
en andere preimplantatie stadia werden op dezelfde wijze van het ene medium naar
het andere overgebracht. In dit geval worden pipetjes met een binnenste diameter
van 100 — 200 mu —meter gebruikt. Deze manipulaties werden onder 40 of 100x
vergroting op een omkeermicroscoop (Clympus CK) vitgevoerd.

IV—2.8 Anesthesie

Muizen werden verdoofd met een intraperitoneale injectie met 0,02 mh
avertine —oplossing per gram lichaamsgewicht. De avertine —oplossing werd
verkregen door onverdunde avertine 50 x te verdunnen met fysiologisch zout. Om
goed oplossen te bewerkstelligen werd de oplossing tot ongeveer 65 graden Celsius
verwarmd.

IV —2.9 Vasectomie

Acht tot twaalf weken oude Swiss mannetjes werden onder avertine — verdoving
bilateraal gevasectomeerd. Naeen 1 — 1,5 om. lange incissie in de mediaan van de
centrale abdominale lichaamswand werden twee ligaturen rond de beide vasa
deferenti op circa 1 cm. afstand aangebracht en een tussenliggend gedeelte van circa
0,5 cm. verwijderd. Na een herstelperiode van twee weken werden bij ieder
gevasectomeerd mannetje drie volwassen vrouwtjes geplaatst. Deze vrouwtjes
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werden gedurende 4 weken gecontroleerd op eventuele zwangerschap en vervolgens
van de mannetjes verwijderd. Na deze controle op steriliteit konden de mannetjes
voor experimenten gebruikt worden. Zij zullen in het vervolg kortweg aangeduid
worden als gevasectomeerde mannetjes.

IV—-210 Kweekomstandigheden

Incubatie en kweek van vroege parthenogenonien en {preimplantatie} embryo’s
geschiedde in druppels van 0.2 cc medium welke in een kweekbakje (Falcon tissue
culture dish, ref. 3001F, 35 x 10 mm) waren aangebracht. De kweekbakjes werden
vervolgens met paraffine — olie {Paraffine, liquid; Baker Chemicals BY, Holland)
gevuld zodanig dat de druppel geheel door olie was bedekt. De olie was met een
fysiclogische zoutoplossing verzadigd en veorverwarmd tot 37 graden Celsius.
Yervolgens werden de kweekbakjes op een verwarmd platean geplaatst.

Dt plateau werd door een gethermostreerd (37,5 graden Celsius) circulerend warm
watersysteem (Paratherm U 5 electronic) op constante temperatuur gehouden en
was geplaatst op een schudtafe] (GFL). Met een gloeiende injectienaald werd sen
saatje in het deksel van het kweekbakje gebrand. Hierdoor werd een slangetie
aangebracht waardoor een constante aanvoer van een gasmengsel (5% C02,5% 02
en 30% N2)inderuimte boven de olie plaatsvond. Om verdamping van het mediom
door de paraffine — olie te voorkomen werd het gas, alvorens het de kweekbakjes
werd binnengeleid, door een met water van 34 graden Celsius gevulde wasfles geleid.
{Bovendien was de paraffine—olie voor het gebruik met cen fysiologische
zoutoplossing verzadigd.) De 5% (02 was noodzakelyjk om de pH van het
(bicarbonaat gebufferde) medium constant op 7,2 te houden. De gehele opsteliing
stond in een klimaatkamer met een constante temperatuur van 34 graden Celsius
zodat grote temperatuurschommelingen uwitgesioten waren.

IV—2.11 Bereciden van een zaadcel — suspensie

Twee tot twaalf maanden oude (C57BL6J) X {CBA)F— 1 manneties werden door
cervicale dislocatie gedood. Vervolgens werden beide cauda epididymides
geisoleerd, het vetweefsel zoveel mogelijk verwijderd en in kileine kweekbakjes
(Falcone tissue culture dish, ref. 3001 F, 35 x 10) met 2 cc medium gebracht. Met
gen pincet en een injectienaald werden de cauda epididymides in het medium in
gedeelten uit elkaar gescheurd zodat de zaadcellen gemakkelijker in het medium
kon komen. Het kweekbakje werd vervolgens op een verwarmd plateau geplaatst
en van een constante gasfase voorzien. 1Jit piateau stond op een schudtafel welke
met cen snelheid van 20 rpm draaide Na 30—60 minuten werden de
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epididymisresten uit het medium verwiiderd zodat een homogene zaadcelsuspensie
kon ontstaan welke in het vervolg kortweg als “zaadcelsuspensie” zal worden
aangeduid.

I¥V—212 In vitro bevruchting

Twintig tot veertig geisoleerde cicellen werden in 0,2 cc door paraffine —olie
omgeven medium gebracht. Vervolgens werd 0,2 cc zaadcelsuspensie welke in 2en
injectiespuit was gezogen aan de druppe! medium toegevoegd. Het kweekbalkje
werd op de roterende verwarmde plaat gezet en van gastoevoer voorzien.

Na 6 —8 uur incubatie in de zaadcelsuspensie werden de eicellen na twee keer
spoelen, teneinde zoveel mogelijk cumulus— en zaadcellen te verwijderen,
overgebracht in een nieuwe druppel medium en verder gekweekt.

IV —2.13  TEKaalmaken” van eicelles

Eicellen kunnen van hun cumuluscellen ontdaan worden door 3—35 minuten
incubatie in een hyaluronidase — oplossing. Deze oplossing bestond uit 350 — 500
1.E./ml. hyaluronidase {ovine testes, BDH. ) opgelostin F— 10 medium {(Ham F~ 190
TC medium, Dikeo). Onmiddellijk nadat de eicellen kaal ziyn worden ze drie keer
gespoeld in medium en verder gekweekt. De incubatieduur in de hyaluronidase
wordt mede bepazld door de post— ovulatoire leeftijd van de zicellen; oudere
eicellen worden sneller “kaal” dan jongere.

IV —-2.14 Chromoscompreparaten

Chromosoompreparaten werden volgens sen kleine modificatie van de door
Tarkowski (Tarkowski, 1966) beschreven methode gemaaki. In het kort
weergegeven ging dit als volgt:

— de objecten (Tkale” eicellen, parthencgenonten of embryo’s) werden in een
hypotonische (1%) natriumcitraatoplossing gewassen en bij kamertemperatuur
gedurende 5 — 15 minuten in een dreppel van deze zeifde oplossing geincubeerd op
een vetvrij horlogegias. (Tijdsduur is niet zo kritisch, wel wat langere tijd voor
blastocysten.)

— de objecten opzuigen en met zo weinig mogelijk natriumeiiraat oplossing op een
vetvrij dekglrasje brengen: een object per druppeltje, 4 — 6 objecten per dekglas.
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— van geringe hoogie 1 — 2 druppeltjes 3:1 azijnzaur — ethanol op de druppel met
het object laten "vailen™.

— aan de onderzijde van het dekglaasje de plaats van het object aangeven om later
langdurig zoeken te voorkomen.

— het geheel aan de lucht laten drogen.

Vervolgens werden de chromosomen gekleurd:

— 45 minuten in een orceine oplossing: 10 g. orceine (Mercl, art. 7091) in 50 ml.
ijsazijn en 50 ml. 65% melkzuur; deze oplossing 3 —4 dagen laten staan en daarna
filtreren. De kleuroplossing is 2 — 3 maanden houdbaar.
= 2 x 5— 10 minuten in 45% azijnzuur.

5 minuten aqua dest.
- ontwateren via de alcohol —reeks: 30% — 40% — 50% — 60% — 70% - 80%
— 90% - alc. abs 2 x, 1:1 alc. abs: xylol, 2x xylol.
— inslaiten {Malinol, Chroma, Stuttgart — Untertiirkheim)
— 24 uur drogen bij 37 gr. C.

Aanvankelijk werden meerdere objecten per druppel aangebracht, doch bij latere
chromosoomtellingen bleek hierdoor een onzekere factor geintroduceerd te
worden. Wanneer de objecten, en dus de chromosomen, namelijk vlak bij elkaar op
het objectglas blijven liggen kan men de mogelijkheid niet uitsluiten dat er verkeerde
conclusies worden getrokken indien er incidenteel tijdens de kleuring en
ontwatering een object wordt "afgespoeld”. Het is dan bijvvoorbeeld niet mogelijk
om met zekerheid te stelien of men twee haploide sets chromosomen heeft van twee
opgebrachte eencelligen of cen diploide set en een afgespoeld object.

IV —2.15  Statistiek

Verschillen in resultaat tussen twee experimentele groepen werd bepaald volgens de
t—test van Student. Verschillen werden als significant beschouwd wanneer de
tweezijdige overschrijdingskans kleiner dan 0,05 was.

De behaalde resultaten worden meestal als gemiddelde met standaarddeviatie
gegeven, terwijl sommige percentages gesplitst worden in twee waarden: het
absolute en het relatieve percentage (A.P. en R.P.). Onder het absolute percentage
wordt verstaan dat gedeelte wat cen verkregen resultaat vormt ten opzichte van het
totale aantal gebruikte ecicellen in het betreffende experiment. Het relatieve
percentage is dat gedeelte wat een verkregen resultaat vormt ten opzichte van een
speciale groep bijvoorbeeid de geaktiveerde eicellen uit het totale aantal gebruikte
eicellen in dat betreffende experiment:
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HOOFDSTUK V

PARTHENOGENESE NA INCUBATIE IN EEN
HYALURONIDASE -~ OPLOSSING

V—1 Inleiding

De eerste experimenten waarbij parthenogenese werd geinduceerd door middel van
hyaluronidase zijn vitgevoerd door Graham (1969, 1970, 1971 en 1972). Graham
aktiveerde muize — eicellen door de cumuluscellen rond de eicellen te verwijderen
door hyaluronidase — kristallen over deze cellen te strooien totdat een concentratie
van ongeveer 100 LE./ml. werd berecikt. Kaufman (1973) incubeerde eicellen
gedurende 10 minuten in een medium met 100 LE./ml hyalurcnidase. De eicellen
werden 14, 16, 18, 20 en 25 uur na de HCG — injectie geéxplanteerd, zodat het effect
van de post — ovulatie leeftijd op het aktivatiepercentage bestudeerd kon worden.
Duidelijk werd aangetoond dat deze leeftijd in sterke mate bepalend is voor het type
parthenogenese — ontwikkeling dat geinduceerd wordt en het aktivatiepercentage.
Eicellen die 14 — 20 vur na HCG werden geéxplanteerd gaven aktivaticpercentages
van 0 — 84%; van deze geaktiveerde eicellen was 98% haploide parthenogenont van
het type 2pbipn.

Eicellen welke 25 uwur na HCG werden geéxplanteerd vertoonden een
aktivatiepercentage van 75%, doch hiervan was 62% van het haploide type 1.c.
Kaufman (1973) concludeert dan cok: “The critical factor is clearly the age of the
ococyte when the stimulus is applied”.

Inmiddels had Graham (1971 en 1972) reeds aangetoond dat de osmotische waarde
van het mediom eveneens een belangrijke factor is welke het parthenogenonttype
bepaalt. Dit onderzoek, en andere daarmede samenhangende experimenten, wordt
later uitgebreid besproken in hoofdstuk VI.

Tarkovski (1971) constateerde dat de aktivatiefrequentie van de met hyaluronidase
behandelde eicellen naincubatiein vitro veel hoger was dan na verdere groei in vivo.
Dit verschil kan veroorzaakt worden door een remmende fakior in het oviduct of
door een aktiverende faktor in het medium. Om deze vraag nader te bestuderen
werden hyaluronidase — aktivatie —experimenten gedaan in combinatie met
experimenten waarin uitsluitend het effect van explantatie en verdere in vitro kweek
werd bestudeerd. De eicellen werden met de omringende cumuluscellen in HP
geincubeerd. Tevens werd de invlped van de postovulatie — leeftijd van de eicellen
op de aktivatiefrequenties en parthenogenonttype — bepaling nagegaan. In wezen
is dit dus de uitvoering van een blanco—experiment. Het is daarom des te
opvallender dat deze experimenten nog niet eerder in de literatuur beschreven zijn.
Wel vermeldt Kaufman (1973—A) in de tekst dat slechts in de oudere
leeftijdsgroepen van de controle —eicellen, die in hyaluronidase —vrij medium
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werden gekweeki, het manipuleren van de eicellen voidoende was om een gedeelte
van de eicellen te aktiveren”™. Verdere gegevens inzake leeftijdsgroepen en/of
akiivatiepercentages van deze controle — series worden echter niet gegeven. Deze
waarnemingen zijn ook niet opgenomen in de tabel met het totaaloverzicht van alle
experimenten. In een later onderzoek samen met Surani (Kaufman & Surani, 1974)
worden echter wel enige aantallen en percentages vermeld. Bij4 en 6 — 7.5 uur oude
eicellen (respectievelijk 16 en 18 — 19,5 uur na de HCG — injectie) wordt ten gevolge
van manipulatie respectievelijk 26,2% en 47,2% aktivatie gevonden; slechts 8 van de
141 geaktiveerde eicellen waren niet van het type 2pbipn.

¥—2  Materialen en methoden
V—2.1 Hyalurcnidase — aktivatie

Teneinde de invioed van de postovulatic ~ leeftijd op het aktivatiepercentage en op
de percentages verkregen parthenogenonttypen te kunnen bepalen, werden
spontaan geovuleerde eicellen respectieveljk 4h00°, 6h00", 7Thi15 en Shi3 na
ovulatie gegxplanteerd en met een korte incubatie in ¥~ 10 medium (TC medium
HAM F-10, Difco) en met 350— 500 LE./ml hyaluronidase geaktiveerd. De
incubatietijd varieerde van 3 tot 5 minuten, afhankelijk van het moment waarop alle
cumuluscellen vrij waren van de eicel. Hoewel er dus een geringe variatie in de
aktivatietijd was, 1s het effekt van het aktivatiernedium op de eicel waarschijnlijk
afhankelijk van de hoeveelheid cumuluscellen die de eicel nog omringen. Hiervan
uitgaande is het beter de eicellen welke door meer cumuluscellen worden omgeven
iets langer te incuberen dan eicellen met een geringer aantal cumuluscellen. Door
de lengte van de incubatietijd te koppelen aan het moment waarop de eicel los van
alle curmnuluscelien is gekomen heeft men een beter vergelijkbare aktivatieprikkel
dan wanneer men onafhankelijk van de cumulus steeds een zelfde incubatietijd
hanteert. Na de incubatie werden de eicellen drie keer in HP gespoeld zodat de
hyaluronidase zo veel mogelijk van de eicellen was afgespoeid. Daarna werd verder
in HP geincubeerd. De aktivatie en parthenogenont — type bepaling werd 6 — 8 uur
na de hyaluronidasebehandeling gescoord.

Een gedeelte van de verkregen haploide parthenogenonten werd in HP
doorgekweekt teneinde de verdere in vitro ontwikkeling te kunnen vervolgen. De
volgende ontwikkelingsstadia werden gescoord: tweecellig—, viercellig—,
morula— en blastocyst —stadium. Op deze wijze werden drie leeftijdsgroepen
vervolgd: 5h0Q’, 7Thi5 en Sh15’.
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V2.2  Aktivatie ten gevolge van explantatie en voorincubatie in normazal medinm

Groepen eicellen met verschillende postovulatie — leeftijden werden onmiddellijk
na explantatie resp. gedurende korte en langere t13d in HP geincubeerd. Dikwijls
hadden de cumuluscellen na een langere incubatie reeds spontaan het kontakt met
de eicel verloren. Soms moesten de eicellen echter alsnog door een zeer korte
hyaluronidase — behandeling van de omringende cumuluscellen ontdaan worden
teneinde het type parthenogenont te kunnen vaststellen. Deze waarnemingen
werden zo snel mogelijk na de eventuele hyaluronidase — behandeling gedaan. Bij
langere pre—incubatieperioden was de typebepaling niet mogelijk doordat de
omringende cumuluscellen dit op het moment waarop deze typebepaling plaats
dient te vinden verhinderen. Later waren de pronuclel in deze experimenten na de
late hyaluronidase —behandeling reeds verdwenen. Ook een mogelijk aanwezig
geweest tweede poollichaampje kon dan reeds gedegenereerd zijn. Bij een gedeelte
van de geaktiveerde eicellen werd de verdere in vitro ontwikkeling vervolgd.
Gescoord werden slechts de aantallen bereikte tweecellige—, viercellige—,
morula — en blastocyststadia.

Y —3 Resultaten en discussie
¥ —-31 De invloed van de ouderdom var de eicel

Intabel ¥V —1 staan de aktivatiepercentages vermeld van eicellen van verschillende
leeftijdsgroepen als gevolg van een korte hyaluronidase — behandeling Tevens zijn
de verschillende typen parthenogenonten welke werden verkregen vermeld.
Omdat de jongste leeftijdsgroep eicellen (explantatie 4 vur na ovulatie) na twee
experimenten slechts in een geaktiveerde eicel resulteerde werd volstaan met een
geringer aantal eicellen {26) ten opzichte van de andere leeftijdsgroepen waarin met
gemiddeld 120 eicellen werd gewerkt. Het hoogste aktivatiepercentage (47%) werd
bij de zes uur oude ecicellen gevonden. In de jongere leeftijdsgroepen werden
nagenoeg uitsluitend haploide 2Zpbipn parthenogenonten verkregen, in totaal
werden slechts 1 diploide en 3 i.c. parthenogenonten gevonden tussen 153
geaktiveerde eicelien, met andere woorden nog geen 3%. Qok Kaufman (1973) vond
slechts circa 2% niet—haploide (2pbipn) parthenogenonten tussen de door
hyaluronidase geaktiveerde groepen eicellen welke 14 — 20 vur na de HCG injectie,
dus 2 — 8§ uur na super — ovulatie, waren gegxplanteerd.

Een hoger percentage i.c. parthenogenonten werd in de oudste leeftijdsgroep
gevonden: 6%. Deze tendens, meer i.c. parthenogenonten bij oudere eicellen, werd
ook reeds door Graham (1970) en Kaufman (1973) waargenomen. Laatstgenoemde
vond tussen de geaktiveerde eicellen van de oudste leeftijdsgroep, 13 wur na
super —ovulatie (25 uur na HCG), 62% i.c. parthenogenonten. Hoewel Kaufman
hogere aktivatiepercentages verkreeg dan de in dit onderzoek vermelde percentages,
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zijn de waargenomen tendensen (verloop van de aktivatiepercentages en de
verkregen typen parthenogenonten) met elkaar in overeenstemming. De hogere
aktivatiepercentages zijn waarschijnlijk een gevolg van de langere
hyaluronidase — behandeling welke Kaufman toepaste: 10 minuten versus 3—35
minuten.

In een onderzoek samen met Surani werd deze incubatieperiode zelfs op 15 minuten
gesteld. Er werden vier leeftijdsgroepen onderzocht: 2,4 —8,9en 13— 13,75 vur na
super ~ ovulatie. Een maximale aktivatie werd gevonden in de eicellen van de oudste
groep: 75,4%, waarvan 33% type 2pblpn en 62% type ic. Ondanks de langere
hyaluronidase —behandeling werd dus exact hetzelfde percentage i.c.
parthenogenonten gevonden in deze leeftijdsgroep als in het eerdere onderzoek
(Kaufman, 1973).

In de op een na oudste groep was het aktivatiepercentage weliswaar nagenoeg gelijk,
71,7%, maar in deze groep geaktiveerde eiceflen kwamen bijna uitsluitend type
2pblpn parthenogenonten voor: 92,6%. We zien hier dus evencens een zeer sterke
invloed van de leeftiyd van de eicellen op het
parthenogenont — differentiatiepatroon.

¥V —3.2 Verdere in vitro ontwikkelingen van geaktiveerde eicellen

In tabel V-2 is de verdere in vitro ontwikkeling weergegeven van een gedeelte van
de in tabel ¥V —1 vermelde parthenogenonten.

In de resultaten ten aanzien van de verdere ontwikkeling in vitro valt op dat
parthenogenonten uit oudere leeftijdsgroepen eicellen afkomstig een wat lagere
klievingsfrequentie en geringe doorgroei vertonen.

Kaufman & Sachs (1976) rapporteren aanzienlijke verschillen tussen de doorgroet
van de verschillende typen parthenogenonten: 21% van type 2pb1ipn, 66% van type
2pn en 65% van type i.c. ontwikkelde zich binnen 98 — 100 vur voorbij het viercellig
stadium. Een aanmerkelijk geringere doorgroei voor de type 2pbipn
parthenogenonten, dit percentage komt overeen met het in dit onderzoek verkregen
voor de drie leefiijdsgroepen gemiddelde percentage van 25%. Wel vonden
Kaufman & Sachs een aanzienlijk hoger percentage blastocysten na verdere in vitro
kweek van type 2pblpn parthenogenonten gedurende 120 uur: 21%.

1les et al. (1975) onderzochten de verdere ontwikkeling van geaktiveerde eicellen in

vivo, onder andere na transplantatic in het oviduct van pseudozwangere
recipiénten. Drie dagen na transplantatie werd 75% van de getransplanteerde
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eicellen teruggevonden; hiervan had 44% het morulastadium bereikt en 22% het
blastulastadium. Het percentage verkregen blasiocysten verschili dus niet na
incubatie van geaktiveerde eicellen in vitro of in vivo.

Graham (1970) verkresg onder optimale omstandigheden slechts 9% blastocysten
uit getransplanteerde geaktiveerde eicellen. Gezien de grote verschillen in aktivatie
en ontwikkeling van eicellen van verschillende stammen (Graham & Deussen, 1574)
hebben bovenstaande cijfers uitsluitend betrekking op C57BL/CIH eicellen.

V—33 De inviced van de voor de aktivatie noodzakelijke manipulaties van de
eicellen.

In tabel V—3 zijn de aktivatie— en parthenogenonttype percentages gegeven van
eicellen welke na explantatie in normaal medium werden geincubeerd. De tijdsduur
van deze incubatie en het explantatie — tijdstip ten opzichte van de ovulatie werd
gevarieerd.

Het effect van de postovulatie —Jeeftijd op de aktivatiepercentages bljkt minimaal
te zim: aktivatiepercentages (41, 3% en 40%). QOok de verkregen typen
parthenogenonten verschillen slechts weinig. De aktivatiepercentages liggen veel
fager dan de aktivatiepercentages van even oude ecicellen na
hyaluronidasebehandeling. Zij komen overeen met de door Kaufman & Suvram
(1974 gevonden waarden. Deze vonden bij 4 en 6—7.5 uur oude eicellen
respectievelifk  26,2% en 47,2% akiivatie. Hiervan was 94%van het
parthenogenont — type 2pblipn. In dit onderzoek bedraagt dit percentage 89%. Bi
het gevonden aktivatiepercentage van groep 3 moeten we ons goed realiseren dat
de aktivatiec van eicellen bepaald werd door het al dan niet bereiken van het
tweecellig stadivm. Het is echter waarschinlyk dat hierdoor een vertekend beeld
ontstaat doordat uit de groepen 1 en 2 blijkt dat 7 — 20% van de geaktiveerde eicellen
het tweecellig stadium niet beretkt. Het werkelijke aktivatiepercentage van groep 3
ligt dan ook waarschijnlijk hoger.

¥V —3.4 Verdere in vitro ontwikkelingen van uitslnitend door het manipuleren
geaktiveerde eicellen

In tabel ¥V —4 is de verdere in vitro ontwikkeling vermeld van een gedeelte van de
in tabel ¥V —3 vermelde geaktiveerde eicellen.
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Bij de interpretatie van de in tabel V-—4 vermelde percentages moeten enige
kritische kanttekeningen geplaatst worden.

Ten eerste is er mogelijk een invloed van de zeer korte hyaluronidase — behandeling
bij de eicelien uit groep 1 en 2. Het is niet na te gaan in hoeverre dit van invioed is
op de verdere in vitro ontwikkeling van deze eicellen.

Ten tweede zijn de percentages van de verdere in vitro ontwikkeling van de eicellen
uit groep 3 waarschijnlijk aan de hoge kant omdat uitgegaan is van tweecellige

parthenogenonten. Hierdoor 15 een gedeelte buiten beschouwing gebleven om
eerder vermelde redenen.

Indien men de ontwikkelingspercentages toch wil vergelijken met die uit tabel ¥V —2
dan moeten van beide groepen de absolute percentages, dus ten opzichte van de
aantallen geisoleerde eicellen, worden berekend. Het is opvallend dat de
gemiddelden van de bereikte ontwikkelingsstadia dan in beide experimenten
nagenoeg gelijk liggen, Deze gemiddelden zijn voor de vier bekeken
ontwikkelingsstadia in de door hyaluronidase en door explantatie geaktiveerde
groepen respectievelijk 25% — 33%, 11% — 12%, 3% — 6% en 1% —1%.

¥ —4  Conclusies

Op grond van de verkregen resultaten kan geconcludeerd worden dat de
hyaluronidase geen werkelijk bijdrage levert aan de parthenogenetische aktivatie
gezien de met efkaar overeenkomende aktivatiepercentages van deze groepen en die
van de controle —experimenten. Ook de verschillende typen parthenogenonten
worden in nagenoeg gelijke percentages verkregen. Het is niet bekend in hoeverre
erin vivo in detuba ook spontane parthenogenese optreedt. Indien dat niet het geval
is kan de parthenogenese zowel vercorzaakt worden door het wegvallen van de in
de tuba aanwezige remmende faktoren alsmede door een stimulerende invloed van
de explantatie en verdere in vitro kweek. Toevoeging van een korte
hyaluronidasebehandeling heeft dus geen extra stimulerende invioed. Wel geeft de
hyaluronidasebehandeling twee andere voordelen: ten eerste kan men de eicellen
beter waarnemen en desgewenst het type parthenogeneont bepalen en ten tweede
zijn de eicellen zonder cumuluscellen gemakkelijker te manipuleren.
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HOOFDSTUK VL
PARTHENOGENESE NA INCUBATIE IN EEN MEDIUM MET EEN

NIET — FYSIOLOGISCHE OSMOTISCHE WAARDE

YI—-1  Inleiding

De techniek om parthenogenese op experimentele wijze te induceren door incubatie
van eicellen in een medium met een niet — fysiclogische osmotische waarde werd
reeds in 1905 door Loeb toegepast bij zeedgel—eieren. Hoewel deze
aktivatiemethode dus al lang bekend was werd zij pas in 1936 voor het eserst
toegepast vij eicellen van zoogdieren.

In dat jaar publiceren Pincus & Enzmann (1936) de resultaten van ¢en serie
aktivatie —experimenten  bij konijne—eicellen. Zij gebruikten diverse
aktivatiemethoden waaronder de incubatie van recent geovuleerde eicellen in
hypertonische media. Hoewel gesteld werd dat vitsluitend een incubatie van 53— 10
minuten in een hypertone oplossing effektief zou zijn, werden er geen nadere
bijzonderheden bekend gemaakt over aktivatiepercentages. Slechts de, enigszins
vertraagde, vorming van 13 (?) poollichaampjes werd gemeld. Men kan zich
echter afvragen of hier inderdaad sprake was van vorming van poollichaampjes
omdater geen nader onderzoek, bijvoorbeeld naar de aanwezigheid van chromatine
in deze poollichaampijes, werd gemeld. Mogelijk waren het slechts cytoplasmatische
uitstulpingen en afsnoeringen. Vier jaar later publiceert Pincus samen met Shapiro
{Pincus & Shapiro, 1940) de resultaten van verder onderzoek naar aktivatie van
eicellen. Bij deze serie aktivatie — experimenten werd onder andere het effekt van
incubatie in een hypotonische oplossing onderzochi. Er werd met verschillende
verdunningen gewerkt (40, 50 en 60% oplossingen) terwijl de incubatieperioden
varicerden van 3 —60 minuten. In deze experimenten werd een gemiddeld
aktivatiepercentage gevonden van 34%, waarlj in 13% van de eicellen een
kljevingsdeling optrad. Ook toen werden echter geen nadere bijzonderheden
vermeld. Deze methode om parthenogenese te induceren raakt daarna weer enige
tijd op de achtergrond, waarschijnlijk vooral door het feit dat zoveel betere
resultaten werden verkregen met andere aktivatiemethoden, met name door een
tijdelijke afkoeling van de eicelien.

Ook niu duurde het weer een lange tijd, ruim 30 jaar, alvorens deze aktivatiemethode
wederom op zoogdiereicellen, meest muize — eicellen, toegepast zou worden.

Graham (1971, 1972) toonde aan dat een lagere osmolariteit van het medium in
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toenemende mate de onderdrukking van de vorming van het tweede poollichaampje
tot gevolg had.

Kaufman & Surani (1974) onderzochien het effekt van de postovulatoire leeftijd van
de eicellen en van de osmolariteit van het medivm. In beide gevallen werden de
eicellen eerst van hun cumuluscellen ontdaan door een korte hyahironidase-
behandeling. Bij toenemende ouderdom wvan de eicellen werd een hoger
aktivatiepercentage verkregen. De osmolariteit van het medium bleek echter een
groteinvioed te hebben op het type parthenogenese dat geinduceerd werd, met name
na incubatie in hypotonisch medium.

In een ander onderzoek, Kaufman & Gardner (1974), werd dezelfde
aktivatiemethode toegepast doch in deze experimenten werd de wverdere
ontwikkeling van de verkregen parthenogenonten in vivo bestudeerd na
transplantatie in pseudo — zwangere recipiénten.

Graham & Deussen (1974) pasten deze aktivatiemethode ook toe in hun onderzoek
naar mogelijke veranderingen in aktivatiepercentages als gevolg van genetische
verschillen. Zij onderzochten daartoe eicellen van zes verschillende stammen en
vonden grote verschillen in de aktivatiefrequenties van eicellen van raszuivere
donoren.

Gok Iles et al. (1975) toonden met deze methode verschillen in aktivatiepercentages
aan bij verschillende stammen.

Alle hierboven vermelde onderzoeken uit de zeventiger jaren hebben onder andere
met elkaar gemeen dat er eerst een korte hyaluronidasebehandeling aan de eicellen
werd gegeven. Het is echter bekend, zie hoofdstuk V van dit proefschrift, dat deze
behandeling op zich al effektief is om parthenogenese te induceren, zodat er uit deze
prosven geen conclusies zijn te trekken ten aanzien van uvitsluitend het effekt van
de incubatie in een hypotonische oplossing. Alleen het reeds vermelde onderzoek
van Pincus & Shapiro (1940) zou deze mogelijkheden hebben kunnen bieden. In dit
geval zijn echter te weinig nadere gegevens bekend, is er aan te weinig eicellen
onderzoek verricht, terwijl er bovendien onvoldoende systematisch onderzoek is
verricht naar het effekt van de incubatietijdsduur en het effekt van de verschillende
osmotische waarden van de gebruikte aktivatiemedia.

Het hierna volgende onderzoek is opgezet om met name het effekt van deze laatste
twee variabelen te onderzoeken. Het effekt dus van afwijkende osmotische waarden
en de tijdsduur van de incubatieperioden. Tevens werd als derde variabele de
invloed van de post — ovulatoire leeftijd van de eicelien op de aktivatiepercentages
nagegaan. Bovendien werd het effekt van een aanzienlijk groter aantal verschillende
osmotische waarden onderzocht terwijl er in algemene zin sprake is van een meer
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gedetailleerde opzet van de experimenten ten opzichte van de tot heden verrichte
studies.

Vi-2  Materiaal en methoden
VYi—2.1 De invloed van de osmolariteit van het aktivatiemedium

Groepen eicellen werden 4,5 —~ 3,5 uur na spontane ovelatie gegxpian — teerd en
aansluitend gedurende 2 uur en 25 minuten in een aktivatiemedium geincubeerd.
Dit medium werd verkregen door het "normale kweekmedium™, 1/1 HP, met tridest
te verdunnen; 2/10 HP bijvoorbeeld bestond uit 8 volumedelen tridest en 2
volumedelen 1/1 HP.

Fr werd een verdunningsreeks van 2/10 HP tot en met 9/10 HP toegepast. De
osmotische waarden van deze media werden bepaald met behulp van een Osmette
A (Precision Systems Inc.) en staan vermeld in tabel VI—1.

Van iedere verdunning werden minimaal drie metingen verricht.

Tabel VI—I. Overzicht van de osmotische waarden van de verschillende
aktivatiemedia.

Medium Osmotische waarde in miliosmol
2/10 54
3710 81
4/10 108
5/10 135
6/10 162
7/10 189
8/10 216
9/10 243
10/10 270

Na incubatie in het aktivatiemedium werden de eicellen ontdaan van de nog
resterende  omringende cumuluscellen door een zo  kort mogelijke
hyaluronidase — behandeling en vervolgens drie keer in 1/1 HP gespoeld en verder
in 1/1 HP geincubeerd. Die hyaluronidasebehandeling varieerde van een halve tot
maximaal 5 minuteri. Na 4—6 uur werden de verschillende typen geselekteerd,
geregistreerd en bijeengebracht in geselekteerde groepen van 20 — 40 geaktiveerde
eicellen. Deze groepen met hetzelfde type parthenogenont werden gedurende 120
uur verder geincubeerd int 1/1 HP teneinde de verdere ontwikkeling te kunnen
vervolgen.
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Vi—22 De invloed van de lengte van de incubatieperiode in het aktivatiemedium

Naast deinvloed van de verschillende osmotische waarden van het aktivatiemedium
op het aktivatiepercentage en de verdere in vitro ontwikkeling werd ook de invloed
van de tijdsduur van deze incubatie onderzocht. Deze variatie in incubatietijd werd
bij 4 verdunde oplossingen onderzocht: 3/10 HP, 6/10 HP, 8/10 HP en 9/10 HP.
Een overzicht van deze verschillende incubatietijden bij bepaalde aktivatiemedia
wordt in tabel VI— I gegeven. De eicellen voor deze experimenten werden 9 — 10
uur na superovulatie gegxplanteerd en na incubatie in het aktivatiemedium van de
omringende cumuluscellen ontdaan door een zo kort mogelijke hyaluronidase-
behandeling en vervolgens op dezelfde wijze, zoals expliciet vermeld in VI—2.1,
verder behandeld en in hun verdere ontwikkeling vervolgd.

Tabel VI—II.  Overzicht van experimenten met de gebruikte verschillende
incubatietijden in media met 4 verschillende verdunningen.

concentratie HP onderzochte incubatietijden

3/10 HP : 15 - 1h13 2h25 4h0y’ -
4/10 HP: 15’ 45 this 2h2% 4h00 -
5/10 HP : 15 - 1hi15 2h2%° 4h00 Sh3o
6/10 HP : 15° 45 1hi15 2h2y 4h00 -

¥1—2.3 Deinvioed van de post — ovulatcire leeftijd van de eicelien bij een constante
incubatieperiode en een gelijk aktivatiemedimm.

In deze experimenten werden de eicellen gedurende 2h25 in 6/10 HP geaktiveerd
en verder behandeld zoals vermeld staat in VI—-2.1. De eicellen waren deels
afkomstig van spontaan ovulerende muizen, {explantatie 5, 6, 7, 8 en 2 uvur na
ovulatie) en deels van muizen met geinduceerde superovulatie {(explantatic 4, 6, 17,
19, 21, 24, 27 en 30 uur na ovulatie).

Vi—3  Resultaten en discussie
Yi—3.1 De inviced van de osmolariteit van het aktivatiemedium

VI—3.1.1 De inviced van de osmolariteit van het aktivatiemedium op de
aktivatiefrequentie en de parthenogenonttype — differentiatie

In tabel VI—1II1 staan de resultaten vermeld van de in VI.2.1 beschreven
experimenten. Slechts bij 2/10 HP en 10/10 HP vinden we sterk verminderde
aktivatiepercentages (respectievelijk 3% en 8%), in de overige verdunningen treden
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slechts minimale kwantitatieve verschillen op. De kwalitatieve verschillen zijn
echter des te opvallenderr een constant toenemend percentage haploide
parthenogenonten bij minder verdunde media.

De tabellen VI— T en VI— 1V geven de aktivatie en differentiatie van eicelien na
incubatie gedurende 2,5 uur in media met verschillende osmolariteiten. Explantatie
vond plaats 4,5 — 5,5 uur na spontane ovulatie.

Brinster (1965) toonde aan dat bevruchte eicellen in vitro een grote tolerantie ten
aanzien van de osmotische waarde wvan het milien bezitten. De embryo’s
doorstonden deze afwijkende osmolariteiten gedurende cen beperkte tijdsduur
zonder nadelige gevolgen.

Opas (1977ynam waar dat een bepaald percentage van bevruchte eicellen gedurende
eenn zeer korte tijd (3 —6 minuten) extreem lage osmotische waarden konden
weerstaan.

Uit het verloop van de aktivatiepercentages in grafiek VI— A komen de grote
verschillen nogmaals duidelijk naar voren. Na incubatie in sterk verdunde media
(210 en 3/10) ontstzan nagenceg uitsluitend parthenogenonten met
gefragmenteerde pronuclei. Kennelijk hebben deze lage osmotische waarden zo'n
sterke invioed op de eicellen dat zelfs de pronuclei unitéénvalien. Bijincubatiein 5/10
HP verkrijgt men ¢en maximale opbrengst van diploide parthenogenonten (50%);
6/10 HP geeft een (laag) maximum (12%) aan i.c. parthenogenonten, terwijl men
bij 8/10 HP een opbrengst van 54% haploide parthenogenonten type 2pb Tpn krjjgt.

Het blijkt dus dat de osmotische waarde van het aktivatiemedium een sterke invioed
heeft op de verdeling van de verschillende typen parthenogenonten welke men
verkrijgt. Dit gegeven kan men eventueel gebruiken indien men een maximale
opbrengst van een bepaald type parthenogenont wenst. Wil men bijvoorbeeld
onderzoek verrichten aan haploide parthenogenonten dan za! men 8/10 HP als
incubatiemedium moeten gebruiken. Graham & Deussen (1974) toonden aan dat
voortgezette kweek van met hyaluronidase (100 LE./ml; 10—15 minuten)
geaktiveerde eicellen (explantatie 17 — 19 uur na HCG) gedurende 2 uur in 3/5 en
4/5 medium een verhoogd percentage potentice! diploide parthenogenonten met
een of twee pronucled tot gevolg had (tabel VI—V).

Tabel ¥1—V. Resultaten van Graham & Deussen (1974), zie tekst voor deze tabel.

Fi medium ] Zpbipn Le. 2pm Ipm
CS57BLKCBA  5/5 117 73,5% 9,4% 14,6% 2.5%
C57BLXCBA 4/5 103 38,1% 16,2% 24 8% 0,9%
CSTBLXCBA 3/5 154 37,0% 18,8% 23,4% 20,8%

- 289



"BIPSIU APUNPIdA PUS[IISIaa UL dIBQNIUL BU UFUOUSFOU
-ayured ("o'12dA)) aprojdey ua — (ud[qdyg 2d4y) aprojdey ‘— (udg jo ud
1 2d£1) aplojdip uea $35BIUA0I3AINBATINE 2A2MIBIFEMY U JAINBIBUBMY ¥ - 1A 2LIBID
uaburuunpJaap

oL/ol 01/8 0L/9 oL/t 0L/z
*ﬂ»rr..-l..ll.lllllllouf i
rfor/f .nw..._/..for
N\ oz
= 04
- 09
areAIE B[R0}
- 08
L 001

sadejuantadanealy VY

0

L2}
(]



Lies et al. (1975) aktiveerden eicellen 10— 15 min. in een hyaluronidase — oplossing
(200 L.E./ml.) en kweckten de eicellen gedurende twee vur verder in 5/5 en 3/5

medium en vervolgens in 5/5 medium. De volgende resultaten werden verkregen
(Tabel VI—VI).

Tabel VYI-IV. Deze subtabel geeft een overzicht wvan de aantallen
gedegenereerde en geaktiveerde eicellen die zich na incubatie tussen de
oorspronkelijke aantallen geincubeerde gicellen bevonden. Tevens zijn de totale
aktivatiepercentages gegeven. Het betreft hier dus dezelfde eicellen als die, di¢ in
tabel VI—I1II staan vermeld.

HP- aantal aantal aantal aktivatie ~
—concen —
tratie geincubeerde  pgedegenereerde  geaktiveerde percentage
eicellen eicellen gicellen

2/10 113 108 3 3%
3710 133 25 89 67%
4/10 117 15 79 68%
5/10 135 18 85 63%
6/10 121 4 7 590
7/10 110 G 70 64%
8/10 187 0 124 66%
9/10 109 0 38 35%
10/10 116 0 9 8%

Tabel VI— V1. Resultaten van Hes et al. (1975), zie tekst voor deze tabel.

F1 medium aktiv.  2pb Ipn ie. Zpn Ipn  Zpnof
pere. Ipn

C57BLXA2G 5/5 42,0%  65,1% 8,7%  26,2% 0 % 26,2%
C37BLXA2G  3/5  63,6% 8,1%  283% 35,0% 286%  63,6%
CS7BLXC3H 3/5  46,0%  40,7%  255%  12,0%  21,8%  33,8%

251



De lagere aktivatiefrequenties worden mogelijk veroorzaakt door het feit dat lles
et al. met muizen vit andere kruisingen werkten. Graham & Deussen hadden reeds
aangetoond dat hierdoor grote verschilien in aktivatiefrequenties werden
veroorzaakt.

Kaufman & Surani (1974) vonden na 10°— 15 hyaluronidasebehandeling (100
LLE./ml) eveneens een onderdrukking van de vorming van het tweede
poollichaampje bij 2,25 uur verdere kweek in hypotoon medium (ouderdom
eicellen: 8 —9 uur na superovulatie), {Tabel VI— VII).

Tabel VI— VIl Resultaten van Kaufman & Surani (1974),
zie tekst voor deze tabel.

Fi medium aktiv. perc.  n Zpblipn i Zpn 1pn
C57TBLXA2G 5/5 74.0% 737 936% 39% O % 2,6%
CSTBLXA2G 475 73,8% 107 86,1% 1,3% 0 % 12,7%
CS57BLXA2G  3/5 75,2% 1633 29.8% 125%  1,5% 352%

Opvallend is het gelijke aktivatiepercentage wat bij drie verschillende osmotische
waarden wordi verkregen (73,8 — 75,0%). Bovendien liggen deze waarden
aanzienlijk hoger dan die welke door Iles et al. (1975) gevonden werden (42,0 —
63,0%); Graham & Deussen vermelden deze aktivatiepercentages niet!

In afwijking met de door Kaufman & Surani gevonden gelijke aktivatie percentages,
respectievelijk 75,2 — 73,8 en 74,0, werden in dit onderzoek lagere en teruglopende
percentages gevonden, namelijk respectievelijk 59 — 66 { —35) en §%.

De verschillen in aktivatiepercentages worden groter npaarmate het
aktivatiemedium afwijkt van de fysiologische osiotische waarde (8710, /10 en
10710 HP). Bij deze geringe verdunningen is de osmotische aktivatie kennelijk te
gering ten opzichte van de hyaluronidase — aktivatie zoals door Kaufman & Surani
werd gebruikt.

Uit deze resuitaten zou men kunnen concluderen dat het aktivate - ercentage
bepaald wordt door de hyaluronidasebehandeling maar dat het type
parthenogenont vervolgens bepaald wordt door de osmotische waarde van het
incubatiemedium waarin de geaktiveerde eicellen zich verder ontwikkelen. Blijft de
hyaluronidase —incubatie achterwege, zoals in het eigen onderzoek, dan treedt in
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de controlegroep (normaal 10/10 medium) slechts 8% aktivatie op (V — I11f) en wel
uitsluitend type 2pbipn.

Afwilkend zijn de resultaten welke verkregen werden als gevolg van uitsluitend “het
manipuleren” van de eicellen, dus een in vitro incubatie in 10/10 medium zonder
hyaluronidasebehandeling. Bij eicellen welke 4 en 6 — 7.5 vwur na ovulatie
gegxplanteerd werden trad resp. 26 en 47% aktivatie op (Kaufman & Surani, 1974).
In het eigen onderzoek werd slechts 8% aktivatie gevonden. Het betrof hier eicellen
welke 4,5 = 5,5 uur na spontane ovulatie waren geéxplanteerd.

VI—3.1.2 Deinviced van de osmolariteit van het aktivatiemedium op de verdere in
vitre ontwikkeling

Bij een gedeelte van de in tabel VI—III verkregen geaktiveerde eicelien werden de
overeenkomstige typen parthenogenonten bijeengebracht en werd de verdere
doorgroei in vitro bestudeerd. Deze proeven zijn van belang wanneer men
bijvoorbeeld wil weten op welke wijze men zoveel mogelijk diploide morulae kan
verkrijgen voor eventuele fusie — experimenten met normale morulae. Immers een
hoog aktivatiepercentage garafdeert niet automatisch een hoog percentage
morulae. Het is niet ondenkbaar dat bij een hoog aktivatiepercentage een relatief
geringe verdere ontwikkeling optreedt. Tevens geeft de verdere in vitro doorgroei
van de geaktiveerde eicellen een indruk over de vitaliteit. De resultaten van deze
verdere in vitro ontwikkelingen staan vermeid in tabel VI — VIIL

Dezelfde getallen uit tabel VI— VIII zijn op een andere wijze gegroepeerd in tabel
VI—IX waardoor een beter overzicht van de verdere in vitro ontwikkeling per type
parthenogenont in de diverse media duidelijker zichtbaar wordt.

Kaufman & Gardner (1974) onderzochten de verdere ontwikkeling van in vitro
geaktiveerde parthenogenonten in vivo na transplantatie op dag 1 in oviducten van
pseudo —zwangere recipiénten. De aktivatie vond plaats met behulp van een
hyaluronidasebehandeling (10°—15°, 100 I.E./ml) gevolgd door 2,25 uur incubatie
in 3/5 medium. Na analyse op dag 6 of 7 werden bij haploide (2pblpn),
onmiddellijk delende en diploide parthenogenonten respectievelijk 53,1; 35,0 en
37,5% implantaties gevonden (controle met behulp van bevruchte eicellen: 77,1%).
In een andere groep dieren werden de oviducten en uteri op dag 4 onderzocht op
verder ontwikkelde, op dag 1 getransplanteerde diploide parthenogenonten. Er
werd een doorgroei van 63% gevonden tot het morula— of blastocyst — stadium.
Deze cijfers liggen aanzienlijk hoger dan de in dit hoofdstuk vermelde resultaten.
Na verdere in vitro kweek bercikte slechts 20% het morula— of
blastocyst —stadium. Het is niet zeker of deze verschillen vercorzaakt worden
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doordat een in vivo milieu altijd beter is dan een in vitro milieu of dat dit komt door
de verschillende aktivatiemethoden.

VI—32 De invioed van de lengte van de incubatieperiode

De invioeden van de lengte van verschillende incubatieperioden in aktivatiemedia
met vier verschillende osmotische waarden (zie tabel VI—1I) op de totale
aktivatiepercentages, de typen verkregen parthenogenonten en de verdere in vitro
ontwikkelingen van deze onderscheidenlijke typen parthenogenonten zijn
weergegeven in tabel VI—X,

De gemiddelde aktivatiepercentages voor de vier gebruikte verdunningen, 3/10,
6/10,8/10 en 9/10, waren respectievelijk (44 + 14 + 21144 = 55%, (54 + 15 +
4398 = T4%, (42 + 1 + 2):56 = 80% en (30 + 3 + 1337 = 92%.

Uit de vrij complexe tabel VI— X zijn de grafiek VI—B en de tabellen VI~XI en
VI—X1I afgeleid. Het verloop van de aktivatiepercentages uit tabel VI—X en
weergegeven in grafiek VI — B vertoont een viij grillig patroon. Opvallend is wel dat
na incubatie in het medium met de laagste osmotische waarde het
aktivatiepercentage bij toenemende incubatietijd duidelijk afneemt. Kennelijk zijn
de eicellen niet bestand tegen incubatie gedurende langere tijd in zo'n sterk
afwijkend osmotisch milieu.

Bij de korte incubatie van 15 minuten is het opvallend dat een steeds hoger
percentage haploide parthenogenonten wordt verkregen naarmate de incubatie in
een minder verdund medium heeft plazisgevonden. Dit verschijnsel vinden we niet
bij de andere typen parthenogenonten. Wel is het zo dat er meer diploide
parthenogenonten ontstaan indien men een langere incubatieperiode in acht neemt,
althans 75 minuten of langer.

Tevens valt op dat bij alle gehanteerde incubatieperiden er bij het 6/10 medium
bijna steeds het grootste percentage diploide parthenogenonten ontstaan; stechts bij
75 minuteno’ in 3/10 medium treft men 3% meer diploide parthenogenonten aan
dan bij 6/10 medium. Hetzelfde geldt voor het percentage i.c. parthenogenonten.
Yoor dit type vindt men alleen bij 15 minuten en 3/10 een hoger percentage dan bij
6/10.

De hoogste percentages haploide —, diploide — en i.c. parthenogenonten verkrijgt
men achtereenvolgens bij 15 minuten in 9/10; 75 minuten in 6/10 en 145 minuten
in 6/10.

Ten aanzien van de verdere in vitro ontwikkeling kan vermeld worden dat een zeer
groot gedeelt van de parthenogenonten in de ontwikkeling blijft steken tussen het
twee — en het viercellig stadium. Ock bij deze doorgroei — experimenten is het echter
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Tabel

Vi—-XL

Totale aktivatiepercentages,

onafhankelijk van het type

parthenogenont, van eicellen na incubatie in media met verschillende osmotische
waarden en na verschillende incubatieperioden.

HP — concentratie

Incubatieperiode {in minuten)

Tabel VI-XII.

i5 45 75 145 240 330
3/10 56% - 60% 37% 1% -
6/10 74%  69% 86 78% 87% -
8/10 80% — 35% 80% 76% 64%
9/10 920  54%  29% 41% 56% -

Naar type parthenogenont gedifferentieerde aktivatiepercentages van

eicellen na incubatie in verschillend verdunde media gedurende zes verschillende incu-

batieperioden.
Incubatietijd (minuten)

Parth. H.P.-

iype concentratie 15 45 75 145 240 330

2pblpn 3710 1%  — 0% 0% 0% -
6/10 35 42% 13% 2% 1% —
8/10 75%, — 29% 50% 35% 34%
9/10 81% 49% 26% 31% 37% —

ipn of 3/10 10%0 —_ 52% 37% 49 —

2pn 6/10 15% 13% 49% 65% 62% —
8/10 2%, — 35% 250, 380, 250,
9/10 8% 307 2% 497 13% —

i.c. 3/10 15% — 8 0% 1% —_
6/10 407 14% 24% 12% 24%, —
8/10 407, — 9% 6% 4%, 3%
9/10 30 3% 1% 6% 500 -
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zeer duidelijk dat de diploide parthenogenonten vitaler zijn dan de haploide. Een
opvallend hoog percentage (39%) diploide morula’s werd verkregen na incubatie
gedurende 240 minuten in 8/10 medium en gedurende 15 minuten in 6/10 medium
(40%); de absolute percentages bedroegen resp. 15 en 6%.

VI—3.3 Deinviced van de post — ovulatoire leeftijd van de eicellen bij een constante
incubatieperiode en een gelijk aktivatiemedinm

In tabel VI— XIII staan de resultaten vermeld van experimenten welke de invlioed
van de "ouderdom” van de eicel, dat wil zeggen het tijdsinterval tussen de ovulatie
en de aktivatie, weergegeven op het totale percentage verkregen parthenogenonten
en de onderscheidenlijke percentages van de verschillende typen parthenogenonten.
Alle experimenten werden uitgevoerd in 6/10 medium; incubatietijd 2h30°, Na deze
incubatieperiode werden de eicellen door middel van een zo kort mogelijke
hyaluronidasebehandeling ontdaan van de omringende cumuluscellen zodat het
parthenogenonttype kon worden vastgesteld. De resultaten uit tabel VI— X111 zijn
grafisch weergegeven in grafiek VI-C.

IDe hoogste aktivatiepercentages vinden we in de leeftijdsgroepen van 6 tot en met
9 uur; het percentage varieert tussen 75% en 85%. Bij oudere eicellen neemt dit
percentage geleidelijk af, in de groep van 17 — 21 uur varieert het nog van 53% -
58%, bij 27 uur na ovulatie verkrijgt men nog maar 17% aktivatie terwijl er bij oudere
cicellen geen aktivatie meer mogelijk is. Wanneer men de totale
aktivatiepercentages echter splitst naar parthenogenonttype dan krijgt men echter
een ander beeld. Grafiek V1 —d geeft drie verschillende optima voor de haploide —,
diploide ~ en i.c. parthenogenonten. Deze optima liggen achtereenvolgens in de
leeftijdsgroepen van 7 uur, 6 vur en 21 vur. Dat de leeftijd voor het optimum voor
immediate cleavage parthenogenonten zoveel afwijkt ten opzichte van de twee
andere typen kan verklaard worden door een waarneming van Szollosi (1971). Deze
nam bij de bestudering van de in vivo verandering van onbevruchte eicellen
morfologische veranderingen waar. De meest opvallende verandering was de rotatie
van de kernspoel en de migratie van de periferie naar het midden van de eicel. Qok
door andere onderzoekers werd aangetoond dat de leeftijd van de eicel ten tijde van
de aktivatie een duidelijke invloed heeft op het type parthenogenont dat men
induceert. In 1973 toonde Kaufman reeds aan (Kaufman, 1973) dat het i.c. type
nagenoeg uitsluitend verkregen werd bij oudere eicellen (25 uur na HCG injectie)
indien witsluitend met hyaluronidase werd geaktiveerd (tabel VI—XIV).

Een jaar later beschreef hij samen met Surani (Kaufman & Surani, 1974) de
resultaten van soortgelijke experimenten, in deze proeven werden de eicellen na de
hyaluronidasebehandeling echter niet in normaal, 1/1, medium verder gekweekt
maar in 3/5 medium. Dit medium komt overeen met de verdunining die voor de hier
beschreven experimenten is gebruikt.
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Tabel VI—-XIV. Aktivatie van eicellen gedurende 10 minuten in een
hyaluronidase ~ oplossing (100 LE./mI) en verdere kweek in 1/1 medium
(Kaufman, 1974)

(* Inclusief 6% gefragmenteerde eicellen na 6 uur kweek)

Eicelouderdom n 2pblipn 2pn i.c. totaal
{uren na ovulatie)

2 172 0% 0% 0% 0%

4 211 26,5% 0,5% 0% 27,0%

6 117 76,1% 0% 0t 76,1%

8 137 81,7% 1,5% 0,7% 83,9%

6—9 689 70,1% 0,6% 1,3% 72,0%

13 (*)406 23,6% 3,2%  44.1% 70,9%

van de eicellen meer diploide of i.c. parthenogenonten. Hypotoon medium heeft dus
waarschijnlijk een migratie van de kernspoel van de tweede meiotische deling tot
gevolg.

Deze methode verdient dus de voorkeur indien men een hogere opbrengst diploide
parthenogenonten van jonge eicellen wil verkrijgen. Als zodanig is de hier gevolgde
aktivatiemethode dan ook een verbetering van de differentiatiemogelijkheden naast
de reeds bestaande mogelijkheid een hoog percentage haploide parthenogenonten
te verkrijgen door uitsluitend een hyaluronidasebehandeling toe te passen zonder
verdere incubatie in hypotoon medium (Kaufman, 1973).

In tabel VI-XVII is de verdere in vitro ontwikkeling weergegeven van de
verschillende typen parthenogenonten welke waren verkregen na incubatie in 6/10
medium gedurende 2uur en 30 minuten. Daarna werden de cumuluscellen
verwijderd door middel van een zo kort mogelijke hyaluronidasebehandeling. De
ontwikkeling is uitsluitend gevolgd bij de parthenogenonten welke 6 en 21 uur na
ovulatie geaktiveerd werden. Bovendien werd in de eerste groep onderscheid
gemaakt tussen spontaan geovuleerde eicellen en eicellen afkomstig van
superovulaties welke door PMS — HCG injecties geinduceerd werden.

Het is opvallend dat er geen of siechts kleine verschillen zijn in de verdere in vitro
ontwikkeling van deze twee groepen.

¥1 - 4 Conclusies

Uit de resultaten van de in dit hoofdstuk uvitgevoerde experimenten kunnen de volgende

conclusies getrokken worden:

1) incubatie van eicellen in hypotoon medium heeft bij zes van de acht onderzochte
verdunningen een kwantitatief vergelijkbare aktivatie tot gevolg. Er treden echter
grote kwalitatieve verschillen op: bij gelijke incubatieperiode wordt bij drie verschil-
lende verdunningen een optimum aktivatiepercentage voor een bepaald type parthe-
nogenont verkregen.
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2} de invleed van de lengte van aktivatieperiode op het totale aktivatiepercentage

hangt af van de verdunning van het aktivatie-medium. Een incubatietijd van 15 mi-
nuten heeft voor de vier onderzochte verdunningen steeds een hoog aktivatiepercen-
tage tot gevolg. Bij een langere aktivatieperiode blijft dit percentage voor de 6/10 en
8/10 verdunningen nagenoeg constant. De sterk verdunde oplossing, (3/10), geeft
een afnemend aktivatiepercentage bij langere aktivatie. De bijna onverdunde oplos-
sing ,{9/10), heeft aanvankelijk een aktivatiepercentage tot gevolg. Dit percentage
neemt bij een langere incubatieperiode (langer dan 75 minuten) echter weer geleide-
lijk toe, Wanneer we een bepaald type parthenogenont bekijken dan blijken er ech-
ter wel verschillen te zijn in de optimale aktivatieperiode.
De haploide parthenogenonten type 2pblpn hebben bij alle onderzochte verdunnin-
gen een maximale aktivatie bij de kortste incubatieperiode (15 minuten). Bij de di-
ploide parthenogenonten, type 1pn of 2pn, is dat juist andersom: een korte ncuba-
tieperiode geeft een lage opbrengst terwijl die bij langere aktivatie (bij de sterker
verdunde oplossingen minder lang) toeneemt. Hetzelfde geldt voor de haploide par-
thenogenonten type i.c. met dien verstande dat er wel bij de meest verdunde oplos-
sing een maximale opbrengst wordt verkregen bij de kortste aktivatieperiode.

3) de leeftijd van de eicellen, de periode tussen de ovulatie en de aktivatie, heeft een
duidelijke invioed op zowel het totale aktivatiepercentage alsmede op het differenti-
atiepatroon van de geinduceerde parthenogenonten, Zeer duidelijk blijkt dat de i.c.
parthenogenonten in hoofdzaak uit andere eicellen ontstaan (17-19 uur) terwijl de
diploide parthenogenonten juist uit de jongere eicellen ontstaan (6 uur). De haploi-
de parthenogenonten type 2pblpn zijn minder gevoelig voor de ouderdom, zij ko-
men vooral, zonder duidelijk optimum, voor tussen de 5-9 uur cude eicellen.
Resumerend kan worden geconcludeerd dat de drie onderzochte variabelen — de
verdunning van het aktivatiemedium, de lengte van de aktivatieperode en de leeftijd
van de eicellen — cen duidelijke invloed uitoefenen op het totale aktivatiepercenta-
ge en het differentiatiepatroon van de geinduceerde parthenogenont-typen.

Eveneens in 1974 onderzochten Graham & Deussen (1974) op dezelfde wijze de
invloed van de post — ovulatoire leeftijd van eicellen op het type parthenogenont.
De door hen verkregen resultaten staan gedeeltelijk samengevat in tabel VI—XVIL

Tabel VI XVI. Aktivatie van eicellen gedurende 10— 15 minuten in circa 100
LE./ml. hyaluronidase — oplossing en verdere kweek gedurende 1h50° —2hi5” in
3/5 medium (Graham & Deussen, 1974). R.P. is het relatieve percentage, dat wil
zeggen ten opzichte van het aantal geaktiveerde eicellen.

Eicelonderdom n R.P. R.P. R.P.
(uren pa ovulatie) (totaal) Zpbipn 2pn of Ipn ic.
1-4 56 26,7% 69,6% 3,7%
5-8 197 37,1% 38,0% 24,9%
912 77 19,5% 45,0% 35,5%

Het is jammer dat Graham & Deussen geen exakte aktivatiepercentages geven; zij
vermeldden slechts dat bij eicellen jonger dan 4 uur 20 — 50% werd geaktiveerd; in
de overige leeftijdsgroepen 70— 90%.
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Wanneer we de resultaten van dit onderzoek vergelijken met de resultaten van
overeenkomstige experimenten van Kaufman & Surani (1974} en van Graham &
Deussen (1974) dan blijken er grote verschillen te zijn (tabel VI—XVII).

Tabel VI—-XVIL Eflekt van de post—ovulatoire leeftijd van eicellen op de
parthenogenonttype bepaling na hyaluronidase — aktivatie en verdere incubatie in
3/5medivm. (K&S: Kaufman & Surani, 1974; G&D: Graham & Deussen, 1974; vM:
van Marle, de hier beschreven resultaten.)

Eicelouderdom 2pb Ipn 1pn 2pn i.ec.
(uren
na ovulatie) K&S G&D vM K&S G&D vM  K&S G&D vM
3,25 0 100 0
T—4 26,7 69,6 3,7
4 4 84 12
5 18 60 22
5—-8 37,1 38,0 24.9
5—8 15,6 57,6 26,8
8-9 30 58 12
g§—9 15,5 393 45,2
912 19,5 45,0 35,5
9 11 41 48
13,5 22 50 28
17 0 22 78

De percentageverschiilen blijken met name in de verdeling hapleoide— diploide
parthenogenonten te zitten. Het percentage hapleide parthenogenonten in het eigen
onderzoek ligt 9 — 20% lager dan de door Kaufman & Surani en Graham & Deussen
verkregen resultaten. Het percentage diploide parthenogenonten ligt in de jongere
groepen 15— 20% hoger; bij oudere eicellen {ouder dan 8 uur) neemt dit verschil af
en neemt het percentage i.c. sterk toe (13 —15%).

Wanneer we ervan uitgaan dat de incubatie in 3/5 medium geen effekt heeft op de
type — bepaling indien aansluitend een hyaluronidasebehandeling wordt gegeven,
met andere woorden de eicellen zijn in wezen alleen in vitro verouderd, dan zouden
we de resultaten van de diverse leeftijdsgroepen van dit onderzoek kunnen
vergelijken met leeftijdsgroepen van circa 2,5 wur ouder.

Uit de gegevens van tabel VI~ XV lijkt de conclusie voor de hand te liggen dat een
hyaluronidaseprikkel met name de induktie van haploide parthenogenonten tot
gevolg heeft waarna een beperkt gedeelte later, in de aansluitende incubatie in
hypotoon medium, alsnog in diploide parthenogenonten resulteert. Worden de
eicellen echter eerst aan dit hypotone incubatiemedium blootgesteid dan verkrijgt
men aanzienlijk minder haploide parthenogenonten, afhankelijk van de ouderdom
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HOOFDSTUK ViI

IN VITRO BEVRUCHTING VAN PARTHENOGENONTEN

VII—-1  Inleiding

De bevruchting van zoogdiereicellen is een zeer complex proces waarbij
verschillende mechanismen een rol spelen (Bedford, 1972; Austin, 1972; Gwatkin,
1977; Edwards, 1981). Resultaten van elektronenmicroscopisch onderzoek op dit

gebied zijn onder andere weergegeven in twee atlassern: Hadek (1969) en Zamboni
(1971).

Alvorens de zaadcel een eicel kan bevruchten moeten zaadcellen een specifieke
rijping (capacitatie) ondergaan welke normaal in het vrouwelijke organisme
(vagina, uterus en oviduct) plaatsvindt. Slechts wanneer deze rijping heeft
plaatsgevonden kan bij de zaadcel de zogenaamde acrosoomreaktie optreden. Dit
is een structurele verandering in de dubbele membraan welke rond de kop van de
zaadcel zit. De binnenste en buitenste membraan fuseren op bepaalde plaatsen
waardoor de inhoud, hoofdzakelijk bestaande uit het enzym hyaluronidase, naar
buiten komt. Dit enzym heeft een oplossende werking op de gelei —achtige massa
welke zich tussen de cumuluscelien, die de eicel omgeven, bevindt. Hierdoor kan de
zaadcel deze cumulusmassa doordringen en de buitenkant van de eicel, de zona
pellucida, bereiken. Het op de binnenste acroscommembraan aanwezige lysine
maakt het door haar oplossend vermogen mogelijk deze buitenste beschermlaag van
de eicel te doordringen. Daarna komt de zaadcel in een smalle, met vocht gevulde
ruimte tussen de eicelmembraan (de vitelline membraan) en de zona pellucida: de
zogenaamde perivitelline ruimte. Via deze ruimte komt de zaadcel bij de
eicelmembraan. De zaadcel gaat als het ware tegen de membraan aanliggen en
"versmelt” hiermee, waarna de zaadcel zijn genetische en mogelijk cytoplasmatische
bijdrage aan de bevruchting en verdere ontwikkeling kan leveren.

Voor deze genetische— en cytoplasmatische bijdrage oefent de bevruchtende
zaadcel echter een aktiverende invloed uit op de eicel. Deze eicelaktivatie moet
voorkomen dat de eicel door meerdere zaadcellen bevrucht wordt. Bevruchting
door slechts één zaadcel is bijzoogdieren een absolute voorwaarde voor een normale
embryonale ontwikkeling. Meervoudige bevruchting, polyspermie, leidt
onherroepelyk tot een abnormale ontwikkeling en/of embryonale dood (Austin,
1963, 1965, 1969; Austin & Bischop, 1957; Beatty, 1961; Bomsel — Helmreich, 1965;
Piko, 1961).

Hoewel de rol van de vrouwelijke voostplantingskanalen in het reduceren van
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kansen op polyspermie al sedert vele jaren benadrukt is (Chang & Pincus, 1951;
Austin & Braden, 1952; Braden, 19353; Braden & Austin, 1954; Austin, 1964) en men
tevens de aandacht heeft gevestigd op de vermeende funktie die de cumuluscellen
vervullen in het reguleren van het aantal zaadcellen dat de oppervlakte van de eicel
bereikt (Chang & Pincus, 195%; Austin, 1961) vindt de utteindeljke
polyspermie — blokkade toch binnen de zona plaats (Rothschild, 1954; Szollosi,
1967; Gwatkin, 1976 en 1977; Austin, 1978; Monroy & Moscona, 1979; Dale &
Monroy, 1981).

Binnen de zona kan de polyspermie- blokkade op verschillende plaatsen
gelokaliseerd zijn. Bij konijne — eicellen bevindt deze zich in de eicelmembraan
{Braden etal. 1954; Yanagimachi, 1978), bij schapen en varkens in de zona pellucida
(Austin, 1965) terwijl bij de rat en de muis op deze beide plaatsen een blokkade
aanwezig is (Austin, 1965).

Over de aard van het blokkeringsmechanisme zijn verschillende opvattingen
onderwerp van discussie. Tegenwoordig wordt vrij algemeen aangenomen dat de
polyspermie — blokkade in eerste instantie een direkt gevolg is van de interaktie
tussen de zaadcel en de eicel, hetgeen onder andere resulteert in de zogenaamde
corticale reaktie. Deze reaktie is een rechtstreeks gevolg van de fusie tussen de
zaadcel — en de eicelmembraan en resuiteert in het fuseren van de corticale granulae
met de eicelmembraan (Austin & Braden, 1936) waardoor de inhoud van deze
granulae uitgestort wordt in de ruimte tussen de eicelmembraan en de zona
pellucida, de perivitelline ruimte. Corticale granulae (overzichtsartikelen: Gulyas,
1980 en Schuel, 1978) zijn kleine ronde, door een membraan omgeven celorganellen,
welke zich gewoonlijk viak onder de membraan van onbevruchte eicellen bevinden.
Sommige onderzoekers veronderstellen dat de blokkade berust op een verandering
in de inherente eigenschappen van de zona petlucida (Barros & Yanagimachi, 1971)
terwijl andere van mening zijn dat de zona pellucida geimpregneerd wordt door een
vrijgekomen enzymremmer die de lysine uit de kop van de zaadcel inaktiveert zodat
er geen penetratie meer kan plaatsvinden (Conrad et al., 1971).

Weer andere veronderstellen dat de zona beinvlioed wordt door een protease dat de
zaadcelreceptoren van de zona pellucida vernietigt (Gwatkin et al., 1973).

Er is evencens veel variatie in het moment waarop de polyspermie — blokkade is
voltooid. Het verschil hangt waarschijnlilk samen met de noodzaak een snelle
blokkade te realiseren bij dieren waar een zeer groot aantal zaadcellen de eicel
bereikt, bijvoorbeeld bij veel ongewervelde zeedieren. Bij de zoogdieren komen
slechts een paar zaadcellen in kontakt met de zona (Bedford, 1972) en duurt het tot
stand komen van zo’n blokkade aanzienlijk langer (Barros & Yanagimachi, 1972;
Bedford, 1968; Fraser et al., 1972; Sato, 1979). Bovendien is er bij zoogdieren
waarschijnlijk sprake van een samengesteld mechanisme bestaande uit een
zogenaamde “vroege, onvolledige polyspermie—blokkade en een vertraagde,
absolute blokkade (Rothschild, 1954; Bedford, 1968; Fraser et al, 1972). Bij
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hamstereicellen is de zona — reaktie bijvoorbeeld al na 13 minuten effektief terwijl
de membraanreaktie pas na 2 tot 3,5 uur is voltooid {Barros & Yanagimachi, 1972).
In de eicel komen twee populaties corticale granulae voor: de eerste bevindt zich
onmiddelijk onder de eicelmembraan en de andere is verspreid in de
daaronderliggende regionen {Gulyas, 1976; Nicosia et al., 1977). Er zijn indikaties
dat alleen de eerstgencemde populatie betrokken is bij de corticale reaktie. De
andere, dieper in het cytoplasma gelegen granulae, blijven intakt. Hierdoor is het
mogelijk dat men ook in bevruchte eicellen nog corticale granulae aantreft (Dvorak,
1961, Fléechon et al,, 1975; Nicosia et al., 1977).

Interessant is het om na te gaan in hoeverre een parthenogenetische aktivatie
overeenkomt of verschilt met een normale cicelaktivatie als gevolg van bevruchting.
Mogelijk is een van de redenen waarom parthenogenonten zich zo veel slechter
ontwikkelen dan embryo’s een gevolg van een pathologische, incomplete
eicelaktivatie, bijvoorbeeld door het achterwege blijven van de corticale reaktie en
de polyspermie — blokkade. Om meer inzicht in deze problematiek te verkrijgen
werden de hierna beschreven experimenten uitgevoerd waarin werd nagegaan in
hoeverre parthenogenetisch geaktiveerde eicellen alsnog bevrucht kunnen worden
en zo ja, in hoeverre dan ook nog een effektieve polyspermie — blokkade tot stand
komt, met andere woorden in welke mate er polyspermie wordt aangetroffen.

Mocht blijken dat parthenogenonten inderdaad nog bevrucht kunnen worden dan
zou hierdoor tevens een methode gevonden zijn om op eenvoudige wijze grote
aantallen chimaere muizen te kunnen verkrijgen uit i.c.— parthenogenonten.
Momenteel kan dit type muizen slechts verkregen worden met behulp van zeer
verfijnde technieken (Mintz, 1971; Gardner & McLaren, 1974), bijvoorbeeld door
het fuseren van 8 — cellige embryo’s (Stevens, 1978) of morula’s (Graham, 1970) of
door het injecteren van embrycnale cellen in blastocysten (Ford et al., 1975; Surani
et al., 1977; Stevens et al., 1977)

¥YiI-2 Materialen en methoden

Eicellen werden 3,5 — 4,5 uur na sponiane ovulatie uit de tubae geisoleerd en
gedurende 2 uur en 25 minuten in 4/5 medium geincubeerd. Na deze periode werden
de eicellen met behulp van een hyaluronidase — oplossing van hun cumuluscellen
onidaan (zie IV —2.13).

Twee tot drie uur na de aktivaticbehandeling werden de parthenogenetisch
geaktiveerde eicellen geisoleerd en geselekteerd naar type aktivatie. Gelijke typen
werden, in groepjes van circa 20 stuks, bijeen gebracht in 0,2 m! medium. Daarna
werd 0,2 mi zaadcellen — suspensie toegevoegd, teneinde een mogelijke in vitro
bevruchting van deze parthenogenonten te induceren.
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Na een incubatieperiode van 6,5 — 8 uur in de zaadcellen — suspensie werden de
gicellen drie keer gespoeld, om zoveel mogelijk aangehechie spermatozoa te
verwijderen en 15 — 20 uur verder geincubeerd in medium met ¢,00001 M colchicine
zodat de delende parthenogenonten, al dan niet bevruchi, zich niet voorbij het
metafasestadium konden ontwikkelen.

Tenslotte werden chromoesoompreparaten gemaakt volgens een methode zoals die
beschreven is door Tarkowski (Tarkowski, 1966) (zie 1V — 2.14). Parallel aan deze
proeven liepen steeds twee blanco experimenten als konirole voor de in vitro
bevruchting en als kontrole voor de parthenogenetische aktivatie. De blanco
bevruchtingsexperimenten werden witgevoerd met 7,25 — 7,75 uur na spontane
ovulatie geisoleerde eicelien. Onmiddellijk na isolatie werden eicelien met behulp
van hyaluronidase kaal gemaakt (zie IV —2.13) en in 0,2 ml medium overgebrachi
waaraan een gelijk volume spermasuspensie werd toegevoegd. Na 7 — 8 uur werden
de eicellen drie keer in medium gespoeld en geincubeerd in 0,2 ml medium. Een
bepaald gedeelte in normaal medium teneinde het kiievingspercentage te kunnen
bepalen en een ander gedeelte gedurende 15 — 20 vur in medium met 0,00001 M
celchicing. Van deze laatste groep werden chromosoompreparaten gemaakt aan de
hand waarvan het bevruchtingspercentage berekend kon worden.

De chromosoompreparaten werden in dit geval gemaakt om te kunnen bepalen in
hoeverre de, in normaal medium verder gegroeide en gekliefde eicellen,
daadwerkelijk bevrucht waren en klieving geen parthenogenetische oorzaak had,
Hoewel deze methode het voordee! heeft dat men met exact gedefinicerd partheno-
genetisch uitgangsmateriaal werkt (immers de zaadcellensuspensie wordt pas
toegevoegd nadat alle eicellen geselekteerd zijn naar het type parthenogenetische
aktivatie) staat hiertegenover dat de geaktiveerde eicellen reeds aanzienlijk in vitro
verouderd zijn alvorens de mogelijkheid tot bevruchting wordt geintroduceerd
(4,5 — 5,5 pur na explantatie, dus 8 ~ 10 uur na ovulatie). Hierdoor en door de
hyalyronidasebehandeling zal het mogelijke bevruchtingspercentage afnemen.

Om deze bezwaren te ondervangen werd tevens een volgende serie experimenten
gedaan met cen iets gewijzigde opzet waardoor de in vitro veroudering en de
hyaluronidasebehandeling vervangen werd door uitsluitend een in  vivo
veroudering. Hiertoe werden eicellen 8,75 — 9,75 uur na superovulatie geisoleerd
en gedurende 1 vur en 15 minuten in 6/10 medium geincubeerd. Onmiddeliijk
hierna werden ze overgebracht in 0,4 ml zaadcellen —suspensie (dus zonder
hyaluronidasebehandeling). Na een incubatieperiode van 8,5 — 10 uur in de
zaadcellen — suspensie werden de parthenogenetisch geaktiveerde en/of bevruchte
eicellen geselekteerd {i.c.; 2 pu, 1 pn of fr. n.; Zpbipn of 2pb2pn) en gedurende 15
— 20 uren verder gekweekt in medium met 0,00001 M. colchicine, Daarna werden
ook van deze groepen chromoscompreparaten gemaakt.
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FOTC 9

Deze foto is een illustratie van een normaal bevruchte ¢icel. Midden boven treft men de
chromatineresten van het eerste poollichaampje aan; rechts op de foto bevindt zich het
tweede poollichaampje terwijl de 40 chromosomen (20 van de eicel en 20 van de zaad-
cel) zich in het linker deel van de foto bevinden.
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FOTO 10

Foto 10 illustreert het chromosomale beeld van een haploide parthenogenont. Links op
de foto ziet men het tweede poollichaampje en rechts de 20 chromosomen van de eicel
(mikroskoopvergroting 40x2,0}.
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FOTO 11

Ook foto 11 is een beeld van een haploide parthenogenont type 2pbipn. Deze parthe-
nogenont is echter eerst verder gekweekt in normaal medium en pas met colchicine be-
handeld nadat het tweecellig stadium was bereikt. Centraal is het tweede poollichaamp-
je nog duidelijk waarneembaar terwijl links en rechts de twee groepen van 20 chromo-
somen zijn t¢ onderscheiden, beide groepen uit een van de twee cellen (mikroskoopver-
groting 40x1,6),
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FOTO 12

Foto 12 geeft een beeld van een chromosoompreparaat van een diploide parthenoge-
nont type 1pn. De 40 chromosomen zijn niet in twee groepen verdeeld en er is geen
tweede poollichaampje aanwezig (mikroskoopvergroting 25x2,0).
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FOTO 13

Foto 13 geeft evenals foio 12 een beeld van een diploide parthenogenont doch nu van
het type 2pn in plaats van type 1pn. Duidelijk zijn de twee groepen van elk 20 chromo-
somen waarneembaar (mikroskoopvergroting 40x2,0).
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FOTO 14

Foto 14 toont een parthenogenont type i.c. na bevruchting. Duidelijk waarneembaar
zijn de beide groepen chromosomen uit twee cellen. Tevens zijn 11 zaadellen zichtbaar
die aan de buitenkant van de eicel gehecht waren. Tenslotte zijn twee gepenetreerde en
gedeeltelijk getransformeerde zaadcelkoppen te onderscheiden. Gezien de lokatie van
deze twee chromatinemassa’s ten opzichte van de twee groepen chromosomen lijkt het
alsof beide cellen van de i.c.-parthenogenont elk door een zaadcel zijn bevrucht, Bii de
chromatinemassa links onder op de foto is de staart van de zaadcel nog duidelijk waar-
neembaar {mikroskoopvergroting 25x1,6)
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FOTO 15

Foto 15 is een illustratie van een dubbel bevruchte diploide parthenogenont type Ipn.
Behalve de 40 chromosomen zijn de twee gedesltelijk getransformeerde koppen van de
gepenetreerde zaadceellen duidelijk waarncembaar (mikroskoopvergroting 40x1,6).



FOTO 18

Evenals bij foto 15 is er ook bij foto 16 sprake van een dubbele bevruchting van een di-
ploide parthenogenont. Gezien de rangschikking van de chromosomen in twee groepen
betreft het hier waarschijnlijk cen type 2pn parthenogenont. De groep chromosomen
rechts op de foto bestaat slechts uit 19 chromosomen. Het zwarte vlekje links onder is
een verontreiniging in het preparaat en heeft geen betekenis (mikroskoopvergroting
25x2,0),
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FOTO-17

Foto 17 toont een preparaat van een diploide parthenogenont type 1pn na bevruchting.
Bovenaan de foto treft men een duidelijke illustratie aan van 40 chromosomen. Aan de
onderzijde bevindt zich een gedeeltelijk getransformeerde kop van een gepenetreerde
zaadcel (mikroskoopvergroting 40x2,0).
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FOTO 18

Foto 18 toont een overzicht van een bevruchte, eencellige, diploide parthenogenont. Bij
deze bevruchting is de kop van de zaadcel volledig getransformeerd tot 20 chromoso-
men zodat er totaal 60 chromosomen waarneembaar zijn. Foto 19 is een verdere vergro-
ting van de chromosomen {mikroskoopvergroting 25x2,0).
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FOTO 19

Foto 19 is een detailopname van foto 18 (mikroskoopvergroting 40x2,0).
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FOTO 20

Foto 20 toont een haploide parthenogenont type 2Zpblpn na bevruchting,

Evenals bij foto 18 is bij deze bevruchting de kop van de gepenetreerde zaadcel volledig
getransformeerd tot 20 chromosomen. In de linkerbovenhoek is het tweede poolli-
chaampje waarneembaar, daarnaast de chromatineresten van het eerste poollichaam-
pje. Rechts onder bevinden zich 20 chromosomen van de eicel en 20 chromosomen van
de zaadcel.

Volledigheidshalve wordt er nogmaals op gewezen dat er bij deze bevruchtingsexperi-
menten eerst parthenogenonttype bepalingen werden gedaan, met andere woorden de
pronuclei reeds zichtbaar waren, alvorens de pogingen tot bevruchting werden uitge-
voerd {mikroskoopvergroting 40x2,0).

325



YII—-3 Resultafen.

Alvorens nader wordt ingegaan op de resultaten van de bevruchtingsexperimenten
en de daarbij behorende iliustraties van chromosoomprepareten van bevruchie
parthenogenonten worden allereerst de verschillende chromosoomconfiguraties
geillustreerd van een normaal bevruchte eicel (foto 9), van een eencellige haploide
parthenogenont type 2pblpn (foto 10) en van een tweecellige parthenogenont van
hetzelfde type {foto 11). Tevens worden chromosoompreparaten van twee eencellige
diploide parthenogenonten getoond respectievelijk type 1pn (foto 12) en type 2pn
{foto 13).

VII-3.1 Invitro bevruchting van op type geselekteerde parthenogenonten ontstaan
na incubatie in anisctonisch medium en een korte hyaluronidase behandeling.

De resultaten van de eerste groep experimenten (bevruchting na
parthenogenontselektie) staan vermeld in tabel VII— 1. In totaal werden drie aparte
experimenten gedaan: I, I en III. Tijdens deze experimenten werden de haploide
(Zpbipn) en diploide (Zpn of 1pn) parthenogenonten apart vervolgd, waardoor er
zes experimentele groepen ontstonden: | —ha, I1—ha, III—ha, I—di, II—di en
II-di.

Uit deze resultaten valt onmiddelijk het verschil op tussen de
bevruchtingspercentages van de haploide en de diploide parthenogenonten. Van de
diploide parthenogenonten werd er niet een bevrucht, terwijl er bij de haploide
parthenogenonten 7% werd bevrucht. De bevruchtingspercentages in de
controlegroepen (29% — 55%) zijn lager dan gewoonlijk {70% — 100%). Dit wordt
mogelijk  veroorzaakt door de voor de bevruchting toegepaste
hyaluronidasebehandeling en door de ouderdom van de eicellen.

¥YII—3.2 In vitro bevruchting van ongeselekteerde parthenogenonten en eicellen
onmiddelijk aansluitend op een korte parthenogenetische aktivatie in anisotonisch
medium,

In de tweede groep bevruchtingsexperimenten betrof het eicelien die vooraf een
parthenogenese inducerende stimulus toegediend hadden gekregen door
voor —incubatie gedurende 1 uur en 13 minuten in 6/10 medium. In de controle
bevruchtingsexperimenten werden de eicellen voor het toevoegen van de
zaadcellen —suspensie 1 uur en 15 minuten in normaal medium geaktiveerd
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Tabel VII—

I  Resultaten van in vitro bevruchtingsexperimenten van haploide
en diploide parthenogenonten. (aktivatie door incubatie in 4/5 medium gedurende
2 uur en 25 minuten en een korte hyaluronidasebehandeling.)

exp. nr. aantal aantal aantal aantal perc. contr.,
en type geisol. parth. bruikbare bevr. bewr. bevr.
parth. eicellen geakt. chrom. parth. parth. pere.
prep.

I—-ha (*) 87 14 12 1 8% 55%
II-ha 74 41 35 3 9% 29%
I —ha 114 40 27 1 4% 47%
totaal ha 275 95 74 5 7% 44%
I—di(**) 87 6 5 0 0% 55%
II—di 74 11 11 0 0% 29%
I -—-di 114 7 4 0 0% 47%
totaal di 275 24 20 0 0% 44%

* ha = haploide parthenogenonten, type 2pblpn
** di = diploide parthenogenonten, type 1pn of 2Zpn

Tabel VII —II. Aantallen en typen parthenogenetisch geaktiveerde en/of bevruchte
eicellen na pogingen tot in vitro bevruchting van eicellen die een parthenogenese
inducerende voorincubatie gedurende 1 uur en 15 minuten in 6/10 medium hadden

ondergaan.

geéxpl. geact. type selektie na parth. aktivatie contr.

ei— en/of bevr. en/of bevruchting bevr.

cellen eicellen perc.
2pblpn 2pbZpon 2pn of 1pn i.c.

152 119=(78%) 20=17% 9= 8% 38=32% 52=44% 68%

272 223=(82%) 49=22%  23- 46=21% 105=47% 56%

= 10%

280 265=(95%) 87=33%28=11% 104=39% 46=1T7% 65%

totaal:

704 607 =(86%) 56=26%60=10% 188=131% 203=33% 63%
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Tabel VII—III. Cytogenetische analyses van in vitro bevruchtingsexperimenten

van parthenogenetisch geaktiveerde eicellen.

type parthe — parthenogenonten zonder 2pb 2pb2pn en
nogenont of Zpblipn
embryo

onmiddelijk delend diploide 1pn of 2pn
eXp. nr. v vV VI totaal IV VvV VI totaal VI (*%)
aantal parth. 52 105(%y 46 203 38 46 104 188 115
aantal vervaar—
digde prep. 30 67 34 131 38 28 96 162 101
aantal brutk —
bare prep. 22 37 26 105 28 2 73 103 82
Resultaten
preparaten
analyses:
4Qchr. + 1k of
20chr. + 2k 5 3 8 16 3 0t 16 20
40chr. + 2k of
20chr. + 3k 2 9 2 13 t 6 0 1
40chr. + 3k of
20chr. + 4k 0 i 0 H t 0 0 1
60chr. 0 2 0 2 4 4 1 5
totaal aantal/ 7 15 10 32 9 1 17 27
perc. gepene—  32% 26% 38% 30% 32% 50% 23% 26%
treerde parth.
2pb +40chr. + 1k of 2pb + 20chr. + 2k 13
2pb 4+ 40chr. + 2k of 2pb -+ 20chr. + 3k 3
2pb +40chr. + 3k of 2pb+20chr. +4k 0
2pb + 60chr. 3
totaal aantal/ 21
percentage gepenetreerde parth. of triploide embryo’s 26%
(Aktivatie gedurende 1 uur en 15 minuten in 6/10 medium.)
chr. = chromosomen; k = gezwollen spermakop. (Zic foto’s 14 20)

{*) Van 26 parthenogenonten werden geen chromosoompreparaten gemaakt. Zij
werden verder gekweekt in normaal medium. Na 18 uur verdere kweek was één
parthenogenont gedegenereerd en waren er 11 weer 1 —cellig geworden. Van de
overige waren er 6 gefragmenteerd , 7 tweecellig en 9 viercellig; respectievelijk 23%,

27% en 35%.

(*¥) De geaktiveerde eicellen uit experimenten IV en V van deze typen zijn niet

verder onderzocht.
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Hierdoor waren deze eicellen in dezelfde mate in vitro verouderd als de eicellen uit
de experimentele groepen. Negen tot 9,5 uur na de toevoeging van de
zaadcellen —suspensie werden de eicellen geselekteerd en werden de aantallen
bevruchte eicellen (2pb2pn) geteld. Na een verdere incubatie in medium met
colchicine werden chromosoompreparaten gemaakt. De resultaten van de analyses
van deze preparaten staan in tabel VII—1I en VII-TIL

Wanneer we de controle bevruchtingspercentages vergelijken met het percentage
verkregen 2pb2pn cellen (63% en 10%) dan blijkt uit dit grote verschil dat de
voorincubatie in 6/10 mediem een sterke invioed heeft op de eicellen. De groep
Zpb2pn kan zowel uit normaal bevruchte, niet parthenogenetisch geaktiveerde
eicellen bestaan alsmede uit bevruchte aanvankelijk tot 2pblpn geaktiveerde
parthenogenonten. Gelet op het percentage haploide parthenogenonten type
2pbipn na de pogingen tot bevruchting {26%) en het percentage parthenogenonten
dat elders (zie tabel VI — V1) met dezelfde aktivatie methode werd verkregen (15%),
is het onwaarschijnlijk dat er type 2pb2pn cellen aanvankelijk tot de groep van het
haploide parthenogenonttype 2pb1pn heeft behoord.

De overeenkomstige typen parthencgenonten en embryo’s werden na deze selektie
verder gekweekt in medium met colchicine waarna er chromosoompreparaten van
werden gemaakt. De cytogenetische resultaten van deze experimenten staan
vermeld in tabel VII—IIL

De onderstaande foto’s illustreren de verschillende waarnemingen aan de
chromosoompreparaten uit tabel VII—1II. Foto 14 toont een preparaat van een
i.c. — parthenogenont: duidelijk zijn twee haploide groepen chromosomen zichtbaar
en twee gezwollen zaadcelkoppen. Foto 15 toont een chromosoompreparaat van
een diploide parthenogenont met 40 chromosomen. Boven de chromosomen
bevinden zich twee gezwollen koppen van gepenetreerde zaadcellen. Eenzelfde
dubbele bevruchting maar nu van een type 2pn parthenogenont wordt geillustreerd
op foto 16. De verschillende mate waarin de koppen van de gepenetreerde
zaadcellen transformeren wordt in foto’s 15 — 20 geillustreerd. In foto 15 is de kop
van de zaadcel duidelijk getransformeerd doch er heeft slechts een geringe zwelling
plaats gevonden. Deze zwelling is op de foto’s 16 en 17 reeds aanzienlijk verder
voortgeschreden terwijl er op de foto’s 18, 19 en 20 sprake is van een complete
transformatie tot chromosomen. Foto 19 is een detailopname van foto 18. Deze
foto’s tonen een diploide parthenogenont die bevrucht is door één zaadcel en
derhalve 60 chromosomen bevat. Foto 20 is een soortgelijke illustratic doch hier
werd een haploide parthenogenont type 2pbipn bevrucht. Dit preparaat bevat dus
slechts 40 chromosomen en het beeld komt overeen met datgene wat we kunnen
verwachten van een normaal bevruchte eicel.

Uit de resultaten in tabel VII—III blijkt dat er van de 32 bevruchte i.c.—
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pathenogenonten 13 {(41%) dubbel bevrucht werden (zie foto’s 14, 15 en 16)) en &én
zelfs drie keer (3%). Hoogstwaarschijnlijk zijn de beide blastomeren van de
i.c. —parthenogenonten beide ¢en keer bevrucht hoewel polyspermie niet
uitgesloten kan worden blijkens het ene geval van drievoudige bevruchting. Bij de
diploide parthenogenonten werd slechts in 2 van de 27 bevruchte parthenogenonten
meervoudige bevruchting waargenomen (7%). Uit deze aantalien kan
geconcludeerd worden dat er of sprake is van verschillen in aktivatie bij
i.c. — parthenogenonten en diploide parthenogenonten of, indien dat niet het geval
is, de beide blastomeren van de i.c. — parthenogenonten bij 44% van de bevruchte
parthenogenonten worden bevrucht. Uit deze dubbele bevruchting van de
i.c.— parthenogenonten enerzijJds en de slechts incidentele waargenomen
polyspermie anderzijds blijkt dat de aktivatie van de i.c. — par thenogenonten door
de zaadcel per blastomeer plaatsvindt, met andere woorden dat de
polyspermieblokkade intracellulair is gelokaliseerd. Defenitief bewijs hiervoor kan
geleverd worden door de beide blastomeren apart te analyseren door de cellen na
pronase —behandeling van elkaar te scheiden en van iedere cel een apart
chromosoompreparaat te maken.

Uit de resultaten blijkt tevens dat de gepenetreerde zaadcellen slechts incidenteel
een volledige transformatie tot duidelijk herkenbare chromosomen ondergaan. Er
is meestal sprake van een duidelijk zwetlen van de kop van de zaadcel met een meer
of minder duidelijke chromosoomcondensatie. Het is mogelijk dat de onvolledige
transformatie veroorzaakt wordt door een intracelluiaire remming van die
transformatie als gevolg van de parthenogenetische stimulatie. Mogelijk vindt door
deze parthenogenetische stimulatie een incomplete eicel — aktivatie plaats die een
penetratie door een zaadcel niet kan verhinderen maar de transformatie van een
eenmaal gepenetreerde zaadcel als regel wel weet te voorkomen.

Ook hiervoor zou nader onderzoek gewenst zijn. Nagegaan zou moeten worden in
hoeverre een zaadcelkop, welke een parthenogenont is binnengedrongen, door
middel van transplantatie met een micromanipulator in een normaal bevruchte eicel
waar de mannelijke pronucleus uit verwijderd is, wel tot volledige transformatie kan
komen.

VIE—4  Discussie

Zeer opvallend in de resultaten van de eerste serie experimenten (I — II) zoals die
vermeld staan in tabel VII—1I is het feit dat er geen enkele van de 20 diploide
parthenogenonten bevrucht was, terwijl 5 van de 74 haploide parthenogenonten wel
bevrucht waren (7%). Als criterium voor bevruchting bij de analyses van de
chromosoompreparaten werd uitgegaan van een penetratie van een parthenogenont
door een of meer zaadcellen. Dit kwam in de preparaten tot uiting door de
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aanwezigheid van een meer of minder getransformeerde kop van een zaadcel of
door 20 extra chromosomen, of een veelvoud van 20 ingeval meervoudige
bevruchting heeft plaats gevonden. De verschillen in de bevruchtingspercentages bij
de verschillende typen parthenogenonten zouden een aanwijzing kunnen zijn voor
verschillen in de aktivatieprocessen bij die typen parthenogenonten. Het
bevruchtingspercentage in de controlegroep (29% — 55%) is lager dan gewoonlijk
verkregen  werd  (70%—100%). Een reden  hiervoor kan  de
hyaluronidasebehandeling zijn en de ouderdom van de eicellen. (Hammond, 1934;
Braden, 1959; Yanagimachi & Chang, 1961; Adams & Chang, 1962).) Ten aanzien
van de tweede serie experimenten (IV—V) blijkt het aktivatiepercentage in
overeenstemming te zijn met de reeds eerder verkregen resultaten (respectievelijk
86% en 86%) terwijl ook de bevruchtingspercentages in de controle — experimenten
hoger waren.

Een groot verschil met de eerste serie experimenten vormen de onderscheidenlijke
percentages gepenetreerde diploide parthenogenonten. In de eerste serie bleek geen
enkele diploide parthenogenont gepenetreerd te zijn (0%) terwijl er in de tweede
serie niet minder dan 26% minimaal door één zaadcel was gepenetreerd. Dit duidt
op een verschil in het aktivatieproces van de parthenogenonten in de beide series
dat waarschijnlijk veroorzaakt wordt door de verschillen in de aktivatiemethode en
resulteert in het al dan niet optreden van de corticale reaktie. Niet alleen in de groep
diptoide parthenogenonten, doch eveneens in de onmiddelijk delende en haploide
parthenogenonten  werden ongeveer dezelfde percentages gepenetreerd,
respectievelijk 30% en 26%. In de haploide groep is echter mogelijk een gedeelte
normaal bevrucht zodat dit percentage in werkelijkheid lager kan liggen. Dit lijkt
aannemelijk omdat er zowel preparaten gevonden werden waarin het tweede
poollichaampje met 20 chromosomen en een gezwollen zaadceelkop gevonden werd
alsmede preparaten met het tweede poollichaampje en 40 chromosomen. Deze
a—synchrone ontwikkeling tussen de vrouwelijke pronucleus en wat normaal
gesproken later de mannelijke pronucleus zou worden, wordt waarschijnlijk
veroorzaakt door het feit dat het hier aanvankelijk tot haploide parthenogenonten
geaktiveerde eicellen betreft, welke vervolgens alsnog gepenetreerd waren door een
zaadcel. De hier waarschijnlijk gemaakte mogelijkheid om onmiddelijk delende
parthenogenonten alsnog te kunnen bevruchten kan een verklaring zijn voor het feit
dat er in de natuur soms dieren worden aangetroffen welke zowel mannelijke als
vrouwelijke kenmerken en organen bezitten. Men spreekt dan van hermafrodieten
of gynandromorfe dieren. Ook bij muizen zijn deze afwijkingen gevonden.
Volwassen gynandromorfe muizen zijn onder andere door Danforth (1927), Fekete
(1937), Klein (1955) en Hollander et al. (1956) beschreven. Een mogelijke verklaring
voor deze afwijking zou het verlies van het geslachtschromosoom in een helft van
het embryo kunnen zijn. Dit mechanisme is bekend bij Drosophilz (Bridges, 1925).
Een tweede mogelijke verklaring gaat uvit van de veronderstelling dat dubbele
bevruchting plaats vindt van een tweecellige eicel afkomstig van een odcyt welke
tijdens de eerste meiotische deling twee gelijke cellen heeft gevormd in plaats van
de gebruikelijke ongelijke deling welke resulteert in de vorming van het eerste
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poollichaampje. De tweeceilige eicel zou dan respectievelijk door een X — en een
Y — chromosoom bevattende zaadcel bevrucht zijn (Braden, 1957). Een soortgelijke
verklaring wordt door Zwelzer en medewerkers (Zwelzer et al., 1964) gegeven. Zij
werden geconfronteerd met een patient waarvan uit cytogenetisch onderzoek was
gebleken dat hij een XX/XY—karyotype had. Zwelzer en medewerkers
verklaarden het ontstaan van dit karyotype door een dubbele bevruchting te
veronderstellen van zowel de eicel zelf alsme de het tweede poollichaampije.
Bevruchting van het tweede poollichaampje is, zowel bij hogere als bij lagere
diersoorten echier nooit waargenomen (Austin, 1956), zodat deze verklaring
waarschijnlijk niet de juiste is. Door de hier aangetoonde mogelijkheid onmiddelijk
delende parthenogenonten te bevruchten kan men nog een andere mogelijke
verklaring geven voor het ontstaan van hermafrodieten. Het is bekend dat bij
sommige dieren spontane parthenogenese optreedt in vivo (zie hoofdstuk I1—6).
Door nu een dubbele bevruchting te veronderstellen van een onmiddelijk delende
parthenogenont door respectievelijk een X —~ en een Y —chromosoom bevattende

zaadcel zou op eenvoudige wijze een hermafrodiet tot stand gebracht kunnen
worden.

Reeds in 1912 onderzocht Bataillon het effect van parthenogenetische aktivatie op
de verdere bevruchtingsmogelijkheden. Hij toonde bij de amfibie”™n aan dat de
parthenogenetische aktivatie (afsnoering van het tweede poollichaampje) gepaard
ging met een corticale reaktie, welke geheel te vergelijken was met die van de
bevruchting. Dit werd tevens geillustreerd door het feit dat de geaktiveerde eieren
niet meer te bevruchten waren.

Chang (1952) onderzocht de inviloed van een incubatie in vitro bij
niet —fysiologische temperaturen op de mogelijkheid tot bevruchting na zo'n
incubatie. Het is bekend dat dergelijke incubaties parthenogenese kunnen
induceren bij zoogdiereicellen (hoofdstuk II1.3). Chang nam waar dat een
incubatieperiode van 24 uur optimaal was voor de inductie van parthenogenese bij
konijne - etcellen. Na incubatie in 0 en 10 graden Celsius gedurende zo'n periode
werd respectievelijk nog 40% en 75% normale bevruchting waargenomen, terwijl na
zo'n zelfde incubatie bij respectievelijk 75% en 37% parthenogenetische aktivatie
werd waargenomen. Op grond van deze getallen kan dus eigenfijk geconcludeerd
worden dat bij konijne-—eicellen bevruchting nog mogelik is na
parthenogenetische aktivatie door incubatie bij verlaagde temperaturen. In een
eigen commentaar op deze experimenten geeft Chang (1953) later toe dat zijn
criteria voor bevruchting niet juist waren “since the nuclear configuration and the
chromosome number of ova parthenogenetically activated following low
temperature storage was very similar to that of a normal fertilized ovum.”

Austin en Braden {1954 — A) onderzochten eveneens in hoeverre parthenogenetisch

geaktiveerde ratte —eicellen nog te bevruchten waren. Daartoe aktiveerden zij de
eicellen in vivo door gedurende een minuut een stuk ijs tegen het oviduct te houden.
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Na deze behandeling werd in de controlegroep bij 99% van de eicellen afsnoering
van het tweede poollichaampje waargenomen. In de expe rimentele groep werd 40%
van deze eicellen daarna door een of meer zaadcellen gepenetreerd, terwijl bij 18%
normale mannelijke pronuclei” werden waargenomen. Geconcludeerd werd dan
ook dat parthenogenetische aktivatie bij ratte —¢icellen de polyspermieblokkade
niet aktiveert en alsnog normale bevruchting en deling kan plaatsvinden. "Only the
block to polyspermy appears to be a specific response to sperm penetration”, aldus
Austin en Braden.

Chalmel {1962) aktiveerde konijne —eicellen door een afkoeling tot 10 graden
Celsius gedurende 24 uur. Door deze aktivatiemethode verkreeg zij 100% diploide
parthenogenetische ontwikkeling. Dertig minuten na het begin van de incubatie bij
lage temperatuur migreerden de chromosomen naar het midden van de eicel waar
zij na twee tot drie uur een diploide pronucleus gevormd hadden. Van de aldus
geaktiveerde eicellen werd 29% in vitro bevrucht en 43% in vivo. In deze groep werd
bij 7% poplyspermy waargenomen. Dit per centage is beduidend hoger dan de 1,4%
die bij normale bevruchting wordt waargenomen. Ook werden zeer verschillende
transformatiepatronen bij de gepenetreerde zaadceilen waargenomen.

Fléchon en medewerkers {Fléchon et al., 1975} onderzochten de dynamiek van
corticale granulae bij konijne — eieren. Met behulp van de elektronenmicroscoop
werd vasrgesteld dat corticale granulae gedurende de gehele periode waarin de
eicellen bevrucht kunnen worden (8 — 10 uur na de ovulatie) aanwezig blijven. Ook
na parthenogenetische stimulatie (24 vur afkoeling tot 10 graden Celcius), waren de
corticale granulae nog aanwezig. Deze geaktiveerde eicellen bleven bevruchtbaar.
In bevruchte eicellen en in geaktiveerde eicellen welke vervolgens bevrucht waren,
waren de corticale granulae verdwenen: ¢’est la pénétration du spermatozoide
fécondant qui provogque I'émission des GC et en retour, cette reaction corticale
inhibe la fusion avec I'ocuf de spermatozoides surnumeéraires”,

Tijdens de oocytrijping gedurende de meiose verkrijgt het cytoplasma in
toenemende mate de mogelijkheid de kernen van zaadcellen te decondenseren en
in functionele pronuclel te transformeren. Er zijn kennelijk bepaalde
cytoplasmatische veranderingen nodig om een kern van ¢en zaadcel om te kunnen
zetten in een mannelijke pronucleus. Dit is aangetoond bij de muis (Iwamatsu &
Chang, 1972; Balakier & Tarkowski, 198() alsmede bij de rat {Niwa & Chang, 1975)
en de hamster (Barros & Munoz, 1973; Usui & Yanagimachi, 1976)

Komar (1982) onderzocht in hoeverre de parthenogenetisch geaktiveerde eicel de
mogelijkheid heeft verkregen om de kern van de zaadcelkop te decondenseren en
hoelang na de aktivatie deze mogelijkheid behouden blijft. Tevens onderzocht hij
of deze kern tot mannelijke pronucleus getransformeerd kon worden en of de
pronucleus deelneemt aan de eerste klievingsdeling. Komar aktiveerde de eicellen
door incubatie bij 44,5 graden Celcius gedurende 5 minuten. De resultaten bij
muize —eicellen toonden aan dat de decondensatiefaktor tenminste tot anderhalf
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uur na de aktivatie in geaktiveerde eicellen aanwezig blijft en zaadcelkernen in
verschillende mate decondenseren. Deze gedeeltelijke transformatie van de
zaadcelkern in geaktiveerde muize —eicellen en het geheel ontbreken van zo'n
transformatie in geaktiveerde ratte — en konijne ~ eicellen kunnen volgens Komar
wijzen op verschillende, soortspecifieke, reakties op bepaalde aktivatiemethoden.

Op grond van de bovenvermelde en de eigen, hier beschreven resultaten, lijkt het
zeer waarschijnlijk dat het al dan niet optreden van de corticale reaktie na
parthenogenetische aktivatie onder andere afhankelijk is van de aktivatiemethode
welke  wordt  toegepast.  Deze  conclusie  wordt  bevestied  door
elektronenmicroscopisch onderzoek aan muize — eicellen. Na een cytochailasine — B
behandeling werd geen corticale reaktie waargenomen (Wasserman et al., 1977)
evenals na een gecombineerde hyaluronidasebehandeling met ¢en incubatie in
hypotoon medium (Soiter et al., 1974). Na een incubatie in calciumvrij medium
werd daarentegen wel een corticale reaktie waargenomen {Whittingham &
Siracussa, 1978) terwijl deze reaktie waarschijnlijk eveneens optreedt in spontane
teratomen {Eppig, 1978). Tenslotie bleek de reaktie slechts gedeeitelijk op te treden
na het toedienen van een lokale elektrische schok (Gulyas, 1976). Ook is de reaktie
op eenzelfde methode die bij verschillende diersoorten wordt toegepast niet gelijk
{Gulyas, 1976).

Tenslotte is uit het hier beschreven werk gebleken dat het al dan niet optreden van
de corticale reaktie bij geaktiveerde eicellen van een bepaalde soort afhankelijk is
van de gebruikte stimulatiemethode. Tevens is gebleken dat de verschillende typen
parthenogenonten (van eenzelfde diersoort en verkregen met dezelfde
aktivatiemethode) op verschillende wijze de corticale reaktie ondergaan enderhalve
tot verschillende resultaten leidden bij pogingen tot in vitro bevruchting.

VII—35  Conclasies

Uit de resultaten van de in dit hoofdstuk beschreven experimenten om
parthenogenetisch geaktiveerde eicellen te bevruchten kunnen de volgende
conclusies worden getrokken:

1} demethode waarmee eicellen worden geaktiveerd is van invioed op de aktivatie
van het mechanisme van de polyspermie—blokkade. Zo is het bijvoorbeeld
mogelijk dat dipioide parthenogenonten die volgens een bepaalde manier
geaktiveerd zijn niet meer bevrucht kunnen worden (VII—3.1) terwijl hetzelfde

diploide type parthenogenont dat op een andere wijze geaktiveerd is, nog wel
bevrucht kan worden (VII—3.2).

2) de typen parthenogenonten die met eenzelfde methode geaktiveerd zijn
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reageren verschillend ten aanzien van de bevruchtingsmogelijkheid. Zo zijn
haploide parthenogenonten na een bepaalde aktivatie — methode nog te bevruchten
terwijl de diploide parthenogenonten die op dezelfde wijze zijn geaktiveerd niet
meer bevrucht kunnen worden (VII—3.1)

3) de effectiviteit van de aktivatie van de polyspermie—blokkade door de
parthenogenese inducerende behandeling en daarna tevens door een gepenetreerde
zaadeel is sterk afhankelijk van het type parthenogenont dat geinduceerd is.
Gebleken is dat 44% van de i.c. — parthenogenonten door meer dan één zaadcel

werd gepenetreerd terwijl dit bij de diploide parthenogenonten bij slechts 7% het
geval was,

4) hoewel parthenogenetisch geaktiveerde eicellen nog bevrucht kunnen worden
vindt er slechts zelden een volledige transformatie van de kop van de zaadcel in

metafase — chromosomen plaats. Er treedt wel een meer of minder duidelijk zwellen
van de zaadcel op.
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HOOFDSTUK VI

ONTWIKKELINGSSNELHEID EN ENIGE MORFOLOGISCHE ASPEKTEN
VAN VROEGE PARTHENOGENETISCHE EN EMBRYONALE STADIA
BEPAALD MET BEHULP VAN YERTRAAGDE MICROSCOPISCHE
FILMOPNAMEN

VII—1 Inleiding

In hoeverre de beperkte ontwikkelingsmogelijkheden van parthenogenonten ten
opzichte van die van embryo’s reeds in de vroege ontwikkelingsstadia
waarneembaar zijn is onder andere na te gaan door een vergelijkende studie tussen
beide groepen te verrichten, bijvoorbeeld naar de delingssnelheden van de cellen en
enige morfologische aspecten van die delingen. Voor zo'n studie zijn vertraagde,
microscopische filmopnamen bij witstek geschikt. Op deze wijze kan men immers
de microscopische waarnemingen "eindeloos™ herhalen en iedere opname stuk voor
stuk bestuderen. Bovendien is het mogelijk objectieve, dagenlang continue
waarnemingen te verrichten waarbij men tevens ontwikkelingsdetails vastlegt welke
men met een andere wijze van waarnemen niet opmerkt.

In dit hoofdstuk worden de resultaten besproken van zo’n vergelijkende studie. De
verdere ontwikkeling van drie typen parthenogenonten werden daartoe vergeleken
met de ontwikkeling van in vitro en in vivo bevruchte eicellen. In het verleden is de
vertraagde filmtechniek reeds door een aantal onderzoeckers toegepast in
ontwikkelingsstudies.

In 1928 filmde Canti de groei van cellen in weefselkweek met het doel de effekten
te bestuderen van straling op verschillende celtypen van normaal— en
tumorweefsel. Er werd onder andere waargenomen dat de cellen zich na straling niet
meer deelden en de amoeboide bewegingen van fibroblasten ophielden.

Een jaar later worden door Rosenberger (1929) de technische aspecten van een
microcinematografisch apparaat beschreven en publiceren Lewis en Gregory
(Lewis & Gregory, 1929) de resultaten van filmopnamen (1 beeld per 24 seconden)
van de ontwikkeling van ééncellige konijne — embryo’s welke ongeveer 22 uur na de
bevruchting uit de eileiders geisoleerd waren. De opnamen vertoonden een bepaalde
mate van cefrotatie, vooral na ledere celdeling. Qok werd de blastocystvorming van
twee embryo’s gefilmd. Deze waren respectievelijk 67 en 71 uur na de bevruchting
geisoleerd. Zij vertoonden het inkrimpen van de blastocysten en het vervolgens weer
uitzetten tot het oorspronkelijke volume. Gregory (1930) beschreef eveneens bij
delende konijne —embryo’s de onregelmatige bewegingen van de celmembranen
tijdens en kort na de celdelingen.

Samen met Hartman filmde Lewis later ook celdelingen van een makaak — embryo
{Lewis & Hartman, 1931) Ook Frommolt (1934} filmde (1 opname per 15 seconden)
klievingsdelingen van konijne — embryo’s. Bovendien werden opnamen van in vitro
bevruchtingen gemaakt. Het juiste moment van bevruchting is met "erschitternder

336



Deutlichkeit” zichtbaar; binnen enige seconden ("fast blitzartig™) krimpt de eicel
ineen tot een gerimpelde cel welke daarna geleidelijk weer over gaat in een glad
oppervlak. Yoor de eerste deling neemt de bevruchte eicel een ovale vorm aan, 30
minuten hierna, dat wil zeggen 15 uur na de follikelsprong, is de deling voltooid.

Ock werd de ontwikkeling van zes —cellige embryo’s tot het 32 —cellig stadium
gefilmd. Bij deze morula—vorming werden de embryo’s 3¢ uur na copulatic
geisoleerd.

Een volgende serie experimenten met filmopnamen werd door Kuhl en
medewerkers verricht. (Kuhl & Friedrich— Freksa, 1936 en 1937; Kuhl, 1939 en
1941). Zij filmden (1 opname per 28 seconden) de verdere ontwikkeling van
muize ~embryo’s die in verschillende stadia geisoleerd waren waardoor geen
aaneensluitende filmbeelden verkregen werden doch diverse korte stukjes film van
steeds andere, in vivo ontwikkelde, embryo’s.

Tevens werd in deze serie experimenten (Kuh! & Friedrich — Freksa, 1936) voor het
zerst een parthenogenetische ontwikkeling gefilmd. Geconcludeerd werd namelijk
dat de explantatieprikkel, ook bij onbevruchte eicellen, drie tot vijf vur later de
vorming van het tweede poollichaampje tot gevolg heeft. In een geval werd een
aanshuitende deling waargenomen.

Moricard (1954) filmde de aanwezigheid van aktief bewegende zaadcellen in de
perivitelline ruimte van konijne—eicellen. Deze waarneming werd als test
voorgesield voor het eerste stadium van de bevruchiing. Later werd deze
filmtechniek ook door Blandau & Rumery gebruikt bij de bestudering van
cavia — blastocysten.

Amoroso beschreef met behulp van deze film de vorming van een meerlagige
"aanhechtingskegel” zan de tegenover de blastoderm liggende pool van de
blastocyst, (Amoroso, 1959).

Cole bestudeerde muize —blastocysten. Hij nam eveneens snelle contracties waar
die gevolgd werden door langzamere perioden van volumetoename tot de
oorspronkelijke afmeting. Ook werd het buiten de zona peliucida treden van de
blastocyst bestudeerd, waarbij gesteld werd dat dit het resultaat is van specificke
cellulaire aktiviteit.

Eveneens met deze filmtechniek werden door Blandau en medewerkers de
amoeboide bewegingen van primordiale geslachtscellen van muize —embryo’s
aangetoond (Blandau, White & Rumery, 1963).

Later werden ook door Cassini en Borghese (Cassini, 1962; Borghese & Cassini,
1963) time — lapse films gemaakt van de vroege embryonale ontwikkelingen van de
muis vanaf het tweecellig stadium. Ook deze films zijn echter opgebouwd uit een
montage van meerdere verschillende opnamen welke van diverse embryo’s waren
gemaakt. Zij tonen derhalve slechts bepaalde gedeelten van de vroege ontwikkeling
en geen continu verloop van zygote tot en met het blastocyststadium. De reden
hiervoor was dat er nog geen medium beschikbaar was waarin een dergelijke
aaneengesloten ontwikkeling in vitro kon plaatsvinden.
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Sinds de eerste succesvolle in vitro ontwikkeling vanafhet achtcellig stadium tot aan
het blastocyststadium (Hammond, 1949) zijn met name door het werk van Whitten
(Whitten, 1956 en 1957) en Brinster {Brinster, 1963, 1964, 1965 — A,B,C,D) de
mogelijkheden ten aanzien van de in vitro groei aanzienlijk verbeterd. Hierdoor
werd het voor Mulnard (Mulnard, 1967) mogelijk om een continu ontwikkeling te
filmen vanaf het tweecellig stadium tot aan het blastocystadium. Ook Leonov en
medewerkers (Leonov et al., 1972) filmden deze zeifde ontwikkelingsperiode. Zij
bestudeerden met name het ontstaan van de derde celpopulatie, de ontwikkeling dus
van het viercellig stadium tot aan het achtcellig stadium. In al deze studies ging men
echter uit van het tweecellig stadiun. Men was hiertoe gedwongen omdat men er
nog steeds niet in geslaagd was na de eerste klievingsdeling (in vitro) een
voortgezette embryonale ontwikkeling van muize —embryo’s in vitro te laten
plaatsvinden. Wel was Brachet er in 1970 al in geslaagd de in vitro bevruchting en
eerste klievingsdeling te filmen, (16 beelden per minuut), van konijne —embryo’s.
Bij muize — embryo’s was dat echter nog steeds niet gelukt.

Zeer recent is door Goddard & Pratt (1983) een analyse gepubliceerd over deze
zogenaamde tweecelblokkade (the 2 — cell block).

Pas nadat men dit probleem overwonnen had, (door een verbeterd medium samen
te steflen en door met eicellen te werken welke van bastaardmuizen afkomstig
waren), werd het mogelijk de ontwikkeling vanaf de zygote tot aan het
blastocyst — stadium cnafgebroken in vitro te volgen. De eerste klievingsdeling van
in vivo bevruchtee muize — eicellen werd in 1973 door Kaufman gefilmd (Kaufman,
1973 —B) evenals die van door hyaluronidase geaktiveerde haploide
pairthenogenonten (Kaufman, 1973 - C).

Voor details over en filmopnamen van in vitro rijping van muize — odcyten wordt
verwezen naar het werk van Sorensen (Scrensen, 1973) waarin speciale aandacht
werd besteed aan de afbraak van het kiemblaasje, de vorming van de perivitelline
ruimte, de metafase I vorming en de afsnoering van het eerste poollichaampje.

Ook Zeilmaker et al. (1974) filmden dein vitro rijping van muize — odcyten. Een jaar
eerder was ook reeds het ontstaan van chimaere rat — muis blastocysten gefilmd
(Zeilmaker, 1973).

Lopata et al. (1977) bestudeerden de afbraak van het kiemblaasje en andere
cytoplasmatische veranderingen van ratte —odcyten die in vitro aan LH werden
bloot gesteld. Eveneens met behulp van filmopnamen werden door Sato & Blandau
{1979) de tweede meiotische deling en de vorming van het poollichaampje in
muize —¢icellen bestudeerd. Qok het binnendringen van de zaadcel werd bij
muize —eicellen met behulp van time-—lapse cinematografie geanalyseerd. Dit
geschiedde zowel bij eicellen zonder omringende cumuluscellen (Sato & Blandau,
1979} alsmede bij cicellen die bovendien nog van hun zona— pellucida waren
ontdaan (Wolf & Armstrong, 1978).

Het hierna beschreven werk 1is het eerste systematisch vergelijkende
ontwikkelingsonderzoek bij muize —eicellen met behulp van time-—lapse
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filmopnamen tussen in vivo en in vitro bevruchte eicelien en drie verschillende typen
parthenogenonten vanaf het pronucleussadium tot aan, in sommige gevallen, het
buiten de zona pellucida treden van de blastocyst.

Het doel van deze studie is, zoals reeds in het begin van de injeiding werd vermeld,
na te gaan in hoeverre er ¢en verband bestaat tussen mogelijke verschillen in
ontwikkelingssnelheid in de beginfase van de embryonale ontwikkeling van de
verschillende typen parthenogenonten en in viiro bevruchte embryo’s ten opzichte
van de ontwikkelingssnelheid van in vivo bevruchte embryo’s en de verschillen in
vitaliteit, gemeten aan de hand van het bereikte cindstadium, van deze groepen.

VIEE—2  Materialen en methoden
VIII—2.1 Proefopstelling

De proefopstelling is weergegeven op foto 21. De gehele opstelling bevond zich in
een klimaatkamer met een constante temperatuur van 34 graden Celsius. Het
kweekbakje (1) met de te filmen objecten werd op de verwarmde mikroskooptafel
(2} geplaatst en voorzien van continué gastoevoer (3). Door het gas vooraf door
gedestilleerd water te leiden werd een constante vochtigheidsgraad bereikt alsmede
een constante gasfase. De mikroskooptafel (2) werd verwarmd met circulerend
water van exact 37,4 graden C. afkomstig van een elektronisch gethermostreerd
rondpomp waterbad (5) Julabo Paratherm U — 5). Onder deze omstandigheden had
het medium een nagenoeg constante temperatuur van 37,0 graden C. Deze strikte
temperatuurregeling is van groot belang gezien de temperatuurafhankelijkheid van
de klievingsdelingen (Kaufman, 1973b). In het verlichtingsgedeelte (6) van de
mikroskoop, {7), {(standaard UPI— Zeiss omkeermikroskoop) werd een
elektronische flitser (8) aangebracht welke aangesloten was op een
voedingsapparaat, (9), (Zeiss Ukatron UN — 60). Dit voedingsapparaat ontvangt de
ontladingsimpuls van de time —lapse apparatuur gelijktijdig met de opnamen van
de filmbeeldjes. i

Als time — lapse apparatuur werd een Paillard — Wild Variotimer gebruikt, welke uit
drie elementen was opgebouwd: de "Motor MBF— A", (10}, een “control unit
MBF—B", (11), en een "timer MBE — C”, (12). Het geheel was aangelsoten op een
Bolex — filmcamera (type H16 Reflex), (13), en de reeds eerder genoemde
flitssapparatuur. De intervallen tussen de opnamen van de filmbeeldjes waren met
behulp van de timer automatisch te regelen en instelbaar van 0,3 sec. tot 6 uur.
Handbediening was eveneens mogelijk doch hiervan werd geen gebruik gemaakt.
Met behulp van een draaibaar prisma in de mikroskooptubus (14) was het mogelijk
foto’s te maken met een eveneens aan de mikroskoop aangesloten fotocamera, (15).
In dit geval werd de ontladingsimpuls voor de flitser gegeven door van een
tweedradige draadontspanner welke tegelijkertijd de flitser en de sluiter van de
camera bediende. Voor een uitgebreide beschrijving van deze methode en de
verschillende technische aspecten ervan wordt verwezen naar de monografieén van
Riddle (1979) “time—lapse cinemicroscopy” en van Rose (1963)
"Cinematography in Cell Biology™.
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VIII—-22 Filmanalyses

De film werden geanalyseerd op een filmmontagetafel. Aan het afdraaimechanisme
zat een secondenteiler gekoppeld welke bij het begin van de film op nul gesteld kon
worden en vervolgens de tijd aangal welke verstreken was vanaf het begin van de
filmprojectie. De film werd met een snelheid van 25 beeldjes per seconde vertoond,
zodat van ieder filmbeeld het corresponderende oorspronkelijke opname —moment
bepaald kon worden. De stand van de secondeteller werd geschat in tienden van
secondes. Een deling werd als voltooid beschouwd wanneer de twee uit een cel
cntstane blastomeren duidelijk als zodanig te onderscheiden waren. Als begintijd
voor de berekening van de delingstijdstippen werd bij de parthenogenonten het
moment gekozen waarop de inductie van parthenopenese begon; bij in vitro
bevruchte eicellen het moment waarop de zaadcellen bij de eicellen gevoegd werden
en bij de in vivo bevruchte eicellen het geschatte tijdstip van ovulatie, Dit tijdstip
werd onder de gebruikte conditie in de dierenverblijven op 05.00 uur (Zie IV —2.4)
bepaald en is tevens het moment waarop de eicellen met de zaadcellen in kontakt
komen. Tenslotte werd een correctiefactor berekend voor de afwijkingen tussen de
berekende en werkelijke tijd. Deze afwijkingen waren een gevolg van het ontbreken
van een “fijn — instelling” van de timer van de time — lapse apparatuur. Detijd welke
de secondenteller op de montagetafel aangaf bij het laatste filmbeeld werd
vermenigvuldigd met 25 (25 beeldjes per seconde) en met de ingestelde intervaltijd
van de timer. Deze berekende tijd werd vergeleken met de werkelijke tijdsduur welke
verstreken was tussen het begin en het einde van de filmopnamen. Het verschil van
deze "totaaltijden™ bedroeg in geen enkel geval meer dan 5% van de werkelijke
filmtiyd.

De berekeningswijze is in formule weergegeven

VIII—3  Resultaten

De foto’s 22 t/m 36 zijn samengestelde opnamen afkomstig van de zeer kleine
negatieven van de films. Hoewel de kwaliteit daardoor sterk beinvioed wordt zijn
er in de verschillende series toch nog interressante details waar te nemen zoals
bijvoorbeeld het oplossen van de pronuclei en het ontstaan en vervagen van kernen.
De bij de foto’s geplaatste tijden geven het moment van de opname aan gerekend
vanaf het moment waarop de eicellen in kontakt kwamen met de zaadcellen of het
moment waarop de parthenogenese inducerende incubatie begon.

De eerste serie beelden (foto 22) is een weergave van de eerste klievingsdeling van
in vivo bevruchte eicelien. Goed geillustreerd wordt de grote mate van synchroniteit
die bestaat tussen de tijdstippen waarop de celien delen.

in de tweede serie (foto’s 23, 24 en 25) zijn wat meer cytoplasmatische details
zichtbaar terwijl bovendien diverse overgangsstadia tussen hef één— en het
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In formule weergegeven

T(x) = TO + Tmt(x) X25x Ttimer + CF(X)
CF = Tmt(einde) ) Tmt(start) X2 X T imer ™ Yilm xT 35 %xT.
x mt{x) timer
T.
film
T = tijdstip van een bepaald ontwikkelingsstadium zoals aangegeven op
(x) filmbeeldj
e X.
To = periode tussen het begin van de ontwikkeling en de start van de film-
opname.
T = stand van de sekondeteller van de montagetafel bij filmbeeldje X tij-
mi(x) .
dens de filmanalyse.
Ttimer = ingestelde intervaltijd van de time-lapse apparatuur,
CF(X) = korrectiefactor voor filmbeeldje X.
T . = stand van de sekondeteller van de montagetafel bij het laatste beeldje
mt{einde) .
van de film.
Tmt(start) = idem, bij het eerste beeldje,
tfilm = werkelijke tijdsduur van de filmopname.

tweecellig stadium zijn vastgelegd. Met name deze overgangsstadia zijn sterk
afwijkend en duidelijk geillustreerd in de derde en vierde serie (foto 26 en 27 — 28).
Dit zijn opnamen uit films van haploide parthenogenonten type 2pblpn. Zeer
duidelijk zijn de membraancontracties waarneembaar die optreden tijdens de eerste
klievingsdeling. Gp foto 26 blijkt dat de celmembranen zich weer ontspannen en de
parthenogenonten de normale tweecel — configuratie aannemen.

Een geheel ander beeld treffen we in de volgende serie aan, foto’s 29 — 31. Het betreft
hier eveneens haploide parthenogenonten doch nu van het type i.c. Bij de eerste
klievingsdeling van dit type parthenogenont worden geen membraancontracties
waargenomen. Qok bij de tweede en derde klievingsdelingen die in deze serie
eveneens gejllustreerd worden is deze contractie niet te zien. Hoewel de ligging van
de parthenogenonten op de foto’s 29, 30 en 31 sterk verschilt zijn het toch dezelfde
objekten. Op foto 30 zijn de nog niet gedeelde parthenogenonten tijdens de
filmopnamen uit het mikroskoopbeeld van foto 29 verwijderd en de tweecelligen in
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p,qenr:

Xp(Zc)

Xq(’a’c) + Xq(4c)

- 2
3 Xq( <)

q

X (50) + X (60) + X (70) + X (80) X 39 + X (40)

4 2

het aantal parthenogenonten of embryo’s, dat respectievelijk het twee-,
vier- en acht-cellig stadium heeft bereikt.

: het tijdstip X (in uren), waarop één van de 'p’ embryo’s of parthenogenon-

ten het twee-cellig stadium bereikt.
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Tabel VIII-II. Gemiddelde tijd waarin de verschillende typen parthenogenonten en
embryvo’s, ongeacht het bereikte eindstadium, respectievelijk het twee-, vier- en achtcel-

lig stadium bereiken.

Type Parthenogenont  iweecellig viercellig achteellig

of embryo + s.d. + s.d. + s.d.
Haploide 28h29° + 8hlg’ 60h07’ + 9h57 —
parthenogenonten

type 2pblpn (n=10) (n= 4)

Diploide 20h25" + 2h47 58h23’ + 7h06’ 80h1l’ + 12h3%
parthencgenonten

type 2pn of 1pn (n=12) {n=10) (n=10}
Haploide 2h58* + Oh3Y 20h24’ + 2h21° 60h40’ + 7h3¥
parthenogenonten

type i.c. {(n=18) {n=16) (n=12)

In vitro 22h36’ + Oh27 34h11’ + 7h0O’ 73h32" 4 7h4lr
bevruchte

embryo’s n= 7) m=7) {n= 6)

In vivo 15h30° = 0h49’ 40h14’ + 3h54’ 55h52" + 5hd4’
bevruchte

embryo’s (n=3%) (n=230) (n=21)

{Deze tijden zijn dezelfde als vermeld in tabel VIII-I, doch nu slechts voor drie stadia en
uitgedrukt in uren ¢h) en minuten (*).
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Tabel VHI-III. Gemiddelde celcyciustijden in uren (h) en minuten () van de eerste-,
tweede- en derde celgeneratie van verschillende typen parthenogenonten en embryo’s.

Type parthenogenont Eerste Tweede Derde
of embryo Celgeneratie Celgeneratie Celgeneratic

2pbipn 28h29° + 8h1é’ 31h24’ + Bhi1{ —
(n=10}

2pn of 1pn 20h25° + 2h47’ 35h55° + 9h31 17h59* + 4hl19”
{(n=12) (n=10) (n=10}

ic. 2h58° + 0hs9’ 16h29° + 1h42’ 34h34’ + 4h47T
(n=18) {(n=16} {n=12)

in vitro bevruchte
embryo’s

22h36” + Oh27
(n= T}

30h33” + 8hs¥
(n= 7

18h00’ + Ghd(y
{(n= 6)

in vivo bevruchte
embryo’s

15h30° + Ohdg’
{(n=35)

23h38 & 3h4q
(n=30)

15h27" & 3h2%®
(n=21)
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Tabel VIII-IV. Verschillen in ontwikkelingssnelheid tussen groepen parthencgenorn-
ten of embryo’s van hetzelfde tvpe die echter groepsgewijs verschiilende eindstadia heb-

ben bereikt.

type geanalyseerd vergeleken vergeleken N.8.D/
partheno- stadium eindstadia gemiddelde 5.D.
genont ontwikkelingstijden
of embryo
2-cellig 82(13) en 8¢ (22) 15,54 en 15,46 N.5.D.
in vivo 2-cellig 8-M(13) en B (8 15,70 en 15,13 N.S.D.
bevruchte 4-cellig 4c-8c( 8) en M (21) 43,47 en 38,95 S.D,
embryo’s 4-cellig 4c-8c(8) en B ( 8B) 43,47 en 39,88 S.D.
8-cellig Bc-M(13) en B (8 5551en3547 N.S.D.
2pbipn 2-cellig 4c( 6y en 4dc {(4) 3225en 17,82 S.D.
© 2-cellig 8 (5 en 16c{5) 19,33 en21,92 N.S.D.
2pn of 4-cellig l6c( 5) en 1l6c( 3} 63,62 en 53,15 S.D.
Ipn 4-cellig 8c-M{ 8 en B (2) 84,41 en 63,27 5D,
8-cellig M(3en B (2) 77,20en 63,27 S.D.
8-cellig 8-16c( 5y en M (5) 88,73en 71,63 S.D.
2-cellig 8c( 7yen 8 (1D 280 en 3,05 N.S.D.
i.c. 4-cellig 4-13¢ (9 en 16c( 7) 21,42 en 19,06 S.D.
8-cellig 813c( 5) en 16¢c( 7) 65,22 en 56,11 S.D.

348



Tabel VIII-V. Verschillen in ontwikkelingssnetheid tussen groepen parthenogenonten
en in vitro bevruchte embryo’s ten opzichte van in vivo bevruchte embryo’s, die echter

groepsgewijs wel eenzelfde ¢indstadium bereikt hebben.

Vergeleken

Geanalyseerd Behaald Vergeleken typen gemiddelde N.8.D./
stadium  eindstadium en aantailen ontwikkelingstijden 8.D.
2-cellig 4-cellig ha ( 4)envivo (30 22,82 en 15,48 S5.D.
2-cellig 8-cellig di  {(10) envivo(22) 20,32 en 15,47 S.D.
4-cellig 8-cellig di { Yenvive (21) 58,38 en 39,05 S.D.
8-cellig M di  ( 5)envivo(Z1) 71,63 en 535,50 S.D.
2-cellig 4-ceilig i.c. (16} en vivo (30) 2,99 en 15,48 5.D.
4-cellig 8-cellig i.c. {llyenvive(21) 19,55 en 39,03 5.D.
4-cellig 16-cellig e, ( Denvivo (21) 19,05 en 38,95 S.D.
2-cellig 8-cellig i.c. {(IDenvivo(22) 3,05 en 15,47 5.D.
2-ceilig 16-cellig i.c. ( Tyenvivo{2l) 2,86 en 15,50 5.D.
8-cellig 16-cellig ic. ( Tyenvive(21) 56,27 en 55,30 N.S.D.
2-cellig 4-cellig vitro {10) en vivo (30) 22,61 en 15,48 S.D.
Z-cellig 8-cellig vitro { 7) en vivo (22) 22,56 en 15,47 S.D.
4-cellig 4-cellig vitro (19) en vivo (30) 54,18 en 40,23 S.D.
B-cellig g-cellig vitro ( 7) en vivo (22) 73,53 en 55,87 5.D.
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foto 30 opnieuw gegroepeerd. Op foto 31 zijn de beelden ten opzichte van foto 30
een kwart slag naar rechts gedraaid.

Van wezenlijk betere kwaliteit, als gevolg van een sterkere mikroskopische
vergroting, is de volgende serie, foto’s 32~ 35. In deze serie wordt de ontwikkeling
van diploide parthenogenonten type 2pn geillustreerd vanaf het pronucleusstadium
tot en met het viercellig stadium. Zeer duidelijk zijn de beide pronuclel in de
parthenogenonten zichtbaar evenals het later oplossen van die pronuclei. Na de
eerste klievingsdeling zijn de gevormde kernen goed te onderscheiden op foto 33
beelden 13 en 14, De parthenogenont links onder in het eerste beeld van foto 32
vertoont een enigszins afwijkend delingspatroon. Na de eerste klievingsdeling
treden bij een van de twee cellen gerutme tijd membraancontracties op (foto 33
beeld 1 tot en met foto 34 beeld 21). Ook een van de twee cellen van de
parthenogenont midden onder in beeld op foto 33 beeld 16 vertoont dit verschijnsel
in geringere mate.

De laatste serig, foto 36, tenslotte geeft een beeld van de ontwikkeling van een
diploide parthenogenont vanaf het eencellig stadium tot en met het
blastocyststadium.

Waarnemingen betreffende de gemiddelde ontwikkelingssnelheden van de
verschillende typen parthenogenonten en embryo’s staan vermeld in tabel VIII—1.
Tevens is aangegeven het aantal embryo’s waaruit het gemiddelde is berekend en
de standaard deviatie.

In tabel VIII -2 zijn de gemiddelde tijdstippen (met standaarddeviatie) bepaald
waarop de verschillende typen embryo’s en parthenogenonten respectievelijk het
twee—, vier— en achtcellig stadium bereiki hebben. Dit zijn dus dezelfde
waarnemingen als vermeld in tabel VIII — 1 doch nu opgegeven in uren en minuten
en slechts voor het twee —, vier — en achtcellig stadium.

It tabel VIII—3 zijn de gemiddelde ontwikkelingstijden berekend van de eerste,
tweede en derde celgeneraties (respectievelijk G1, GII en GII1), van de verschillende
typen parthenogenonten en embryo’s. Deze tijden werden als volgt berekend: zie
G~1,G—Ilen G—111 plus Tabel VIII -3 Om de mogelijke correlatie te bepalen
tussen de ontwikkelingssnelheid in de beginfase van de embryonale ontwikkeling
en de vitaliteit gemeten aan de hand van het bereikte eindstadium werden de
tijdstippen  waarop bepaalde ontwikkelingsstadia bereikt waren van
overeenkomstige embryo’s met elkaar vergeleken met dien verstande dat zij in
groepen werden ingedeeld naar het eindstadivm dat zij later zouden bereiken. De
verschillen werden op significantie getoetst volgens de toets van Student. De
resultaten van deze berekeningen zijn weergegeven in tabel VIII - IV. In deze tabel
worden bij zich verder en minder ver ontwikkzlende embryo’s de intervalien die
nodig zijn om het geanalyseerde stadium te bereiken vergeleken.
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Hetsneller bereiken van het tweecellig stadium ten opzichte van de overige embryo’s
of parthenogenonten in dezelfde groep duidt alleen bij haploide parthenogenonten
type 2pb1ipn op een grotere kans om een verder ontwikkeld eindstadium te bereiken.
Retrospectief blijkt dat bij de typen parthenogenonten 2pn of Ipn en ic. het
viercellig stadium sneller wordt bereikt door embryo’s die zich verder ontwikkelen.
Bij de in vivo bevruchte eicellen wordt dit stadium echter door beide groepen even
snel bereikt. Een vertraagde ontwikkeling van de tweede celgeneratie bij
parthenogenonten houdt dus waarschijnlijk verband met een geringere vitaliteit.
Deze conclusie geldt eveneens voor de vorming van de derde celgeneratie waarbij
men het vroeger of later bereiken van het achtcellig stadium als criterium hanteert.

Bij de in vivo bevruchte embryo’s en de i.c. — parthenogenonten is de vitaliteit, zich
manifesterend in het eindstadiem van de ontwikkeling van het embryo, niet
gecorreleerd met het tijdstip waarop het tweecellig stadium bereikt wordt. Wel is dit
bij de i.c. parthenogenonten het geval bij het ontstaan van de tweede celgeneratie,
dus het bereiken van het viercellig stadium. In deze categorie parthenogenonten
wordt het viercellig stadium sneller bereikt in de groep die zich voorbij het
zestiencellig ~ (morula) — stadium ontwikkelen vergeleken met de groep embryo’s
die niet voorbij het dertiencellig stadium komen.

Tenslotte werden de verschillen in ontwikkelingssnelheden op significantie getoetst
tussen enerzijds in vivo bevruchte embryo’s en anderzijds de overige typen
parthenogenonten en de in vitro bevruchte embryo’s. Deze verschillen zijn
weergegeven in tabel VIII— V. Steeds werden groepen vergeleken die eenzelfde
eindstadium bereikt hadden.

Het blijkt, behalve uiteraard bij de ic.— parthenogenonten, dat alle typen
parthenogenonten en de in vitro bevruchte embryo’s zich significant langzamer
ontwikkelen dan de in vivo bevruchte embryo’s.

De i.c. — parthenogenonten ontwikkelen zich aanvankelijk sneller doch het
achtcellig stadium wordt nagenoeg gelijktijdig bereikt. Dit komt doordat de eerste
en de tweede celgeneratie zoveel sneller ontstaat bij de i.c. — parthenogenonten
(respektievelijk  15h30°—2h358'=12h32" en 23h58 —16h29°=7hi9’, tabel
VIII-TII) doch de derde celgeneratic heeft cen langere generatietijd
(34h54° — 15h27 = 19h27").

YHI—4  Discussie

Het primaire doel van deze filmopnamen was een indruk te krijgen van de
ontwikkelingssnelheid van drie typen parthenogenonten en van in vivo en in vitro
bevruchte eiceilen alsmede van enige morfologische aspekten van deze
ontwikkelingen, Om in vrij korte tijd meer resultaten te kunnen krijgen werden
daartoe mikroskopische filmopnamen gemaakt met een vrij kleine vergroting
waardoor het mogelijk werd groepen van 15 — 20 embryo’s tegelijkertijd te flmen.
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Consequentie van deze geringe vergroting is echter wel dat er minder details
zichtbaar worden in de films, zodat daar slechts in beperkte mate aandacht aan
besteed kan worden!

Rij vergelijking van de hier gemelde resultaten met andere onderzoekingen is het
belangriik zich te realiseren dat genetische faktoren van de moeder een rol kunnen
spelen in de timing van de vroege ontwikkeling van de muis {McLaren en Bowmarn,
1973 en Shire & Whitten, 1980 — R)

Hoewel algemeen wordt aangenomen dat de delingssnelheid van bevruchte eicellen
met name door het cytoplasma van de eicel wordt bepaald (reviews: Briggs & King,
1959; Swann, 1957; Brachet, 1957 en Niwa et al., 1980) toonden Whitten & Dagg
(1961) tevens aan dat het genotype van de bevruchtende zaadcel een invloed
uitoefent op de tiidsduur tussen de eerste en de tweede klievingsdeling. Later werd
eveneens aangetoond dat ook het momeni van de eerste klievingsdeling mede
bepaald wordt door het genotype van de bevruchtende zaadcel {Shire & Whitten,
1980 — A en Tessler & Olds — Clarke, 1981). Recent is zelfs aangetoond dat de
ontwikkelingssnelheid van muize — embryo’s tot het moment van implantatie onder
invioed van genen staat (Goldbard & Warner, 1982). Krzanowska (1964) toonde
bovendien aan dat zaadeellen van ingeteelde muizestammen meer tijd nodig hebben
om de eicel te penetreren dan zaadcellen van bastaarden. Het was reeds bekend dat
ingeteclde stammen een lager percentage morfologisch en fysiologisch normale
zaadcellen hadden {(Sharma, 1960; Mori, 1961; Krzanowska, 1962). Ook zijn er
verschillen tussen muizestammen met betrekking tot de tijd die de zaadcellen nodig
hebben om de eicellen van de cumuluscellen te ontdoen (Braden, 1958). Al deze
faktoren maken een vergelijk van de hier beschreven resultaten met elders in de
literatuur vermelde resultaten een moeilijke zaak.

Een van de meest opvallende fenomenen in het eigen onderzoek is de snelle
vervaging van de blastomeergrenzen, met andere woorden het sneller aannemen van
de morula— configuratie, van de in vivo bevruchie embryo’s (engelse woord
“compaction™). In hoeverre dit mede een manifestatie is van de hogere vitaliteit van
dit type embryo is niet duidelijk vast te stellen. Gok Leonov en medewerkers konden
in socortgelijke experimenten slechts tot het achtcellig stadium de individucle
blastemeren onderscheiden. Wel kijkt de in vitro bevruchting ¢n daarop volgende
in vitro ontwikkeling onder de huidige proefomstandigheden minder succesvol te
verlopen dan dein vitro ontwikkeling van de in vivo bevruchte embryo’s, gezien de
zoveel langere generatietijd van de eerste celpopulatie in de eerstgenoemde groep.
In beid = categorieén wordt echier waargenomen dat de tweede en derde celgeneratie
zich nagenoeg even snel ontwikkelen. Ook door Bowman en McLaren werd een
sterke vertraging in de ontwikkelingssnelheid, zowel in het aantal celien alsmede de
diameter, waargenomen bij in vitro gekweekte embryo’s ten opzichte van de in vivo
gegroeide embryo’s (Bowman &Mclaren, 1970). Door Miyvamoto en Chang (1572)
werd een vertraagde ontwikkeling van het tweecellig stadium van in vitro bevruchte
muize — eicellen ten opzichte van in vivo bevruchte gevonden. Wel gaven beide
groepen na 96 uur gelijke percentages morula’s en blastocysten. Een mogelijke
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reden voor de latere eerste klievingsdeling bij de in vitro bevruchte eicelien Is het
feit dat er niet in vivo gecapaciteerd sperma aan de te bevruchten eicellen werd
toegevoegd.

Dedoor Leonov en medewerkers (Leonov et al., 1972) gevonden derde generatietijd,
12h14’, van in vivo bevruchte embryo’s is iets korter dan de hier gevonden tijd:
15h27". De oorzaak van deze kortere generatietijd is waarschijnlijk het feit dat de
embryo’s welke in de expertmenten van Leonov werden gebruikt pas 25 — 28 yurna
de bevruchting als tweecelligen geisoleerd werden, terwijl in de hier gemelde
experimenten zij reeds circa 14 uur na de bevruchting (nog in het pronucleusstadium
verkerend) geisoleerd en vervolgens gefilmd werden.

Kaufman (1973—B,C) nam waar dat bij 15—22 uur na ovulatie geisoleerde
bevruchte eicellen de eerste klievingsdeling circa 19h30° na ovulatie plaatsvindt
(22% na 18h30° en 71% na 20h00°). Deze tijd is af te leiden uit de gegevens welke
Kaufman verkreeg uit chromosoompreparaten. Uit de analyses van filmopnamen
van twaalf embryo’s werd ongeveer eenzelfde tijd gevonden: 19h51".

Een zelfde type onderzoek werd gedaan door Kaufman (Kaufman, 1373) met 7—9
uur na superovulatie geisoleerde eicellen welke door een hyaluronidasebehandeling
geaktiveerd waren tot haploide parthenogenonten.

Kennelijk is de langere hyaluronidasebehandeling welke door Kaufman werd
toegepast (10 minuten) vergeleken met de hier gebruikte aktivatiemethode van 3 5
minuten van grote invlioed op het moment waarop de eerste klievingsdeling wordt
voltooid: respectievelijk circa 15h00° en 28h30° na induktie.

Jammer is het dat de verdere ontwikkeling van deze tweecelligen niet vervolgd werd
door Kaufman zodat geen uitspraak kon worden gedaan over een eventuele geringe
vitaliteit na de aanvankelijke snellere aktivatie van deze parthenogenonten.
Mulnard (1967) isoleerde 40 uur na spontane ovulatie en bevruchting tweecellige
embryo’s uit Swiss — albino vrouwtjes. Ook hij vond een tijdsverschil tussen het
optreden van de tweede en derde kiievingsdeling, verschil: 30 minuten (84 minuten
in dit onderzoek). Tussen de eerste en de laatste deling van de tweede celgeneratie
vindt Mulnard ongeveer 80 minuten Ock deze waarde is in oversenstemming met
de hier gevonden tijd: 84 minuten De generatieti)d van de tweede generatie zal
derhalve ongeveer 11055 bedragen. Deze tijd komt overeen met de door Leonov en
medewerkers gevonden waarde: 12h14°. Beide tijden zijn veel korter dan de hier
gevonden generatietijd van 23h58°.

Borghese en Cassini (1963) vonden bij de in vitro ontwikkeling van
konijne —embryo’s circa 10 uur tussen het viercellig stadium en het door snel
opeenvolgende celdelingen ontstane achtceilig stadium. Voor muize-— embryo’s
komt deze periode in dit onderzoek op circa 18,5 uur.

Interessant is het na te gaan of er verschillen bestaan tussen de vijf typen
parthenogenonten en embryo’s met betrekking tot de mate van asynchroniteit bij
de vorming van de cerste drie celgeneraties. De in tabel VIII—1 gegeven
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standaarddeviatie geeft hiervoor een goede indicatie indien deze getallen
gecorreleerd worden met de bijbehorende gemiddelde tijden. Het blijkt dat de in
vivo bevruchte embryo’s de minste spreiding vertonen in de tijdstippen waarop de
klievingsdelingen plaatsvinden. Dit is zeer opvaliend bij de eerste klievingsdeling
van deze groep embryo’s ten opzichte van de andere vier groepen. De reeds cerder
genoemde aanname van de morula—configuratie is ook door Muinard
geconstateerd: "les blastomeres glissent les uns sur les autres et semblent chercher,
en "s’engrenant”, le plus large contact possible entre eux”. In een periode van 8h3(0°
verandert het duidelijke achtcellige stadium in een nagenoeg ronde morula
configuratie. Bij latere delingen gaat deze ronde contour weer verloren: “tres
rapidement, les blastomeres s¢ réarrrondissent les uns apres les autres pour se
diviser, tandis quune nouvelle rupture d’équilibre entraine une légere rotation de
I'ensemble de I'oeuf™. De delingsaktiviteit wordt door Cassini (1962) aangeduid als
“activité pulsatile”.

In een zeer uitgebreide studie van Donahue (1972) werden met twee—uurs
intervallen 2—36 uur na het toedienen van de HCG —injektie, welke na een
voorgaande PMS —injektie superovulatie induceerde, eicellen geisoleerd uit
bevruchte CFL — vrouwtjes. Uit de gemaakte preparaten blijkt het tweecellig
stadium, circa 20,5 uur na bevruchting, bereikt te zijn. Dit is 5 uur later dan het hier
gevonden tijdstip.

Blastocystvorming

Bij de diploide parthenogenonten werden bij de twee embryo’s (foto 36) die het
blastocyststadium bereikten (tabel VIII—IV) respectievelijk krimpschokken
waargenomen op 117, 133,5 en 139,25 en om 96,5, 105, 106,75, 108,53, 119,5 (2x),
129,25 en 139 uur na aktivatie. De volume —afname welke een gevolg is van een
krimpschok varieert sterk in grootte en tijd. De eerste drie schokken hadden een
geringe volume — afname tot gevolg en waren enkelvoudig, terwij! tussentijds de
blastocyst het oorspronkelijke volume weer herkreeg. De vierde schok gebeurde
echter tijdens de "herstelperiode”, dus tijdens de geleidelijke toename naar het oude
volume. Daarna vonden samengestelde krimpschokken plaats welke zich
manifesteerden met tussenpozen van slechts enige minuten. Qok de enkelvoudige
krimpschokken kwamen nog voor.

Het geleidelijk expanderen en plotseling ineenschrompelen van de blastocyst is
reeds door Lewis en Gregory in 1929 bij de bestudering van konijne — blastocyst
ontdekt. Kuhl en Friedrich — Freksa (1936) en Kuh! (1941) vonden dit verschijnsel
eveneens bij muizeblastocysten. Nog later werd het bevestigd door Borghese en
Cassini (1963) en door Cole en Paul (1965). Ook Mulnard (1967) maakt melding van
een "pulsation du blastocyst”, een eerste contractie werd 109 uur na de bevruchting
waargenomen, 3 uur later nogmaals, terwiji tijdens de daarop volgende 12 uren de
blastocyst zijn oorspronkelijke volume weer innam. Cole en Paul (1965)
suggereerden cen werkelijke (“activite pulsatile™ “kloppende aktiviteit” bij
ratte — blastocysten.
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Cole (1967) neemt snelle krimpschokken waar (4—35 minuten) welke door
langzamere volumetoename (2—3 uur) weer ongedaan gemaakt werden. Cole
concludeert dat het vit de zona pellucida treden van de blastocyst het resultaat is
van specifieke cellulaire aktiviteit en niet een gevolg is van niet —specifieke breuk
als gevolg van toenemende druk in de blastocoel. De zona pellucida zou weinig
elastisch zijn. Deze waarnemingen zijn in overeenstemming met die van Borghese
en Cassini {1963). Zij nemen zeer abrupte krimpschokken waar, 15 seconden — 5
minuten De periode waarin het ocorspronkelijke volume weer wordt bereikt varieert
van 1h28” tot Sh3(’. Een fysiologische betekenis heeft men nog niet gevonden voor
deze volumeveranderingen. Wel gaat men er vanuit dat het geen abnormaal
fenomeen is (Lewis & Gregory, 1929; Borghese & Cassini, 1963).

VIII—5  Conclusies

e ontwikkelingssnelheden van in vivo en in vitro bevruchte embryo’s en die van
drie typen parthenogenonten (haploide parthenogenonten, type 2pblpn en typei.c.
en diploide parthenogenonten type 1pn of 2pn) werden berekend aan de hand van
filmbeelden van vertraagde microscopische opnamen. Er bleken de volgende
significante verschillen te zijn:

het 2 — cellig stadium wordt door de in vivo bevruchte embiyo’s sneller bereikt
dan door de in vitro bevruchte embrye’s en dan door de drie typen
parthenogenonten. Bij deze vergelijking werden embryo’s en parthenogenonten
betrokken die zich tenminste tot het 4 — cellig stadium ontwikkelden.

het 4 — cellig stadium wordt door de in vivo bevruchte embryo’s sneller bereikt
dan door de in vitro bevruchte embryo’s, de diploide parthencgenonten en de
haploide parthenogenonten type i.c. Bij deze vergelijking werden embryo’s en
parthenogenonten betrokken die zich tenminste tot het §--cellig stadium
ontwikkelden. Hierdoor was een vergelijking met de haploide parthenogenonten
type 2pblpn niet mogelijk.

het 8 — cellig stadium werd door in vivo bevruchte embryo’s sneller bereikt dan
door de in viiro bevruchte embryo’s en de diploide parthenogenonten. Het werd
even snel bereikt door de haploide parthenogenonten type i.c.

het 2— en 4-—cellig stadium werd (uiteraard) door de hapleide
parthenogenonten type i.c. sneller bereikt dan door de in vivo bevruchte embryo’s,
ongeacht het feit of de beide vergeleken groepen zich tenminste tot het
respectievelijk 4 — of 8 — cellig stadium ontwikkelden of tot het 8 — of 16— cellig
stadium.

Ten aanzien van het mogelijk verband tussen het sneller bereiken van 2 —, 4— of
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8 — cellig stadium en het meer of minder ver ontwikkelde eindstadium bieken de
volgende significante verschillen op te treden:

bij de in vivo bevruchte embryo’s was er geen verband tussen het gemiddelde
tijdstip waarop het 2 —cellig stadium werd bereikt door embryo’s die zich niet
voorbij het 7 — cellig stadium ontwikkelden en embryo’s die tenminste het 8 — cellig
stadium bereikten. Ook was er geen verband tussen het gemiddelde tijdstip waarop
het 2 —, 4 — of & — cellig stadium werd bereikt door embryo’s die zich tenminste tot
het & — cellig, doch niet voorbij het morula — stadium ontwikkelden en embryc’s die
zich tenminste tot blastocyst ontwikkelden.

bij de haploide parthenogenonten type 2pb1pn werd het 2 — cellig stadium even
snel bereikt door parthenogenonten die zich niet voorbij het 3 — cellig stadium
ontwikkelden als door parthenogenonten die zich tenminste tot het 4 - cellig
stadium ontwikkelden.

bij de haploide parthenogenonten type i.c. werd het 2 — cellig stadium significant
later bereikt door parthenogenonten die zich niet voorbij het 8 — cellig stadium
ontwikkelden ten opzichte van parthenogenonten die zich tenminste tot het
G — cellig stadium ontwikkelden. Het 4 — en 8 — cellig stadium werd echter evensnel
bereikt door parthenogenonten die zich niet voorbij het 12 —cellig stadium
ontwikkelden en parthenogenonten die zich tenminste tot het 16 — cellig stadium
ontwikkelden.

bij de diploide parthenogenonten type 1pn of 2pn werd het 2 — cellig stadium
even snel bereikt door parthenogenonten die zich niet voorbij het § — cellig stadium
ontwikkelden als door parthenogenonten die zich tenminste tot het 16~ cellig
stadium ontwikkelden. Het 4~ en 8 — cellig stadium werd echter sneller bereikt
door de groepen parthenogenonten die een verder ontwikkeld eindstativm bereiken.

In algemene zin kan men concluderen dat:

1) het moment waarop de eerste klievingsdeling optreedt geen indicatie is voor de
vitaliteit van het embryo of van de parthenogenont behalve bij de type 2pbipn
parthenogenonten. Onder vitaliteit wordt verstaan het uiteindelijk bereikie
eindstadium van de ontwikkeling.

2) het tijdstip waarop het 4— en 8—cellig stadium bereikt wordt bij in vivo
bevruchte embryo’s niet maar bijde diploide en haploide type 1.c. parthenogenonten
wel een indicatie is voor de vitaliteit.

3) er verschillen zijn in de klievingsdelingen tussen de embryo’s en typen
parthenogenonten voor wat betreft het optreden van membraancontracties.

4) er significante verschillen zi{jn in het moment waarcp bepaalde
ontwikkelingsstadia bereikt worden door de in vivo bevruchte embryo’s en de in
vitro bevruchte embryo’s en drie typen parthenogenonten.

5y er op schijnbaar willekeurige momenten in het blastocyststadium abrupte
"krimpschokken” optreden die gevolgd worden door een geleidelijk herstel naar het
oude volume van de blastocoel.
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SAMENVATTING

Dit proefschrift handelt over parthencgensse bii gewervelde dieren. Uit de
literatuur blijkt dat het verschijnsel parthenogenese op vele wijzen is gedefinieerd
en onderverdeeld in verschillende typen. In heofdstuk I wordt deze diversiteit
beschreven en wordt tevens aangetoond dat, als gevolg van nieuw ontwikkelde
laboratoriumiechnieken, het onderscheid parthenogenese versus vooriplanting met
behulp van bevruchting niet meer toercikend is. Er zijn nuv experimentele
ontwikkelingspatronen mogelijk die op een combinatie van deze twee
voortplantingsmechanismen berusten. Om deze enderschetdingsmoeilijkheden op
te lossen wordt een nieuwe terminologie en indeling van mogelijke
ontwikkelingspatronen bij gewervelde dieren beschreven.

Hoofdstuk II bevat een omvangrijke literatuurstudie over het voorkomen van
natuurlifke parthenogenese bij gewervelde dieren. Er is naar gestreefd een zo
volledig mogelijk beeld te geven omdat enerzijds dit onderwerp over het algemeen
weinig bekendheid genlet, terwijl er anderzijds tot op heden geen soortgelijk
overzicht in de literatuur is verschenen. De in dit hoofdstuk behandelde literatuur
alsmede een aantal referenties waarvan de bibliografische gegevens wel gevonden
werden doch waarvan de tekst niet achterhaald kon worden, staan aan het einde van
het hoofdstuk vermeld in een aparte bibliografie. De literatuur die aangehaald
wordt in verband met het eigen experimentele werk staat aan het einde van het
proefschrift vermeld onder het hoofd "geraadpleegde literatuur”. Uit de literatuur
blijkt dat er verschiliende vormen van parthenogenese zijn. Bij alle klassen van de
gewervelde dieren treft men bij meerdere dierscorten natuurlijke parthenogenese
agdi.

Bij vissen zijn drie vormen van natuurlijke parthenogenese beschreven: gynogenese,
hybridogenese en ware parthenogenese. ( Hoofdstuk I1 — 2 ) Meestal is er sprake van
de eerst genoemde vorm. Behoudens enkele incidentele publikaties over het guppy,
{ Lebistes rericulatis), de zwaarddrager, { Xiphophorus }, de kopvoorn, { Leusiscus
cephalus ) en een Menidia —soort zijn de waarnemingen verricht aan drie
gynogenetische soorten: Poecilia, Poeciliopsis en Carassius.

Bij amfibien is gynogenese aangetoond bij een salamandersoort, Ambystoma
jeffersonianum, terwijl evencens bij verschillende vormen van de groene kikker {
Rana esculenta ) parthenogenese werd aangetoond. { Hoofdstuk 11 -3 )

Bij reptielen komt natuurlijke parthenogenese het meest verbretd voor. Het grootste

gedeelte van de literatuur valt dan ook binnen deze categorie dieren die
verschillende soorten hagedissen, gekko's, leguanen, kameleons en slangen omvat.
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{ Hoofdstuk I — 4 ) Hoewel de bewijzen voor het voorkomen van parthenogenese
tang niet altijd voorhanden zijn, het is dikwijls een vermoeden op grond van het feit
dat men alleen vrouwelijke exemplaren in de natuur heeft aangetroffen, is er met
name bij een hagedissoort, Lacerta saxicola , onweerlegbaar aangetoond dat er
sprake moet zijn van parthenogenese. Tevens is er bij Lacerta veel cytologisch
onderzoek verricht waarbij behalve de ploidie ook de vermoedelijke oudersoorten
werden bepazld. Het grootste aantal parthenogenetische soorten is bij het genus
Cremidophorus beschreven. Ook bij dit genus werd parthenogenese bewezen onder
andere met behulp van huidtransplantaten en het eieren leggen door dieren die in
strikte afzondering geleefd hebben. De uit deze eieren gekomen dieren legden,
eveneens in sirikte isolatie, zelf ook weer eieren waaruit levende jongen kwamen.

Bij vogels zijn de waarnemingen beperkt tot kippen en kalkoenen, ( Hoofdstuk £ — 5
). Reeds in het begin van de vorige eeuw werden bij onbevruchte eleren embryonale
ontwikkelingen waargenomen waarbij men zich lang heeft bezig gehouden met de
vraag of hier nu sprake was van parthenogenese of niet. Pas ruim een eeuw later
komt men tot de overeenstemming dat het hier inderdaad parthenogenese befreft.
Ditkwam vooral door de geintensiveerde befangstelling voor dit onderwerp. Yooral
de resuitaten van het selektief fokken van kalkoenen, resultaten die viteindelijk
leidden tot het verkrijgen van volwassen kalkoenkuikens en later, in 1960, tot
volwassen kalkoenen, hebben de laatste twijfels over het ware karakter van
bovengencemde ontwikkelingen weggenomen., Pas in 1973 werden de eerste
volwassen parthenogenetisch ontwikkelde kippen beschreven.

Bij zoogdieren ( Hoofdstuk I — 6 ) en bij de mens zijn tot op heden geen volwassen
parthenogenonten beschreven. Bij zoogdieren zijn echter wel vele beschrijvingen
van ovaria en oocyten bekend waarbij men parthenogenetische ontwikkelingen
veronderstelt. Gok ten aanzien van deze waarnemingen is het echter lang de vraag
geweest of er nu sprake was van parthenogenese of van atresie. Een duidelijk
onderscheid kan anno 1983 ecigenlijk nog steeds niet worden gemaakt. Wel is de
laatste decennia duidelijk geworden dai parthenogenese een rol speelt bij heat
ontstaan van ovariumtumoren. In dit verband is een duidelijke opleving te
constateren in het onderzoek naar natuurlijke parthenogenese bij zoogdieren. Dit
onderzoek werd mogelijk gemaakt door de ontdekking en de beschrijving in 1974
van een inteelt muizeras met een hoog percentage spontane ovariumtumoren. Gok
bij gedvuleerde eicellen zijn ontwikkelingen in de eileider beschreven die op
parthenogenese lijken. Rond de veertiger jaren raakte men er algemeen van
overtuigd dat het hier geen parthenogenese betrof doch normale veroudering-
sverschijnselen van eicellen,

Gok bij de mens treft men teratomen aan die een parihenogenetische ontstaanswijze
bezitten, { Hoofdstuk 11 —7 ). Dit werd aangetoond met behulp van cytologisch
onderzoek aan teratoomeellen waarbi] vooral gewerkt werd met specificke
banderingspatronen van chromosomen na speciale kleuringen. Recent is bij de
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mens een speciale vorm van parthenogenese, de androgenese, in verband gebracht
met zen pathologische zwangerschap, de zogenaamde molazwangerschap. De
mola’s worden in de literatuur onderscheiden in twee verschillende typen: complets
en gedeclielijke mola’s. De gedesltelijke mola’s hebben chromosoom — afwijkingen
en zijn meestal triploid terwijl de complete mola’s een normaal vrouwelijk
karyotype bezitten en, in tegenstelling tot de gedesliclijke mola’s, geen fostus
bezitten. Gezien het belang ven een tijdige onderkenning van dit type zwangerschap
in verband metde gevaarlijke gevolgen die er ult kunnen voortvloeien en het recente
karakter van deze onderzoekingen en de daaruit volgende beperkte bekendheid,
wordt hoofdstuk II—7 afpesloten met de beschrijving van een aantal belangrijke
publikaties op dit gebied,

Het tweede gedeelie van het proefschrift begint met hoofdstuk I waarin zen
overzicht wordt gegeven van vroege cxperimenten om parthenogenese langs
experimentele weg bij zoogdiereicellen te induceren. Tevens wordt esn overzicht
gegeven van de verschillende technisken die men hierveor heeft gebruiki en worden
literatuurrefereniies gegeven die bij die toegepaste technicken behoren.

Een inleiding tot het eigen werk wordt in hoofdstuk IV gegeven. Er worden enige
gegevens over de voortplanting bij het gebruikte progfdier, de laboratoriummuis,
gegeven terwifl tevens de materialen en gebruikte methoden worden beschreven. In
hoofdsink  IIT werden de in het eigen onderzoek waargenomesn typen
parthenogenonten reeds beschreven en schematisch weergegeven. Een van de
belangrijke fakioren die het type parthenogenont mede bepazlde is de
aktvatiemeihode dig gebruikt wordt.

In het eigen werk is parthenogenese geinduceerd door mcubatie van eicellen in een
fyvaluronidase — oplossing (hoofastuk V) en door incubatie in een medium met een
niet ~ fysiclogische csmotische waarde (hoofdstuk VT). Bij beide aktivatiemethoden
werd met naime het effekt van twee variabelen onderzocht op de aktivatielreauentie
van de eicellen, op de differentiatie in verschillende typen parthenogenonien en op
de verdere ontwikkelingen van deze verschillene typen parthenogenonten in viiro.
Deze twee variabelen waren de cuderdom van de eicel (het tijdsinterval tussen de
ovulatie en de aktivatie), en de duur van deincubatie in het aktivatiemedium. Tevens
werd de inviced van de verschillende osmotische waarden van het incubatiemedium
onderzocht (hoofdstuk VI en het effekt van controle — incubaties (hoofdstuk V).

Uit de in Hoofdstuk V uitgevoerde experimenten bleek dat vergelijkbare resuliaten
werden verkregen uit de hyaluronidase —aktivatie —experimenten en  de
controle — incubaties. Men kan zich derhalve afvragen of de hyaluronidase
werkelijk een bijdrage levert aan de inductie van parthenogensse of dat de
explantatieprikkel reeds voldoende is. Wel bleek duidelifk datr men met deze
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methode bijna uitsivitend haploide parthenogenonien type 2pbipn verkrijgt Bij
eicellen die op een later tijdstip na de ovulatie werden gedxplanieerd werden ook
enkele onmiddelijk delende (haploide) parthenogenonien verkregen terwiil slechis
zeer incidenteel een dinloide parthenogenont werd waargenomen. De eicellen die
wren 15 minuten na ovulatie werden gealktiveerd vertoonden een beters
iro ontwikkeling dan cudere eicellen {aktivatie ¥ vur en 15 minuien na
ovulatie); het aktivatiepercentage was in de laatste groep echier het hoogste.

Inn hoofdsmk V1 werd parthenocgenese geinduceerd door eicellen in verschillend
verdunde kweekmedia te incuberen waardoor zi] blovtgesteld werden aan miliew’s
met nist — fysiologische osmotische waarden. De mate van verdunning, met andere
woorden de osmotische waarde van het alitivatiemedium, bleek van grote inviced
op de verdeling van de typen parthenogenonten die geinducesrd werden. Er werden
overwegend dipicide parthenogenonien verkregen, vooral bij de sterker verdunde
media {4/10—7/10) De verders in vitre ontwikkeling in nigt —verdund medium
werd eveneens besiudeard. Hiervit bleek dat dipleide parthenogenonten zich beter
cntwikkelen. De optimale incubatietiid bleek afhankelijk van de verdunning van
i zictivaniemedinm. Bij de verdere in — vitrg — kweek bleef een groot gedestie van
rihenogenonten in de verdere ontwikkeling tussen het twee — en het vierceilig
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itwikkelden. Ma incubatie gedurende 2 nur en 30 minuien in 6710 medium
Ik het hoogste percentage aktivatie verkregen te worden bij eicellen die § —% uur
ie gealuiveerd waren, by oudere eicellen loopt dit percentage geleidelifk
f. Tevens bleek zeer duidelilk dat men bij deze oudere eicellen (13 uur) vesl meer
fijk delende™ parthenogenonien verkreeg.
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Tin heofdstuk VII worden bevruchtingsexperimenien van parthenogenonien
beschreven met onder anders hat dozl na fe gaan in hoeverre de parthenogenetische
aktivatic ook esn akiivalie van het blokkeringsmechanisme van de eicel tegen
penetratie door meerdere zaadeellen omvat; de zogenaamde polyspermie blokkade,
Daartoe werden parthenogenetisel gsakiivesrde eicellen alsnog onderworpen aan
demogeliikheid am in vitre bevruchi te worden. De resultaten werden geanalyseerd
doot chromosoomtellingen en vasistellingen van het aantal gepenstresrde eicellen.
Opvaliend was de grote invioed die het type parthenogenont uitoefende op deze
bevruchiingsmogelykheid: diploide parthenogenonten bleksn niet beviucht e
kunnen worden, haploids parthenogenonten wel. Dit duidt op essentifhe verschillen
in et aktivatieproces van deze beide soorten parthenogenonten. Met een anders
aktivatiemethode bleken diploide parthenogenonten dearentegen ook te
bevruchten en wel in dezelfde maie als haploide parthenogencnten. Hieruit blijkt
gr er dus tevans een verschil te zijn in akivatie van dezelfde typen verkregen
parthenggenonten als gevoig van verschillende aktivatismethoden.

In hooldstuk VI is de ontwikkeling van parthenogenetisch geakiiveerde eicellen
bestudeerd en vergeleken met die van normaal bevruchie eicellen. By deze studie
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werd gebruik gemaakt van vertraagde mikroskopische filmopnamen, de
zogenaamde time — lapse microcinematogralie. Met deze techniek kunnen zowel de
ontwikkelingssnelheden alsmede enige morfologische aspecten geanalyseerd
worden. Daartoe werd ecen serie experimenten uitgevoerd waarbij de
ontwikkelingen van in vivo en in vitro bevruchte eicellen vergeleken werden met die
van drie verschillende typen parthenogenonten. Met behulp van de vertraagde
filmopnamen was het mogelijk de groei exact vast te leggen en desgewenst meerdere
keren te heronderzoeken voor onder andere het bepalen van de delingssnetheden.
Ook nu bleken er grote verschillen te zijn tussen de drie typen parthenogenonten.
Uit de films werden delingstijdstippen bepaald waaruit de celeyclustijden van de
cersie drie celgeneraties berekend konden worden. Opvallend was dat de {uiteraard)
zeer korte celeyclustijd van de eerste generatie van de onmiddellijk delende
parthenogenonten gevolgd werd door een eveneens kortere, ten opzichte van de in
vivo bevruchie eicellen, tweede celeyclustijd doch daarna werd gevolgd door een
meer dan twee keer zo veel langzamere derde generatietijd. Tevens werd
waargenomen dat de celeyclustijd van de eerste  gemeratie diploide
parthenogenonten aanmerkelijk  korter was dan die van de haploide
parthenogenonten; beide echier duidelijk langer dan die van in vivo bevruchte
eicellen. Ook werd berekend in hoeverre sen langzamere groei in het begin van de
ontwikkeling gecorreleerd kon worden aan het bereikte eindstadium van die
ontwikkeling. Over het algemeen bleek een snellere groei in het begin, dus hetsneller
bereiken van het twee — en viercellig stadium, gepaard te gaan met het bereiken van
zen verder ontwikkeld eindstadium, met andere woorden een later afbreken van de
verdere ontwikkeling. Met behulp van fotografische afdrukken van de
filmnegatieven werden eveneens duidelijke verschillen azangetoond iussen de
morfologische  ontwikkelingspatronen  van  de  verschillende  typen
parthenogenonten. Haploide parthenogenonten, type 2pbipn, vertoonden sterke
membraancontracties voor de  eerste  celdeling, de diploide en
i.c.— parthenogenonten vertoonden geen contracties bij de eerste celdeling. Bij de
tweede celdeling werd dit in  enkele cellen van diploide tweecellige
parthenogenonten echier wel waargenomen.

Resumerend kan geconcludeerd worden dat er een groot aantal faktoren zijn die
mede bepalen welk type parthenogenont men verkrijgt na experimentele inducties
van parthenogenesebij zoogdiereicellen. Behalve de gebruikie methode, die een zeer
grote invloed uitoefent, is ook de constitutie van de eicel zell van belang waarbi]
vooral het imterval tussen de ovulatie en het utvoersm van de
parthenogenese — mducersnde behandeling een rol speelt. De verschillende typen
parthenogenonten, waarvan de indeling gebaseerd is op de ontstaanswijze en de
ploidie, verschillen ook ten aanzien van de verdere in vitre ontwikkeling, zowel In
snelheid als in het bereikte eindstadinm. Gok werd aangetoond dat bij cenzelfde
inductiemethode de verschillende typen parthenogenonten op ongelijke wijze
reageren ten aanzien van de aktivatie van de zogenaamde polyspermie blokkade.
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Tevens bleek dat deze aktivatie van de polyspermie blokkade zowel door de
gebruikte parthenogenese inductietechniek alsmede door het verkregen type
parthenogenont wordt bepaald.
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SUMMARY

This thesis deals with parthenogenesis in vertebrates. In the literature the
phenomenon parthenogenesis is defined in many different ways and classified in
different types. This diversion is described in chapter I where it is also shown
that — —due t0 newly developped laboratory technigues — —the distinction
between parthenogenesis and reproduction based on {ertilization s not sefficient
anymore. Nowadays sxperimental developmental — patterns have been made
possible that are based on a combination of these two mechanisms of reproduction.
In order to solve these problems of distinction 2 new terminclogy is proposed and
a classification of possible patterns of development of vertebrates is described.

Chapter [ contains an extensive study of the Nierature on the occurance of natural
parthenogenesis in vertebrates. An attempt has been made to present a view as
complete as possible because on the one hand — — generally speaking — — this
subject is rather unknown whereas on the other hand no such review has been
published until now. The literature reviewed in this chapter — ~ just as some of the
references for which the bibliographical data were found but the texts of which
could not be obtained — —is mentioned at the end of the chapter in a separate
bibliography. Litgrature referred to in connection with the original experimental
work itself is mentioned at the end of the thesis under the subject "geraadplesgde
literatunr” {consulted literature). It appears from the literature that there are
different types of parthenogenesis. Natural parthenogenesis is found in all classes
of veriebrates in more than one species.

For the class of fishes three different types of natural parihenogenesis are described:
gynegenese, hybridogenese and true parthenogenesis { Chapter H—2 ). In most
cases the frst—mentioned type is involved. Some incidental publications on the
guppy, Lebistes reticularis and on Xiphophorus |, on Leusiscus cephalus and on &
Menidia — species excepted, observations were carried out on thrse gynogenetic
pecies 1 Poecilia, Poecilinpsis and Carassius.

In the class of amphibia gynogenesis was demonstrated in a salamander species,
Awmbysioma jeffersonianum; and 1t was also shown in differant forms of the green
freg— — Rang esculenta — ~ as well { Chapter 11 -3 ).

In the class of reptiles parthencgenesis i3 spread most widely, Hence most of the
literature deals with this class of animals, that inciudes different species of lizards,
geckoes, camelecns and snakes { Chapter If — 4 ). Although preof of parthencgenesis
is hardly ever available — ~ it often is 2 supposition based on the fzeot that only
female amimals were found in nature — — it has definitely been proved for Laceria
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saxicola, a lizard. Much cytological research was done in the case of Lacerta:it not
only resulted in establishing the ploidy but also provided the most probable parental
species. The highest number of parthenogenetic species was described for the genus
Cremidophorus. For this genus, too, parthenogenesis has been proved, for example
by means of skin grafting and the production of eggs by animals that were raised
in strict separation. The animals from these eggs — — which were aiso raised in strict
isolation — —produced eggs themselves from which living young hatched as well.

For the class of birds the observations wers restricted to chickens and turkeys, {
Chapter 113 ). Embryonic development In unfertilized eggs was already observed
at the beginning of the last century. During 2 long period the quesiion was whether
these were cases of parthenogenesis or not. Only after more than 2 century
agreement was reached on them being parthenogenetic cases indeed. This was
mainly the result of an intensified interest taken in this subject. Especially the resnlts
of selective turicey — breeding — — results that linally led to the produciion of mature
turkey — chickens — — and later on, in 1964, to mature turkeys removed the doubis
zlbout the real character of the al‘ove —mentioned developments. Only in 1973 the
first mature parthenogenetically developped chickens wers described.

For the class of mammals { Chapter 11—-6 ) znd for m
parthenogenones have been described so far. However, many descriptions of
mammalian ovaries and oocytes are known in which parth enetic development
iz assumed. About these observations too, it was a long — standing question whether
parthenogenesis o7 atresia was dealt with. Af present, in 1983, a clear distinction
cannot yet be made. During the last decades it has become clear, however, that
parthenogenesis plays 2 role in the generation of ovarian tumours. In connection
with this discovery a definite revival can be seen in the research on natural
parthencgenesis in mammals. In 1974 this typs of research became possible after
the discovery and description of an inbred mouserace w?m a high percentage of
spontaneous ovarian tumours. There are alse descriptions of parthenogenesis — like
developments in ovulaied eggs recoversd from the tubae. huw—uver, in the fourties
the conviction grew that it was not parthenogenesis that was dealt with but normal
ageing of oocyiss.

siind no mature

in mankind ioo, teratomas can be found that

wenopgenetically, (

Chapter 1T — 7 % This was proved by gytological r macel'ﬁs in which
the specific banding — patterns of chromosomes a.fter :peua staining were often
used. Recently in man a special type of parthenogenesis — - androgenesis — — was
brought in  connection  with 2 pathsological :
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implications it may have— — as well as the recent character of these investigations
{for which reason this knowledge is very limited), chapter 11— 7 is closed with the
description of some important publications in this area.

The second part of the thesis begins with chapter I1I in which a review is given on
early experiments with regard to the induction of experimental parthenogenesis in
mammalian eggs. An overview of the different techniques that were used and the
bibliographical data of the corresponding articles are given as well.

An introduction on the experiments performed is given in chapter 1V, Some data
are given on the reproduction of the animal involved- —the laboratory
mouse — — while the materials and methods are described as well. The types of
parthenogenones obtained in the experiments were already described in chapter 111
where they were also put in a scheme. One of the most important factors that
determined the type of parthenogenone was the activation — method used.

In the experiments themselves parthenogenesis was induced by Incubating eggs in
a hyaluronidase —solution {(chapter V) and by incubation in 2 medium with a
non - physiological osmotic value (chapter V1). In both activation —methods
special attention was paid to the effect of rwo variables on  the
activation — frequency of the eggs: the differentiation in different types of
parthenogenones and further development in vitro of these different types of
parthenogenones. The two variables were the age of the ggg— —the time—lag
between ovulation and explantation — — and the length of the incubation — period
in the activation —medium. The influsnce of the different osmotic values of the
incubation — medium was also investigated {(chapter VI} as well as the effect of
control —imcubations {chapter V).

From the results of the experiments in chapter V it became clear that comparable
results were obtained with the hyaluronidase activation —experiments and the
control —incubations. So it can be wondered whether the hyaluronidase really
contributes o the induction of parthenogenesis or whether the explantation
stimulus itself is sufficient enough. It was quite clear, however, that haploid
parthenogenones were obtained almost exclusively with this method: in older egpgs
some immediate cleavage parthenogenones were obtained while only an incidental
diploid parthenogenone was observed. Eggs that were activated between 5 hours
and 7 hours and 15 minutes after ovuiation, showed a more progressive in vitro
development than older eggs (activation 9 hours and 15 minutes after ovulation);
however, in this last group the activation percentages were highest.

Chaprer VI describes parthenogenesis induced by incubating eggs in differently
diluted medium as a resuli of which they were exposed to a milieu with
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non — physiological osmotic values. The degree of dilution — —in other words the
osmotic value of the activation — medium — —appeared to be of great influence on
the distribution of the tvpes of parthenogenones induced. Especially with the
stronger diluted media (4710 — 7/10) mostly diploid parthenogenones were
obtained. Further development in vitro in undiluted medium was studied as well.
From this it became clear that diploid parthenogenones developped better. The
optimum incubation —time appeared to be dependent on the dilution of the
activation ~ medium. A greai number of parthenogenones stopped development in
vitro between the two — and the four — cellstage. It became clear, however, that this
time also the diploid parthenogenones developped better. The highest activation
percentage was obtained after incubating eggs which were isolated § — 9 hours after
ovulation for 2 hours and 30 minutes in 6/10 medium. In older eggs this percentage
decreases gradually. Tt was very clear that much more "immediate — cleavage”
parthenogenones were obtained in older eggs {12 hours).

In chapter VIE fertilization experiments of parthencgenones are described, for
instance, for reasons of checking to what extent the parthenogenetic activation also
includes the activation of the blocking mechamsm of the egg against penetration by
more spermcells, the so—called pelyspermy block. For this reason
parthenogenetically activated eggs were subjected once again to the possibility of
being fertilized in vitro. The results were analyzed by couniing the chromosomes
and determining the number of penetrated eggs. It was siriking that the type of
parthencgenone had a great influence on this possibility of fertilization: diploid
parthenogenones appeared notto be fertilizable, haploid parthenogenones did. This
points to fundamental differences in the activation processes of these two types of
parthenogenones. When another activation method was used, however, the diploid
parthencgenones appeared to be fertilizable as well, and even more 30, in the same
order as the haploids. From this there appears to be a difference in activation in the
same type of parthenogenone due to the method of activation.

Another way of studying further developmeni of parthencgenstically activated eggs
and comparing this with the development of normal fertilized eggs is by means of
using flm, { Chapter VIIL ). In this way the speed of development as well as some
morphological aspecis can be analyzed. In order to do w0 a series of experiments
was performed in which a comparison was made between in vive and in
vitro — fertilized egggs and the three types of parthenonenones. These studies were
undertaken by using time — lapse micro — cinematography which made it possible
to tecord the development exactly. 1f desired, the experiment could be
re —investigated several times in order to determine the cleavage-— rate, for
example. Also this time there appeared to be great differences befween the three
types of parthencgenones. The cleavage — moments were determined by viewing the
films and the cell — cycle time of the three first — cell generations could be calculated,
It was striking that the (obviously) very short cell — cycle time of the first generation
of the mmmediate —cleavage parthenogenones was followed by an also shorter
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second cell — eycle time comparsd with the in vive fertilized eggs. Yet, later on it was
fOlEOW"d by & more than double slow third gensration — time. [t was also recorded
that the cell — cycie time of the first generation of diploid parthenogencones was
considerably shorter thar that of the haploid ones; both, however, being clearly
ionger than the in vive fertilized eggs. 1 was also caleulaied to what extent a lower
growing spesd in the beginning of the development could be related to the stage of
development that was finally reached. In gensral, a faster gr ow in the begin
quzbker reacning th he twe — and the four — celistage} a
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CURRICULUM VITAE.

Ingevolge artikel 15 van het promotiersglement van de EUR zoals vastgesteld door
het college van dekamnen in zijn vergadering van 25 april 1980 volgt hieronder het
curricuium vites van de promovendus.

" 1,

Die schrijver van dit proefschrift werd op 28 april 1945 e Osgsigeest geboren.
MNa de lagere school in Katwijk aan Zee bezocht te hebben behaalde 11} in 1962 het
einddiploma H.B.5.— B azn het Rimlands Lyceum te Wassenaar,

ot 1964 studeerde hil Weg — en Waterbouwkunde azan de Technische
T

In 1964 begon hij met de studiz Biologie aan de Rijks Universiteit te Leiden alwaar
hij ir 1969 het candidaatsexamen (i) behaalde.

Wan 1969 tol 1971 vervulde hij zijn militaire dienst
Reserve Officiersn Artilierie te Breda 2n de Leger Luchiwaarnemer Sc%*eo e Jede::
had bezocht voliooide hij zijn diensiplicht ais iegeriuchtwazrnemer bij het 3060
squadron van de Groep Lichte Yliegtuigen op de ‘megbasa\ Dezelen.

in 1871 werd de studie biclogie hervat en in maart 1974 werd het doctorazlexamen
alfgelegd. (Homdvakkm biochemie by Prof. Dy, H. Veldstra en Expenimeniele
Plantiunde bij Prof. Dv. W.K . H. Karstens)

Tiidens zijn studic was hij van 1967 toten met 1972 werkzaam bij Prof. D W.E.H
Klarstens als student —assistent op d a*d ling Plantenanatomie van het Botanisch
Laboratorium.

Vanaf augusius 1974 1ot augustus 1978 was hij als wetenschappelijk medewsrker
verbonden aan de zfdeling Endocrinclogie, Groet en Vooriplaniing var de
Faculteit der Geneeskunde van de Erasmus Universiteit Rotterdam, alwaar het
hiervoor beschreven onderzock werd verricht.

Yar 1977 tof 197% studeerde hij aan de Faculteit der Letieren van de Universitei
van Amsierdam  en  volgde daar de  post—academiale  opleiding  tot
Wetenschappelizk Biblicthecaris (OWE —B). Deze opleiding werd in 1982 met
succes afgerond.



Vanaf augustus 1978 tot juni 1982 was hij werkzaam als hoofd van de Medische
Bibliotheek van de Erasmus Universiteit Rotterdam.

Sedert juni 1982 is hy werkzaam bij het Ministerie van Onderwijs en Wetenschappen
als directeur van de Centrale directie Documentatie.

Hij is gehuwd en heeft drie zoons.
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LIJST VAN GEBRUIKTE AFKORTINGEN FN SYMBOLEN

absolute percentage, dat wil zeggen het percentage dat een bepaald verkre-
gen resultaat vormt ten opzichte van het totale aantal gebruikte eicellen in
dat betreffende experiment.

tribromoethyl alcohol; verdovingsmiddel.

{avertin with amylene hudrate; Winthrop Laboratories, Surbiton-upon-
Thames, Surrey, England}. Deze oplossing werd } @ 50 verdund met fysio-
logische zoutoplossing. Voor goed oplossen was verwarming tot 60° C
noodzakelijk. In deze verdunning was een intra peritoneale injectie met
0,35 cc voldoende voor een verdoving van ca. 10 minuten,

chromosomen

diploid

cerste generatie van een bepaalde kruising.

gefragmenteerde pronuclei

uur

haploid

human chorignic genadotropin

Hoppe-Pitts medium (Hoppe & Pitts, 1973)

verdund HP medium: x volumedelen HP en 10-x volumedelen tridest.
haploide parthenogenont van het type "immediate cleavage’'.
internationale eenheid

gezwollen kop van een zaadcel

aantal eicelien of parthenogenonten

overschrijdingskans

poollichaampje (polar body)

haploide parthenogenont met cen afgesnoerd tweede poollichaampjie en een
haploide pronucleus.

pronugcleus

diploide parthenogenont waarbij de afsnoering van het tweeds poolli-
chaampije achierwege is gebleven en de chromosomen zich in één pronu-
cleus bevinden.

diploide parthenogenont waarbij de afsnoering van het tweede poolli-
chaampje achterwege is gebleven en de chromosomen zich in twee pronuclei
bevinden.

relatieve percentage, dat wil zeggen het percentage dat een bepaald verkre-
gen resultaat vormt ten opzichie van een speciale groep (bijvoorbeeld een
bepaald type parthenogenont) die gevormd is vit het totale aantal gebruikte
cicellen in dat betreffende experiment.

aantal omwentelingen per minuut

super ovulatie

minuien, bijvoorbeeld 2h17’ = 2 uur en 17 minuten.
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PERSOONLIJK NAWOORD.

Met de publikatie van dit proefschrift is een einde gekomen aan een lange periode
van studie, onderzock en schrijfwerk. De totstandkoming ervan was slechts
mogelijk dankzij de steun en hulp van velen. Graag maak ik van deze gelegenheid
gebruik een persconlijk woord aan het proefschrift toe te voegen.

Allereerst wil ik mijn ouders bedanken voor de liberale opvoeding die zij mij
gegeven hebben en de gelegenheid die ze mi) geboden hebben om twee keer een
academische studie te mogen beginnen. Daarvoor hebben zij zich gedurende vele
jaren aanzienlijke financiéle offers moeien geiroosten. Tk ben zeer dankbaar dat U
beiden, zoals ik nu mag verwachien, in zo'n goede gezondheld deze promotie zult
kunnen mecheleven.

Ook mijn schoonouders wil 1k op deze plaats bedanken. U hebt de vorderingen i
het volicoien van mijn academische opleiding al vanalhet candidaats — examen van
zeer nabij gevolgd. Uw belangstelling en daadwerkelijke hulp, zowel bij het
publiceren van dit proefschnift alsmede op andere terreinen binnen het gezin heb
ik steeds als bilzonder ervaren en zeer gewaardeerd.

Wervoigens wil 1k graag een aantal personen bedanken die aan het hier beschreven
caderzoek hebben meegewerkt.

In de eerste plaats dank ik mijn promotor, Prof. Dr. G.H. Zeilmaker. Beste Gerard,
na £en moeizame start moest helaas na circa één jaar de corspronkelijke opzet van
net onderzoek, de in vitro bevruchting van humane eicellen, worden verlaten.
Zonder mij uit het cog te verliezen heb je mij de eerste tijd veel vrijheid gegeven om
op verschillend gebied experimenteel werk te verrichten. Allengs ontwikkelde zich
echter een nieuws ljn in het onderzoek hetgeen leidde tot het onderhavige
proefschrift. Onze werkbesprekingen verliepen siceds in een prettige sfeer en
werden gekenmerkt door jouw vertrouwen in het eindresultaat. Dit vertrouwen, de
vrij8 hand die je mij gaf en de noodzakelijke bijsturingen ziin bepalend geweest voor
het resultaat. Dankbaar ben ik je ook voor het geduld en begrip dat je hebt getoond
voor de vertraging die ontstond in de tot standikoming van dit proefschrift als gevolg
van bijzonders huiselijke omstandigheden en het twee keer door mij veranderen van
baan,

Yervolgens wil ik de beide coreferenten, Prof. Dr. LF. Jongkind en Prof. Dr. P
Krediet, bedanken voor hun bereidwilligheid als coreferent op te treden. Uw
cpbouwende, kritische op— en aanmerkingen hebben mij op enkele
cnduidelijkheden in de oorspronkelijke tekst gewezen waardoor 1k deze nog tijdig
kon zanpassen. 1k heb het zeer op prijs gesteld dat U dit preefschrift in zo'n korte
1134l hebt willen refereren.
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Dr. J. Cohen, beste Jaques, het feit dat iij in het kader van je doctoraalstudie biclogis
te Leiden besloot bij mij in Rotterdam je hoofdvak te doen is voor ons beiden van ver-
strekkende beiekenis gebleken. Je kwam in het laatste jaar van mijn onderzoeksperio-
de, een jaar waarin " gecogst’” moest worden, hetgeen het uitvoeren van veel praktisch
werk betekende, En juist dat verrichten van het praktische werk was voor mij nagenoeg
onmogelijk geworden door een steeds erger wordende allergie voor de proefdieren. De
wijZze waarop je mij toen geholpen hebt is in kwalitatiel en kwaniitatief opzicht van
groot belang geweest.

Mevrouw C.M.P.M. Rijckmans — Verhamme, besie Camilla, ik heb het steeds als
een gelukkige omstandigheid ervaren dat ik in het begin van het onderzoek bij jou
op de kamer werd gehuisvest en later op de afdeling je "buurman™ heb mogen zijn.
Op deze wijze heb ik, vooral in de beginfase van het onderzoek, vaak van jouw grote
praktische ervaring kunnen profiteren.

De overige medewerkers van de afdeling dank ik voor de wijze waarop zij mij
hebben geholpen, ieder op zijn of haar eigen wijze,

Oock de andere afdelingen van de faculteit die mij op emigerlei wijze hebben
geholpen wil ik graag bedanken voor de medewerking die zij mij hebben verleend.

De hulp en de gastvrijheid die ik op de afdeling Anatomie I heb genoten stelden mij
in staat ook enig elektronenmikroskopisch onderzoek te verrichten,

De medewerkers van het Audio Visuee! Centrum dank ik voor het vele fotografische
ontwikkel — en afdrukwerk dat zij voor mij verricht hebben. Ook in de jaren na het
onderzoek heb ik nog dikwijls een beroep op hen mogen doen hetgeen onder andere
resulteerde in de verfraaiing en definitieve vormgeving van de iflustraties in dit
proefschrift.

Oock wil ik de medewerkers van hettijdschriftenbureau van de Medische Bibliotheek
BEUR bedanken voor de wijze waarop zij jarenlang mijn continue siroom van
literatuuraanvragen hebben behandeld. Hierdoor werd het mogelilk het hier
beschreven literatuuronderzoek vit te voeren en de bijbehorende bibliografie samen
te stellen.

Tenslotte dank ik de afdeling Epidemioclogie voor de geboden computerfaciliteiten
om de tekst van het preefschrift te verwerken en de verleende hulp om het
lumozet — programma (min of meer) onder de knie te krijgen.

Op deze plaats wil ik ook Dr. P. Liedholm bedanken voor de ontvangst en de
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gastvrijheid die hij mij bereidde tijdens mijn studieverblijf in Malmd op het
faboratorium van de vrouwenkliniek, de kvinnoklinik, Alimdnna Sjukhuset,
Malmé”. Thank you very rnuch Percy for your invitation to visit you in Malmé and
the opportunity you offered me to do some research on human oocytes.

Dat het uiteindelijk nog ruim vijf jaar na de begindiging van het experimentele werk
heeft geduurd alvorens dit proefschrilt is verschenen ligt in belangrijke mate aan
mijzelf. Dat het niet nog langer dan vijf jaar heeft geduurd is voor een groot deel
aan anderen te danken. Gok hen wil ik vanaf deze plaats zeer hartelijk bedanken.

Mevrouw A.H. Sepers, beste Jana, het feit dat jij secretaresse van de Medische
Bibliotheek werd is voor deze bibliotheek in het algemeen en voor mij persoonlijk
in het bijzonder, een gelukkige omstandigheid geweest. Verreweg het grootste
gedeelte van het proefschrift is door jou, dikwijls "in de late uren”, in de computer
ingevoerd. Een van de door mij betreurde konsekwenties van mijn vertrek uit
Rotierdam naar Den Haag was dat ik in jou een meer dan voortreffelijke
secretaresse verloor die de meest ondoorzichtig geschreven concepten op
onnavolgbare wijze in een keurig getikt gedeelte van het proefschrift omtoverde. Als
secretaresse en als mens heb ik jou bijzonder gewaardeerd, ik wil je graag bedanken
voor het vele werk dat je voor mij hebt gedaan.

Mevrouw M. Meyer, beste Meta, jij hebt de concepten van hoofdstuk II—~1 toten
met IT— 6 en hoofdstuk 111, bijna een derde van de gehele tekst van dit proefschrift,
op voortreflelijke wijze uitgetikt. Jouw spontane aanbod om mij met het tik werk te
helpen na mijn vertrek uit Rotierdam heb ik zeer gewaardeerd. Hierdoor kon een
dreigende verdere vertraging in de publikatie van dit boekje worden voorkomen.

De Heer H.T. Wong van het Instituut voor Lexicologie te Leiden dank ik voor het
elektronisch inlezen van de hierboven vermelde tckst en het zodanig op
comn puter— tape plaatsen dat ook dit gedeelte van de tekst in de computer van de
afdeling Epidemioclogie kon worden ingevoerd.

Dat de summary in goed engels is verschenen is niet zozeer de verdienste van de
auteur alswel van Mevrouw Drs. 8.W. van den Ingh ~ Partakusuma. Wiana, ik ben

blij dat je het "rode potlood” zo driftig in mijn concept hebt gehanteerd, ook jij
hartelijk bedanke.

De meest gesiaagde bladzijde van dit proefschrift is naar mijn mening de omslag.
Zoals zo vaak met proefschriften het geval s, zal het ook bij dit proefschrift
ongetwijfeld de meest bekeken bladzijde worden; velen zullen nauwelijks verder
komen. Daarom ben ik blij dat ik deze bladzijde niet zelf heb hoeven te maken maar
dat Tineke Ouwshand — Landheer deze taak op zich heeft willen nemen en opzo'n
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korte termijn met deze prachtige illustratie kwam. Ook jou wil ik hartelijk bedanken
voor je hulp Tineke.

De uviteidelijke produktie van dit proefschrift is verzorgd door de B.V. Drrukkerij en
Uitgeverij Korthuis te s Gravenhage. Dankzij de persoonlijke aandacht die de heer
L. Korthuis aan de uitvoering heeft besteed en het zeer flexibel hanteren van
overeengekomen “aanleverdata” kon het proefschrift nog tijdig in deze keurig
verzorgde vorm gereed komen. Graag wil ik hiervoor jegens de heer Korthuis en zijn
medewerkers mijn erkentelijkheid vitspreken.

De Heer en Mevrouw J. Hauttemen te Wavre (Belgié) hebben mij herhaaldelijk een
week de gelegenheid gegeven bij hen in alle rust aan het proefschrift te werken. Miep
en Jack voor jullie gastvrijheid wil ik jullie graag bedanken, de weken die ik bij jullie
door mocht brengen behoren tot mijn meest produktieve ten aanzien van de
vorderingen van het proefschrift.

Boukje en Gjerrit Lodewijk, jullic aandeel in het verschijnen van dit boekje is
moeilijk met woorden te omschrijven. Jullie vriendschap en daadwerkelijke steun
heeft zich tndens het schrijven van dit proefschrift op een opvallende wijze
gemanifesteerd. Nog voordat jullie je nieuwe huis waren ingetrokken hadden jullie
mij daar al een “eigen werkkamer” in aangeboden en mij een persooulijke
huissleutel overhandigd. Van dit aanbod heb ik op bijna onbescheiden wijze gebruik
gemaakt door gedurende ruim anderhalf jaar nagenoeg iedere zaterdag ¢n zondag
bij jullie "in te trekken”. Hierdoor werd de voortgang van het schrijfwerk op
doorslaggevende wijze beinvlioed. Boukje en Gjerrit, ook jullie wil ik vanaf deze
plaats heel hartelijk bedanken, niet alleen voor de aangeboden ideale studeerruimte
maar ook voor jullie niet aflatende belangstelling voor de vorderingen van het
proefschrift en de honderden koppen koffie en talloze koppen soep, vitsmijters en
plakken koek die mij met grote regelmaat op “mijn kamer geserveerd werden™
waardoor de vele lange uren korter leken en het werk verlicht werd.

Een proefschrift publiceren is een mijlpaal, niet alleen voor de promovendus maar
ook voor zijn direkte omgeving. Hierbinnen bevindt zich ook de belangrijkste
persoon die het schrijven van dit proefschrift mogelijk heeft gemaakt. Zij heeft mij
herhaaldelijk verzocht niet op deze plaats genoemd te worden omdat zij haar
aandeel 2ls een normale en vanzelfsprekende aangelegenheid beschouwde. Ik ben
blij dat jij daar al die jaren zo over hebt gedacht Fiet. De reden waarom ik toch
gemeend heb jouw verzoek naast mij neer te moeten leggen is het feit dat er op het
thuisfront van jou zoveel meer verwacht werd en wordt dan normaal gesproken het
gevalis. Tk weet dat de afgelopen jaren voor jou mede door dit boekje niet makkelijk
zijn geweest en dat jij je vele opofferingen hebt moeten getroosten. Voor je
bereidheid daartoe wil ik je toch heel nadrukkelijk op deze plaats bedanken en
nogmaals constateren dat dit boekje zonder dic bereidheid nooit was verschenen.
Alexander en Michiel, bijna wekelijks informeerden jullie "hoeveel bladzijden ik nu
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nog moest schrijven” wanneer er weer een weekend verloren was gegaan. Zelfs toen
ik, door een te optimistisch verminderen van dat cpgegeven aantal, noodgedwongen
langdurig op £2n bladzijde bleef steken bleven jullie vertrouwen op betere tijden. Ik
hoop oprecht dat dietijden nu aangebroken zijn en datik de vele beloftes die ik juliie
de afgelopen jaren heb gedaan tot juilie tevredenheld zal nakomen, Yoorlopig staat
dit proefschrift en de daarbij behorende promovendus echier nog zwaar bij jullie
en bij Wiggert in het krijt!
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COLOFON:

tikwerk

uitdraal - zetwerk
rukwerk

bindwerk

bladspiegel

omslag-ontwerp

folo opnamen

fotg produkiie

ilusiraiiss

Janz Sepers, Meta Meyer, Annefict van Marle en auteur.

Eindhoven-Druk B.V./Lumozst e Eindhoven
B.Y, Drukkery en Ultgeverid Korthuis e “s-Cravenhage
tolier Bockbinders BV,

D 26 3 57 angustijnen.

fimes, corps /10,
Haoutvrij halfmat M.C., 30 g/m*.

1-zijdig gestreken sulfaatkarion, 350G g/mi

: Tineke Ouwshand,

genummerde {010’y auteur,
ongenumimerde foio’s: zie bronvermelding

Audio Vispee]l Centrum, EUR.

Dognbwerp: auteur.

1 produktie: Audio YVisuee! Cenvrum, BEUR.
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