nio wptywa¢ na ksztattowanie wymienionych cech fenotypo-
wych. Jest to wigc wartosciowa informacja potwierdzajaca
przydatno$¢ polimorfizmu genu GH jako markera genetycz-
nego dla QTL.
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Od inseminacji do
klonowania bydta

Anna Maria Duszewska

IGIHZ PAN w Jastrzebcu

Droga od inseminacji do klonowania obejmuje biotechniki,
z ktorych wigkszo$é zostata juz wprowadzona do hodowli
bydta. W artykule zostang przedstawione tylko najistotniejsze
z nich, tzn. inseminacja, MOET, OPU-IVP-ET, tworzenie o-
sobnikéw transgenicznych oraz klonowanie. Dla postgpu ho-
dowlanego najwazniejsza z biotechnik byto sztuczne unasie-
nianie i wprowadzenie programu MOET. OPU-IVP-ET stano-
wi pomost migdzy technikami, ktére przyniosty najwigkszy po-
step, a biotechnikami (tworzenie osobnikéw transgenicznych
czy klonowanie), o ktérych trudno powiedzie¢, ze moga przy-
czyni¢ sie do postgpu hodowlanego, ale niewatpliwie sa no-
wym i bardzo waznym kierunkiem w hodowli bydta.
Pierwsza z biotechnik, ktéra zrewolucjonizowata hodowle
bydta byto sztuczne unasienianie. Odegrato ono ogromna role
w osiggnieciu postepu hodowlanego i to zar6wno w przypad-
ku bydta mlecznego, jak i miesnego. Wprowadzenie insemi-
nacji zapewnito nieograniczony dostep do wybitnych repro-
duktoréw, a dzigki mozliwosci mrozenia nasienia, réwniez za-
chowanie ich gendéw (Reklewska i Reklewski, 1997). Insemi-
nacja doprowadzifa do wyeliminowania genéw letalnych z po-
pulacji oraz do zredukowania, czy wrgcz do zwalczenia, cho-
réb wenerycznych (Salisbury i wsp., 1978; Foote, 1981). Stato
sie to mozliwe dzieki badaniom nad fizjologig nasienia, ktére
zostaty zapoczatkowane pod koniec XIX wieku w Rosji przez
Ivanoff'a (1922), oraz badaniom nad jego pozyskiwaniem przy
uzyciu sztucznej pochwy, ktéra zostata wprowadzona przez
Amantea w 1914 roku (Perry, 1968). Dopiero kilkadziesiat lat
pozniej opracowano metody przechowywania nasienia oraz
jego mrozenia. Po raz pierwszy nasienie buhajow zostato
zamrozone w 1952 roku (Polge i Rowson, 1952). Od tego
czasu inseminacja jest powszechnie stosowana technika,
Kolejnym milowym krokiem w postgpie hodowlanym byto
wprowadzenie programu MOET (Multiple Ovulation and Emb-
ryo Transfer), opierajacego si¢ na wywotywaniu mnogich owu-
lacji, tzw. superowulacji (MO) i przenoszeniu zarodkéw do
biorczyn (ET). Powstanie programu MOET byto mozliwe dzigki
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osiggnieciom zespotéw badaczy pracujacych juz w latach 30.
nad cyklem piciowym, a zwlaszcza nad jego regulacjg. Na
podstawie tej wiedzy wyizolowano hormony piciowe, a na-
stepnie otrzymano ich analogi (Hansel i Convey, 1983). Ko-
lejnym etapem byty badania dotyczace synchronizacji rui
i wywolywania superowulacji (Casida i wsp., 1943; Rowson,
1951; Foote i Onuma, 1971) oraz badania nad optymalizacjg,
tych proceséw (Elsden i wsp., 1978; Brackett i wsp., 1981).
Pofaczenie tych technik z inseminacjg pozwolito uzyska¢ du-
z3 liczbe zarodkow, ktére poczatkowo izolowano poubojowo
lub chirurgicznie.

W ten spos6b od dawczyni, ktéra zostata poddana super-
owulacji, nastepnie inseminacji i 5 dnia ubita w rzezni, uzyska-
no 8-komoarkowe zarodki, ktore przeniesiono do przygotowa-
nych hormonalnie biorczyn. W wyniku tego, 19 grudnia 1950
urodzito sie pierwsze ciele. W ciggu roku uzyskano tg tech-
nikg jeszcze dwa cieleta (Willet i wsp., 1951, 1953). W kolej-
nych latach wprowadzono techniki wyptukiwania zarodkéw
z macicy (Foote i Onuma, 1971; Seidel, 1981). Zarodki prze-
noszono do biorczyn lub tez mrozono. Po raz pierwszy po-
tomstwo po zamrozeniu i rozmrozeniu zarodkéw uzyskat Wil-
mut w 1973 roku (Wiimut i Rowson, 1973). W nastepnych
latach metody zamrazania i rozmrazania zostaty na tyle zmo-
dyfikowane, ze wprowadzono je do szerokiej praktyki (Nie-
mann, 1991). Obecnie program MOET jest powszechnie sto-
sowany do oceny wartoSci hodowlane;j.

Kolejng biotechnikg jest OPU-IVP-ET. Pierwszym etapem
tej ztozonej techniki jest przyzyciowa izolacja oocytéw po-
przez punkcje pecherzykéw jajnikowych (OPU-Ovum Pick-up).
Z izolowanych oocytéw, w wyniku procedury zwanej umownie
~produkcjg zarodkéw in vitro” (IVP-in vitro production), uzys-
kuje sie zarodki w stadium moruli badz blastocysty. Zarodki
w tym stadium sg nastepnie przenoszone do biorczyn (ET-
embryo transfer) lub sg zamrazane. Wprowadzenie OPU-|VP-
ET bylo mozliwe dzigki opracowaniu metod hodowli in vitro,
ktére pozwolity na produkcje in vitro zarodkéw bydlecych.
Pierwsze uzyskane cielgta po zaptodnieniu in vitro pochodzity
z oocytow ,rzeznianych”, ktére przeszty proces dojrzewania
w jajnikach, czyli w warunkach in vivo (Brackett i wsp., 1982).
Dopiero kilka lat po6zniej uzyskano cielgta z oocytéw, ktére
proces dojrzewania przeszty w warunkach in vitro (Lu | wsp.,
1987). Ogromne znaczenie miato wprowadzenie przez Pieter-
se i wspolpracownikéw przyzyciowego, wielokrotnego pobie-
rania oocytéw przez pochwe (OPU) od tej samej dawczyni.
Autorzy ci jako pierwsi uzyskali ciele stosujgc OPU (Pieterse
i wsp., 1988, 1991). Wprowadzenie OPU bylo bardzo istotnym
krokiem w przyspieszeniu postepu hodowlanego. Po pierwsze
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dlatego, ze zarodki uzyskane z izolowanych oocytéw pocho-
dza od znanych pod wzgledem pochodzenia i uznanych pod
wzgledem wartoéci hodowlanej dawczyn. Po drugie, od daw-
czyni mozna uzyskac¢ o wiele wiecej zarodkéw niz w przypad-
ku innych biotechnik. Stosujgc program MOET, od dawczyni
z jednego ptukania mozna uzyska¢ Srednio 6 zarodkéw, czyli
18 zarodkow przy trzykrotnym ptukaniu w ciggu roku. W przy-
padku OPU-IVP od dawczyni juz z jednej serii, obejmujacej
16 sesji, mozna uzyskac¢ okoto 20 zarodkéw, natomiast w cia-
gu roku mozna wykonac¢ 3 serie OPU-IVP, czyli w sumie 60
zarodkow. Nie bez znaczenia jest rowniez fakt, ze tg technikg
mozna izolowa¢ oocyty nie tylko od jatowek i kréow w natural-
nym badz stymulowanym hormonalnie cyklu, ale réwniez od
dawczyh cielnych (Duszewska i Reklewski, 2000; Duszew-
ska i wsp., 2000), co przyczynia sig do zmniejszenia odstgpu
miedzypokoleniowego, a co za tym idzie do przyspieszenia
postepu hodowlanego.

Ponadto OPU-IVP-ET jest jedng z biotechnik, ktére umo-
zliwiajg tworzenie osobnikéw transgenicznych oraz klonowa-
nie. Stad tez stanowi ona pomost migdzy inseminacja, pro-
gramem MOET a tworzeniem osobnikéw transgenicznych
i klonowaniem. Nastepng biotechnikg jest tworzenie osobni-
kéw transgenicznych, choé¢ o wiele bardziej trafne bytoby u-
zycie zwrotu — tworzenie osobnikéw genetycznie zmodyfiko-
wanych, zwtaszcza kiedy sa one tworzone nie tylko na drodze
wprowadzenia DNA, ale réwniez modyfikacji lub usunigcia
DNA. Najczesciej osobniki transgeniczne sg tworzone po-
przez wprowadzenie DNA do przedjadrza zygoty, wprowadze-
nie jader komoérek uprzednio transfekowanych do wyjadrzo-
nych (pozbawionych jader) oocytéow lub tez poprzez wyko-
rzystanie wiruséw jako wektoréow przenoszacych DNA (Pied-
rahita, 2000). Tworzenie transgenicznego bydfa stato sig
mozliwe dzieki badaniom zapoczatkowanym na myszach
(Gordon i wsp., 1980). Sama technika jest do$¢ skompliko-
wana. Zasadniczo tworzenie zwierzat transgenicznych spro-
wadza si¢ do skonstruowania genu zawierajgcego czgs¢
strukturalng i sekwencje regulacyjno-promotorowe; wprowa-
dzenie konstruktu do komérki oraz pozyskiwanie produktu
powstatego na bazie wprowadzonego genu.

Po raz pierwszy transgeniczne krowy uzyskano w 1991
roku. Do uzyskanych w warunkach in vitro zygot wprowadzo-
no gen ludzkiej laktoferyny z promotorem bydiecej kazeiny
oS1. Nastepnie zarodki hodowano do stadium blastocysty,
po czym przenoszono do biorczyn. W dwéch przypadkach
urodzone cieleta byly transgeniczne i byly to osobniki meskie
(Krimpenfort i wsp., 1991). Dlatego, aby osiagnaé efekt kon-
cowy, czyli krowy produkujgce wraz z mlekiem ludzka lakto-
feryne, transgeniczne buhajki zostaty uzyte do rozptodu
z nadziejg uzyskania transgenicznej zenskiej linii. Niewatpli-
wie otrzymanie transgenicznych kréw byto ogromnym osiag-
nieciem, jednak w tym przypadku koncowy produkt mogt by¢
uwalniany jedynie przez samice i to bedace w laktacji. Stad
tez w ostatnich latach tak wiele uwagi poswieca sie bada-
niom majacym na celu pozyskiwanie interesujgcych nas
czynnikéw z moczu lub krwi, co uniezaleznia efekt kohcowy
od pfci, laktaciji itp. (Brink i wsp., 2000; Piedrahita, 2000; Po-
lejaeva i Campbell, 2000).

Przydatnos¢ osobnikéw transgenicznych w hodowli bydta
jest dyskusyjna. Z pewnoscig technika ta moze by¢ wyko-
rzystana do tworzenia np. osobnikéw odpornych na choroby.
Natomiast jej wykorzystanie do zwigkszenia przyrostéw masy
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ciata czy tez zwigkszenia wydajnosci mlecznej nie jest uza-
sadnione, poniewaz tradycyjne biotechniki, np. inseminacja
czy realizacja programu MOET, sa skuteczniejsze i co nie
bez znaczenia, o wiele tansze. O ile jednak przydatnos¢
zwierzat transgenicznych w hodowli bydta jest dyskusyjna,
o tyle ogromne znaczenie ma ich tworzenie na potrzeby prze-
mystu biomedycznego.

Obecnie najwigksze znaczenie ma produkcja przez trans-
geniczne zwierzeta ludzkich biatek o znaczeniu terapeutycz-
nym, np. ludzkiego hormon wzrostu, tkankowego aktywatora
plazminogenu, czynnika VI i IX krzepliwosci krwi, a-anty-
trypsyny, laktoferyny, biatka C, TGFa, urokinazy, interfero-
néw, interleukin i wielu innych biologicznie czynnych zwiaz-
kéow. Ogromne zainteresowanie wymienionymi czynnikami
jest motorem napedowym dla rozwoju wszystkich kierunkow
biotechnologii.

Kolejng biotechnika jest kionowanie. Obecnie dysponuje-
my wieloma technikami otrzymywania bydigcych klonéw.
Pierwsze z nich opieraly si¢ na przenoszeniu jader komoérek
zarodkowych do wyjadrzonych oocytéw. Za pomoca tej tech-
niki w 1989 roku otrzymano pierwsze cielg. Pochodzito ono
z blastomeru wyizolowanego z 32-komérkowego zarodka
krowy rasy brangus. |zolowany blastomer zostat nastepnie
wprowadzony do oocytu, z ktdérego uprzednio usunigto jadro.
Dawczynig oocytu byta krowa rasy hoisztynskiej (Willadsen,
1989). Pod koniec lat 90. uzyskano klony cielat po przenie-
sieniu jader komérek somatycznych izolowanych z dorostych
osobnikéw (Kato i wsp., 1998; Wells i wsp., 1999). Nalezy
podkresli¢, ze ogromne znaczenie dla tych badan miato przyj-
Scie na Swiat owieczki Dolly, ktéra byta pierwszym ssakiem
uzyskanym przez skionowanie dorostego osobnika (Wilmut
i wsp., 1997). Wiaénie to doswiadczenie zrewolucjonizowato
poglady na wiele dziedzin nauki (Modlinski i Karasiewicz,
1999).

Jednak dla postepu hodowlanego klonowanie bydta, tak
jak i wielu innych gatunkéw zwierzat gospodarskich, nie ma
wiekszego znaczenia, poniewaz postep hodowlany nie bierze
sie z biologicznej jednorodnosci, ale z jej ogromnej réznorod-
nosci. W kazdej populacji i w kazdym pokoleniu pojawiaja, sie
osobniki o rozmaitych, réznorodnych cechach zaréwno ilo-
sciowych (wydajnos¢ mleczna), jak i jakoSciowych (zawar-
tos¢ ttuszczu w mleku). Ta ogromna rozmaito$¢, tzw. zmien-
no$é miedzyosobnicza, jest zrédtem postepu w hodowli. Stad
tez tworzenie stada klonéw jest nieuzasadnione, cho¢ mozna
oczywiscie bra¢ pod uwage jakie$ pojedyncze osobniki, np.
krowe o wysokiej wydajnoéci mlecznej, i tylko jg klonowac.

O ile klonowanie z hodowlanego punktu widzenia nie ma
znaczenia, o tyle moze ono odegra¢ ogromna role w przy-
padku zwierzat transgenicznych. Wyprodukowanie transge-
nicznego osobnika jest pracochtonne, czasochtonne, kapita-
fochtonne i, pomimo wykorzystania do jego stworzenia ruty-
nowych metod, w duzym stopniu zawodne. Klonowanie po-
zwala na powielanie osobnikéw transgenicznych. Przeprowa-
dzono juz pierwsze proby uzyskania transgenicznych klonéw
(Cibelli i wsp., 1998). Autorzy tych doswiadczen uzyli do klo-
nowania fibroblastow, ktore izolowano od nietransgenicznego
ptodu i dopiero w laboratorium wprowadzono do nich gen,
w konsekwencji czego uzyskano trzy transgeniczne buhajki.
Nie byta to jedyna proba otrzymania transgenicznych klonéw,
cho¢ réwniez i w tych badaniach uzyto komérek transfekowa-
nych w laboratorium (Cibelli i wsp., 1998; Hill i wsp., 1999).
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Przypuszczalnie juz w niedalekiej przysztosci przedstawiony
model otrzymywania transgenicznych klonéw bedzie pow-
szechnie stosowany (Brink i wsp., 2000).

Dlatego tez tworzenie osobnikéw transgenicznych, a nas-
tepnie ich klonowanie, wyznacza nowy kierunek w hodowli
bydta, ktéry bedzie dziatat na potrzeby szeroko pojetego
przemystu biotechnologicznego, jak réwniez bedzie stuzyt ba-
daniom podstawowym. Do zrealizowania tych celow bedg
potrzebne stada kréw o znanym pochodzeniu, od ktorych be-
dzie sig izolowa¢ oocyty technikg OPU i dzieki procedurze
IVM bedzie dostarczany materiat do wprowadzenia transfe-
kowanych w laboratorium jader komoérek izolowanych np.
z ptodu lub tez dzigki procedurze IVF bedzie dostarczany ma-

teriat do wprowadzenia genu. Otrzymane zarodki bedg hodo-
wane do stadium blastocysty, a nastepnie przenoszone do
biorczyh. Uzyskane potomstwo bedzie tworzyto stado trans-
genicznych osobnikéw, ktére bedg produkowaé w mleku, mo-
czu, krwi lub $linie interesujgce nas czynniki, a jednoczesnie
beda dawcami jader komérek somatycznych (pochodzacych
z ucha, wymienia, krwi itp.) do klonowania. Do klonowania
bedzie potrzebne nastepne stado dawczyn oocytéw i bior-
czyn zarodkow. Niewatpliwie tworzenie transgenicznych o-
sobnikéw, a nastgpnie ich klonowanie jest nowym kierunkiem
w hodowli bydta.

41 pozyciji literatury do wgladu u Autorki i w Redakcji.

Rozwoj badan z zakresu
polimorfizmu
mikrosatelitarnych
sekwencji DNA

w hodowli koni

Maciej 2urkowski, Barbara Gralak,
Cezary Niemczewski
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Rozwéj hodowli zwierzat gospodarskich wigze si¢ niewatpli-
wie z rozwojem metod statystycznych i programéw kompute-
rowych, pozwalajagcych w miare doktadnie szacowac¢ postep
hodowlany, jaki uzyskuje sie w wyniku pracy hodowlanej.
Drugim istotnym elementem, ktéry zaczyna odgrywaé coraz
wigkszg role w hodowli jest mozliwo$¢ identyfikacji tzw. ge-
néw markeréw. Geny markery sa to geny, ktére mozna ziden-
tyfikowa¢ w miarg prostymi i niezawodnymi metodami, okreé-
lajgc produkty tych genéw, ktére dziedziczg sie na zasadzie
praw Mendla.

Dotychczas u koni identyfikowane byly dwa genetyczne
uktady markeréw — grupy krwi oraz polimorfizm biatek i enzy-
moéw krwi. W sumie u koni jako gatunku identyfikuje sie okoto
130 alleli, natomiast u poszczegoélnych ras, biorgc pod uwage
stopien zréznicowania, identyfikowanych jest od 50 do 70 al-
leli. Dalsze badania tych markeréw niewiele juz mogg wnies¢
odnosnie do zwigkszenia liczby identyfikowanych alleli u ko-
ni. Trzeba stwierdzi¢, ze liczba aktualnie identyfikowanych
alleli stwarza mozliwoéci prowadzenia kontroli pochodzenia
u koni przy bardzo duzym prawdopodobienstwie wykrycia
btedéw, umozliwia tez scharakteryzowanie struktury gene-
tycznej populacji czy okreslenie dystansu genetycznego po-
miedzy rasami.

Obecnie hodowla zmierza do poznania genetycznych uwa-
runkowan cech uzytkowych zwierzat gospodarskich poprzez
okreslenie genéw cech ilosciowych QTL (quantitative trait lo-
ci), ocene prawidtowego funkcjonowania organizmu poprzez
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rozpoznanie genetycznych uwarunkowan procesdw fizjolo-
gicznych.

Ogromny postep w badaniach z zakresu genetyki moleku-
larnej, jaki w ostatnich latach dokonat sie na $wiecie, zapo-
czatkowany odkryciem przez Skinner i wsp. [5] w 1974 roku
sekwencji mikrosatelitarnych DNA, stworzyt niespotykane do-
tychczas mozliwosci wykorzystania informacji genetycznej
w poznaniu uwarunkowan cech uzytkowych zwierzat. Mikro-
satelitarne sekwencje DNA sg to bloki krétkich, tandemowo
powtarzajacych sie sekwencji nukleotydéw, wykazujgcych
duze zroznicowanie osobnicze w liczbie tych powtérzen.
Zrdéznicowanie to w odniesieniu do okreslonego locus mikro-
satelitarnego w genomie daje efekt w postaci polimorfizmu.
Sekwencije te, zwane réwniez mikrosatelitami, sg rownomier-
nie rozproszone w catym genomie, co jest bardzo istotne
z punktu widzenia badan genetycznych, gdyz pozwala na u-
zyskanie informacji genetycznej, dotyczacej catego genomu
osobnika. Dziedziczg sie one zgodnie z prawami Mendla. Is-
totne jest rowniez i to, ze sg one tatwe do identyfikacji dzieki
zastosowaniu najnowoczesniejszych metod z zakresu badan
molekularnych, opartych na automatycznym sekwencjonowa-
niu fragmentow DNA, co eliminuje pewien margines btedéw,
ktéry jest nie do uniknigcia przy odczytywaniu wynikdéw za-
réwno w badaniach grup krwi, jak i polimorfizmu biatek krwi.
W przypadku mikrosatelitarnych sekwencji DNA komputer ok-
reSla genotyp osobnika w danym locus (rys. 1 2), przy czym
poszczegoine allele sg wyznaczane liczbg par zasad, i tak
np. w locus HMS6 identyfikuje sig 5 alleli: 157pz, 159pz,
161pz, 163pz, 169pz.

Bardzo istotnym elementem w okreslaniu polimorfizmu
markeréw genetycznych jest mozliwo$é uzyskania materiatu
do badan. W badaniach grup krwi musi to by¢ $wieza krew,
ktorej okres przechowywania w temperaturze lodowki, przy
odpowiednich konserwantach, zamyka sie¢ u koni w grani-
cach 3-4 tygodni. Nieco lepsza sytuacja jest w przypadku ba-
dan polimorfizmu biatek i enzyméw krwi, gdyz zaréwno krwin-
ki, jak i surowica krwi moga by¢ przechowywane przez diuz-
szy czas w stanie zamrozenia. W badaniach mikrosatelitar-
nych sekwencji DNA materiatem moze byé: krew, kawatki
skory, cebulki wlosowe, nasienie, oocyty czy zarodki, przy
czym moga to by¢ iloSci Sladowe, czego przyktadem jest fakt,
ze do badan wystarczy 4-5 cebulek wiosowych. Przechowy-
wanie prébek do badan nie stwarza zadnego problemu; petng
krew, nasienie, oocyty i zarodki przechowuje sie¢ w stanie
zamrozenia, natomiast wlosy wraz z cebulkami — w suchym
miejscu bez specjalnej konserwacji.
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