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Do ratowania i restytucji gingcych ras i gatunkéw zwie-
rzgt gospodarskich wykorzystywane sg nowoczesne
technologie wspomaganego rozrodu zwierzgt (ARTS;
ang. assisted reproductive technologies), w tym geno-
mowej inzynierii embrionalnej. Jedng z nich jest we-
wnatrzgatunkowe klonowanie miedzyrasowe ssakéw.
Strategiczne i innowacyjne narzedzie biotechnologii re-
produkcyjnej ssakow, jakim jest miedzyrasowe klonowa-
nie somatyczne, moze by¢ jedynym narzedziem reintro-
dukcji gingcych ras zwierzgt uzytkowych dzieki mozli-
wosci wykorzystania obcorasowych oocytéw pocho-
dzgcych od osobnikéw powszechnie bytujgcych ras do
rekonstrukcji zarodkéw z jgder komorek somatycznych
zagrozonych wyginieciem ras. Ponadto, ten kierunek
badan moze przyczynic sie do poszerzenia wiedzy pod-
noszgcej pozycje polskiego sektora badawczo-rozwojo-
wego w zakresie genomowej inzynierii embrionalne;.

W artykule zostang zaprezentowane gtéwne zatoze-
nia naukowe zrealizowanego w ramach projektu BIO-
STRATEG2/297267/14/NCBR/2016 podzadania badaw-
czego pt. ,Zabezpieczenie i charakterystyka materiatu
biologicznego w postaci linii komérkowych na potrzeby
klonowania zagrozonych wyginieciem ras zwierzat go-
spodarskich”.

Przedmiotem badan przeprowadzonych w Instytucie
Zootechniki — PIB w Krakowie byto:

1) utworzenie genetycznych rezerw w postaci krioge-
nicznie zabezpieczonych bioptatow tkanki skérno-po-
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wtokowej, pochodzgcych od wybranych gatunkoéw i ras
zachowawczych zwierzgt gospodarskich (bydto rasy
polskiej czerwonej, swinie rasy putawskiej, swinie rasy
ztotnickiej pstrej);

2) wyprowadzenie, kriokonserwacja i charakterystyka
cytogenetyczna (kariotypowanie) linii komorek fibrobla-
stycznych, pochodzgcych z bioptatow tkanki skérno-po-
wiokowej osobnikéw bydta polskiego czerwonego, swinh
rasy putawskiej i rasy ztotnickiej pstrej;

3) zweryfikowanie potencjatu rozwojowego in vitro
zarodkéw uzyskanych technikg klonowania somatycz-
nego z jader kriokonserwowanych i kariotypowanych
komérek fibroblastycznych, pochodzacych od wybranych
gatunkow i ras zachowawczych zwierzat gospodarskich
(bydto polskie czerwone, $winia putawska, $winia ztot-
nicka pstra).

Heterologiczny model klonowania somatycznego za-
grozonych wyginieciem ras bydfa i swin, ktéry jest
przedmiotem realizowanego podzadania badawczego,
stanowi nowatorskie rozwigzanie zaréwno w skali krajo-
wej, jak i ogdlnoswiatowej. Klonowanie miedzygatunko-
we lub miedzyrasowe moze by¢ bowiem ostatnig szan-
sg na podtrzymanie zagrozonego wyginieciem gatunku
czy rasy zwierzgt. W 1998 roku w Nowej Zelandii zosta-
ta genetycznie skopiowana przy wykorzystaniu techniki
miedzyrasowego klonowania somatycznego jedyna po-
zostata przy zyciu krowa endemicznej rasy z wyspy En-
derby [12]. Dlatego tez, w realizowanym podzadaniu in-
nowacyjnym kierunkiem badawczym jest zabezpiecze-
nie materiatu genetycznego od osobnikéw rzadkich, ro-
dzimych ras, tj. bydta polskiego czerwonego oraz swin
rasy putawskiej i ztotnickiej pstrej, co w przysztosci mo-
ze znacznie utatwi¢ multiplikacje i reintrodukcje subpo-
pulacji tych prymitywnych ras hodowlanych. Z dotych-
czasowych badan z zakresu miedzygatunkowego klo-
nowania ssakéw wynika, ze mozliwe jest uzyskanie za-
réwno hybrydowych zarodkéw (morul i blastocyst), jak
i potomstwa klonalnego, jesli pokrewienstwo filogene-
tyczne miedzy osobnikami-dawcami komérek soma-
tycznych a osobnikami-dawcami oocytéw pozostaje sto-
sunkowo bliskie. Potwierdzeniem tego jest otrzymanie
zarodkéw klonalnych oraz sklonowanie wolno zyjgcych
gatunkow ssakéw zagrozonych wyginieciem, jak i wy-
martych (1) w uktadzie wewnatrzrodzinowym i wewnatrz-
rodzajowym: gaur—bydto domowe [11], banteng—bydto
domowe [9], jak—bydto domowe [2, 13, 14], a takze ko-
ziorozec pirenejski (t)—koza domowa [1]. Innym przy-
ktadem moze by¢ uzyskanie zarodkow (3% do 30% bla-
stocyst) w wyniku wewnatrzrodzinowego klonowania
miedzyrodzajowego, np. chinski bawot btotny—bydto do-
mowe [3], takin—bydto domowe [2].

W nastepstwie realizacji prac badawczych zatozono
hodowle pierwotne komorek fibroblastycznych uzyska-
nych z bioptatéow tkanki skérno-powtokowej wybranych
gatunkow i ras zachowawczych zwierzat gospodarskich
(bydto rasy polskiej czerwonej, Swinie rasy putawskiej,
Swinie rasy ztotnickiej pstrej). Ponadto, wyprowadzono
i kriogenicznie zabezpieczono linie komorek fibrobla-
stycznych pochodzgcych z tkanki skérno-powtokowej



ucha osobnikéw bydta polskiego czer-
wonego, swin rasy putawskiej i ztot-
nickiej pstre;j.

Z fragmentéw (eksplantow) tkanki
skorno-powtokowej ucha, ktore po-
brano od 5 krow-dawczyn, zatozo-
no pierwotne hodowle fibroblastéw
pochodzenia dermalnego (15 sub-
populacji komorkowych). Z uzyska-
nych hodowli pierwotnych wyprowa-
dzono klonalne linie komorek fibro-
blastycznych. tgcznie zabezpieczo-
no kriogenicznie 45 probéwek sub-
populacji komoérkowych (pasaz 11 2).
Z kolei z eksplantéw tkanki skérno-
-powtokowej ucha, ktére pobrano
od wyselekcjonowanych 6 swin rasy
putawskiej i 6 swin rasy ztotnickiej
pstrej, zatozono pierwotne hodowle
komorkowe, z ktérych wyprowadzo-
no klonalne linie komérek fibrobla-
stycznych. Ogoétem zabezpieczono
kriogenicznie 25 probowek subpo-
pulacji komorkowych (pasaz 1 i 2)
pochodzgcych od loszek lub knur-
kow rasy putawskiej i 22 probdéwki
subpopulacji komoérkowych (pasaz
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U poszczegolnych kréw rasy polskiej czerwonej analizie poddano 35 do 43 pty-
tek metafazowych, co umozliwito ocene kariotypu komorek fibroblastycznych
tkanki skorno-powtokowej ucha badanych osobnikéw. Wykazano prawidiowg
ploidalnos¢ komorek (2n=60 chromosomoéw), przy btedach w liczbie chromoso-
moéw <5% (mierzonych jako x = liczba nieprawidtowych plytek/liczba prawidto-
wych ptytek metafazowych)

Rys. 1. Kariotypowanie fibroblastow wywodzacych sie z linii komérko-
wych wyprowadzonych z eksplantéw tkanki skorno-powlokowej krow
rasy polskiej czerwonej

1 i 2) pochodzacych od loszek (petnego rodzenstwa)
rasy ztotnickiej pstrej. Kriokonserwowane i rozmrozone
linie klonalne fibroblastéw dermalnych, ktére wyprowa-
dzono zaréwno z bioptatéw tkanki skdrno-powtokowej
bydta rasy polskiej czerwonej, jak i z bioptatéw tkanki

nych in vitro komérek fibroblastycznych z poszczegol-
nych linii klonalnych wyprowadzonych z bioptatéw tkan-
ki skérno-powtokowej wybranych ras zachowawczych
bydta i swin (bydto polskie czerwone — rys. 1, Swinia pu-
tawska — rys. 2, Swinia ztotnicka pstra — rys. 3). Analiza

skorno-powtokowej swin rasy pu-
tawskiej oraz ztotnickiej pstrej, cha-
rakteryzowaty sie wysokg przezy-
walnoscig i zdolnoscig adhezji ko-
morkowej do polistyrenowego sub-
stratu naczynek hodowlanych. Po-
nadto, znamienng cechg hodowa-
nych in vitro komorek fibroblastycz-
nych, wywodzgcych sie od osobni-
kow wyzej wspomnianych gatunkow
i ras zwierzgt gospodarskich, byt
wysoki potencjat proliferacyjny. Po-
tencjat ten znajdowat odzwierciedle-
nie nie tylko w dynamicznej i stabil-
nej kinetyce podziatow mitotycz-
nych, lecz réwniez w szybkim tem-
pie synchronizacji cyklu mitotycz-
nego komorek w fazach G1/G0O
wskutek zahamowania, czyli inhibi-
cji kontaktowej ich migracji oraz ak-
tywnosci podziatowej po osiggnie-
ciu stanu petnej konfluenciji, tj. sta-
nu, w ktéorym gestos¢ hodowanych
komorek limituje ich proliferacyjny
wzrost.

Kolejny kierunek przeprowadzo-
nych prac badawczych dotyczyt
oznaczenia kariotypéw hodowa-
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U poszczegolnych osobnikéw swin rasy putawskiej (nr 43 i 44 — loszki, nr 46 —
knurek) analizie poddano kazdorazowo ok. 40 ptytek metafazowych, co umozli-
wito ocene kariotypu komorek fibroblastycznych tkanki skorno-powtokowej ucha
badanych zwierzat. Wykazano prawidtowy stopien ploidii komérek (2n=38 chro-
mosomow), przy btedach w liczbie chromosomoéw <5% (mierzonych jako x =
liczba nieprawidtowych ptytek/liczba prawidtowych ptytek metafazowych)

Rys. 2. Kariotypowanie fibroblastow wywodzacych sie z linii komérkowych

wyprowadzonych z eksplantow tkanki skorno-powtokowej loszek lub knur-
kow rasy putawskiej
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Osobnik nr 185 Osobnik nr 186 Osobnik nr 187
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U poszczegdlnych osobnikow swin rasy ztotnickiej pstrej analizie poddano 26 do
42 ptytek metafazowych, co umozliwito ocene kariotypu komorek fibroblastycz-
nych tkanki skérno-powtokowej ucha badanych zwierzat. Wykazano prawidtowy
stopien ploidii komorek (2n=38 chromosomoéw), przy btedach w liczbie chromo-
somoéw <5% (mierzonych jako x = liczba nieprawidtowych ptytek/liczba prawidto-

wych ptytek metafazowych)

Rys. 3. Kariotypowanie fibroblastow wywodzacych sie z linii komérkowych
wyprowadzonych z eksplantéw tkanki skérno-powlokowej loszek rasy ztot-

nickiej pstrej

kariotypdw kriogenicznie zabezpieczonych i rozmrozo-
nych linii komérek fibroblastycznych bydta rasy polskiej
czerwonej oraz $win rasy putawskiej i ztotnickiej pstrej
potwierdzita prawidiowg liczbe chromosomoéow 2n=60
oraz 2n=38 w ekspandujgcych ex vivo subpopulacjach
komorkowych (w przypadku obu gatunkéw zwierzat go-
spodarskich).

Ostatni etap realizacji badan obejmowat uzyskanie i oce-
ne potencjatu rozwojowego in vitro klonalnych zarodkéw
bydta polskiego czerwonego, swini putawskiej oraz swi-
ni ztotnickiej pstrej. Zarodki klonalne uzyskano przy wy-
korzystaniu — jako zrodta dawcow jgder — linii komoérek
fibroblastycznych tkanki skérno-powtokowej, ktére pod-
dano kariotypowej ocenie stopnia euploidii/aneuploidii
metodami cytogenetyki molekularnej. Zastosowana tech-
nika klonowania somatycznego bydta polskiego czerwo-
nego skutkowata relatywnie wysokg zdolnoscig jader
kariotypowanych komérek fibroblastycznych do pokiero-
wania rozwojem in vitro zarodkéw klonalnych do stadiow
moruli i blastocysty (odpowiednio: 55,5% i 30,1%). Po-
dobnie, kompetencje jgder kariotypowanych komorek
fibroblastycznych Swin rasy putawskiej oraz ztotnickiej
pstrej do pokierowania rozwojem in vitro zarodkéw klo-
nalnych utrzymywaty sie na stosunkowo wysokim i zbli-
zonym poziomie (odpowiednio: 52,3% morul i 34,1%
blastocyst oraz 48,6% morul i 27,9% blastocyst). Techni-
ka wewnatrz- lub miedzyrasowego klonowania soma-
tycznego moze by¢ atrakcyjnym narzedziem w bada-
niach podstawowych ukierunkowanych na identyfikacje
czynnikdow warunkujgcych interakcje miedzy genomem
jadrowym komorki somatycznej a czgsteczkami mito-
chondrialnego DNA komoérki-dawcy jgdra oraz oocytu-
-biorcy jadra, jak rowniez petniejszego poznania mole-
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{Liczba nieprawidlowych

kularnych mechanizmoéw determi-
nujgcych epigenetyczne przepro-
gramowanie genomu jgdrowego
komorki somatycznej w cytoplazmie
oocytu-biorcy, a nastepnie w cyto-
plazmie blastomeréw rozwijajgcych
sie zarodkow klonalnych [4, 5, 7, 8].
Ponadto, w efekcie precyzyjnego
i dogtebnego rozpoznania wyzej
wymienionych czynnikéw i mecha-
nizmow, a w rezultacie zwiekszenia
wydajnosci, technika klonowania
somatycznego moze stanowic¢ ide-
alne narzedzie wykorzystywane
w praktyce hodowlanej, w szcze-
golnosci dla potrzeb uzyskiwania
i powielania osobnikdw o wyso-
kiej wartosci genetycznej i uzytko-
wej oraz w programach odtwarza-
nia rezerw genetycznych, a takze
ratowania i restytucji gingcych ras
i gatunkoéw zwierzagt gospodarskich
[6, 10].

Podsumowujgc, wymiernym efek-
tem zrealizowanych badan jest po-
szerzenie mozliwosci ochrony za-
sobéw genetycznych endemicz-
nych ras zwierzgt gospodarskich (bydto, Swinie) przy
wykorzystaniu nowoczesnych technologii wspomaga-
nego rozrodu opartych na metodach genetycznej/geno-
mowej inzynierii embrionalnej. W celu zachowania bio-
réznorodnosci rzadkich ras, wyprowadzone i krioge-
nicznie zabezpieczone w banku materiatéw biologicz-
nych linie komdrek fibroblastycznych zostaty wykorzy-
stane jako zrédto dawcéw jgder w procedurach uzyski-
wania i multiplikacji zarodkoéw bydta polskiego czerwo-
nego, Swini putawskiej oraz swini ztotnickiej pstrej na
drodze klonowania somatycznego, ktére moze stanowic
w przyszitosci podstawowy instrument w programach
odtwarzania stad zarodowych zagrozonych wyginie-
ciem ras zwierzat hodowlanych.

Rezultaty prowadzonych prac badawczych z zakresu
rozwoju nowych strategii, ktére stuzg zwiekszaniu efek-
tywnos$ci uzyskiwania i powielania zarodkéw wybranych
gatunkow i ras zwierzat gospodarskich (bydto, swinie)
metodami biotechnologii rozrodu oraz genomowej inzy-
nierii zarodkowej (klonowania somatycznego) mogg
w przysztosci przyczyni¢ sie do:

1) ochrony zasobow genetycznych i tworzenia rezerw
genetycznych zagrozonych wyginieciem rodzimych ras
zwierzgt gospodarskich wybranych gatunkéw (bydto,
Swinie);

2) restytucji (odtwarzania) oraz multiplikacji subpopu-
lacji gingcych i rzadkich ras bydta polskiego czerwone-
go, $wini putawskiej i $wini ztotnickiej pstrej, w celu za-
chowania bior6znorodno$ci oraz podwyzszenia stopnia
wewnatrzpopulacyjnej i miedzyosobniczej zmiennosci
genetycznej;

3) poprawy wskaznikow wartosci hodowlanej (gene-
tycznej) i uzytkowej zwierzat gospodarskich, w tym
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zwiekszenia ich wydajnosci mlecznej, miesnej i rozpto-
dowej (plennosci i ptodnosci);

4) przetozenia (translacji) wynikéw badan podstawo-
wych na wdrozenia w dziedzinach nauk interdyscypli-
narnych z zakresu tworzenia odzwierzecych produk-
téw biotechnologicznych (transgenicznych) dla prze-
mystu biofarmaceutycznego oraz medycyny transplanta-
cyjnej i regeneracyjnej tkanek i organéw cztowieka, a tak-
ze przedklinicznych i klinicznych testow w terapiach
genetycznie uwarunkowanych lub nabytych choréb
cztowieka.

Prezentowana praca naukowa uzyskata wsparcie
finansowe z Narodowego Centrum Badan i Rozwoju
(umowa nr BIOSTRATEG2/297267/14/NCBR/2016) w ra-
mach strategicznego programu badan naukowych i prac
rozwojowych ,Srodowisko naturalne, rolnictwo i lesni-
ctwo” — BIOSTRATEG jako projekt badawczy pt.
sKierunki wykorzystania oraz ochrona zasobow ge-
netycznych zwierzgt gospodarskich w warunkach zréwno-
wazonego rozwoju’.
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Conservation of valuable genetic resources and restitution of endangered livestock breeds and
species — potential targets of somatic cell cloning of mammals in livestock breeding practice

Summary

Development of innovative strategies of assisted reproductive technology (ART), such as cloning of mammalian
species by somatic cell nuclear transfer (SCNT), can lead to genetic rescue of endangered or extinct breeds
and species of livestock animals, including cattle and pigs. This paper presents the main scientific foundations
and goals of the research subtask entitled ‘Conservation and characterization of biological material in the form
of cell lines for the purpose of cloning of endangered livestock breeds’, implemented as part of research project
number BIOSTRATEG2/297267/14/NCBR/2016, which is financially supported by the National Centre for Re-

search and Development.

KEY WORDS: cattle, pigs, livestock breed, somatic cell cloning, SCNT, genetic resource, fibroblast cell
line, cryoconservation, nuclear donor cell, nuclear-transferred embryo

przeglad hodowlany nr 2/2020



