
  

  Journal of the Hellenic Veterinary Medical Society

   Vol 50, No 2 (1999)

  

 

  

  Production of transgenic sheep: Microinjection of
the bovine P77 gene construct in Chios sheep breed
zygotes 

  E. VAINAS (Ε. ΒΑΪΝΑΣ), U. BESENFELDER, V.
CHRISTODOULOU (B. ΧΡΙΣΤΟΔΟΥΛΟΥ), B.
KUEHHOLZER, G. C. AMIRIDIS (Γ.Σ. ΑΜΟΙΡΙΔΗΣ), S.
BELIBASAKI (Σ. ΜΠΕΛΙΜΠΑΣΑΚΗ), G. BREM   

  doi: 10.12681/jhvms.15707 

 

  

  Copyright © 2018, E VAINAS, U BESENFELDER, V
CHRISTODOULOU, B KUEHHOLZER,, GS AMIRIDIS, S BELIBASAKI,

G BREM 

  

This work is licensed under a Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0.

To cite this article:
  
VAINAS (Ε. ΒΑΪΝΑΣ) E., BESENFELDER, U., CHRISTODOULOU (B. ΧΡΙΣΤΟΔΟΥΛΟΥ) V., KUEHHOLZER, B.,
AMIRIDIS (Γ.Σ. ΑΜΟΙΡΙΔΗΣ) G. C., BELIBASAKI (Σ. ΜΠΕΛΙΜΠΑΣΑΚΗ) S., & BREM, G. (2018). Production of
transgenic sheep: Microinjection of the bovine P77 gene construct in Chios sheep breed zygotes. Journal of the Hellenic
Veterinary Medical Society, 50(2), 138–143. https://doi.org/10.12681/jhvms.15707

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

https://epublishing.ekt.gr  |  e-Publisher: EKT  |  Downloaded at: 24/02/2026 01:31:14



ΔΕΛΤΙΟΝ ΕΛΛ. ΚΤΗΝ. ΕΤΑΙΡΕΙΑΣ 1999, 50(2):138-143 

Παραγωγή διαγονιδιακών προβάτων: Μικροέγχυση της γονιδιακής 

κατασκευής Ρ77 (ρα81-καζεΐνη- χυμοζίνη) των βοοειδών σε ζυγωτά-

εμβρυα προβάτων φυλής Χίου 

Ε. Βαϊνάς1, U. Besenfelder2, Β. Χριστοδούλου3, Β. Kuehholzer4, Γ.Σ. Αμοιρίδης5, Σ. Μπελιμπασάκη1 

και G. Brem2. 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ. Στην εργασία αυτή μελετήθηκε η δυνατότη­
τα ενσωμάτωσης της γονιδιακής κατασκευής Ρ77 των βοο­
ειδών σε ζυγωτά και έμβρυα δυο κυττάρων προβάτων φυλής 
Χίου. Η γονιδιακή κατασκευή Ρ77 των βοοειδών περιλαμ­
βάνει 2,9 kb από τον προαγωγέα του γονιδίου της α 8 1 - κα-
ζεΐνης που συγχωνεύθηκαν με το γονίδιο της χυμοζίνης α­
νάμεσα στο 2 και 9 εξονιο. Η έγχυση της γονιδιακής κατα­
σκευής έγινε με μικροχειριστήριο υπό παρατήρηση σε ανά­
στροφο μικροσκόπιο σε έναν από τους δυο προπυρήνες του 
ζυγωτοΰ ή στον πυρήνα του ενός βλαστομεριδίου του εμ­
βρύου. Σε κάθε πυρήνα έγινε μικροέγχυση διαλύματος 1 pi, 
το οποίο περιείχε περίπου 1000 αντίγραφα της αλληλουχίας 
DNA. Χρησιμοποιήθηκαν συνολικά 193 ζυγωτά και 87 έμ­
βρυα δυο κυττάρων, τα οποία συλλέχθηκαν από 49 προβα­
τίνες δότες φυλής Χίου. Τα 175 ζυγωτά και τα 76 έμβρυα δυο 
κυττάρων, στα οποία η μικροέγχυση διενεργήθηκε με επι­
τυχία, μεταφέρθηκαν με λαπαροσκοπικές τεχνικές στους ω-
αγωγοΰς 68 προβατίνων δεκτών μετά από in vitro καλλιέρ­
γεια 1-5 ωρών. Οι 22 (32,4%) από τις προβατίνες δέκτες γέν­
νησαν 29 αρνιά που αντιστοιχούν στο 11,6% του συνόλου 
των ζυγωτών - εμβρύων που μεταφέρθηκαν. Η ανάλυση της 
γενετικής σύστασης των αρνιών που γεννήθηκαν έγινε με 
τεχνικές PCR σε δείγματα δέρματος. Σε ένα θηλυκό αρνί 
διαπιστώθηκε ενσωμάτωση της γονιδιακής κατασκευής Ρ77 
των βοοειδών στο γονιδίωμά του. Η ανάπτυξη και ενήβωση 
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του διαγονιδιακοΰ αρνιού είναι φυσιολογική, βρίσκεται δε 
σε κατάσταση εγκυμοσύνης, η οποία εξελίσσεται φυσιολο­
γικά. Είναι το πρώτο διαγονιδιακό παραγωγικό ζώο που γεν­
νήθηκε στην Ελλάδα. 

Λέξεις ευρετηρίασης: πρόβατο, μεταφορά γονιδίων, Ρ77, 
a^-καζεΐνη, χυμοζίνη 

ABSTRACT. Ε. Vainas, U. Besenfelder, V. Christodoulou, Β. 
Kuehholzer, G. S. Amiridis, S. Belibasaki and G. Brem. 
Production of transgenic sheep: Microinjection of the bovine 
P77 gene construct in Chios sheep breed zygotes. Bulletin of the 
Hellenic Veterinary Medical Society 1999, 50(2): 138-143. The 
feasibility of integration of the bovine P77 construct into 
zygotes and two cell embryos of Chios sheep breed was 
examined. The P77 gene construct comprised bovine a s l 

casein promoter regulatory sequence fused to the fragment 
between exons 2 and 9 of the bovine chymosin gene. One of the 
two pronuclei of the zygote or a nucleus of a blastomere of a 
two cell embryo was microinjected with 1 pi of DNA solution 
containing approximately 1000 copies of the gene construct. 
In total 193 zygotes and 87 two cell embryos collected from 49 
donor ewes were used. After 1 - 5 h culture microinjected 
zygotes (n=175) and two cell embryos (n=76) were transfered 
by a laparoscopic technique to the oviducts of 68 recipients. 
22 recipients (32.4%) gave birth to 29 lambs which correspond 
to 11.6% of the total number of zygotes - embryos transferred. 
PCR analysis performed in skin samples of these lambs 
revealed that in one ewe lamb the P77 construct has been 
integrated in its genome. The growth and puberty of this lamb 
was physiological and is currently pregnant. This is the first 
transgenic farm animal born in Greece. 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Κατά τη διάρκεια της δεκαετίας του '90 πραγματοποι­
ήθηκαν σημαντικές εξελίξεις στο χώρο της διαγονιδιακής 
τεχνολογίας. Οι εξελίξεις αυτές πιστεύεται ότι θα οδηγή­
σουν πολΰ σύντομα στη δημιουργία "βιοαντιδραστήρων", 
οι οποίοι θα έχουν τη δυνατότητα έκφρασης των άλλη-
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λουχιών DNA για παραγωγή των επιθυμητών ουσιών από 
το μαστικό αδένα διαγονιδιακών παραγωγικών ζώων. Τα 
ζώα αυτά αναμένεται να αποτελέσουν την εναλλακτική 
λΰση παραγωγής ουσιών για φαρμακευτική, διαγνωστική 
ή βιομηχανική χρήση. Οι ερευνητικές προσπάθειες έχουν 
επίσης ως στόχο την αύξηση της παραγωγικότητας των ζώ­
ων και την προστασία της υγείας των ζώων και του αν­
θρώπου123. 

Οι πρώτες επιτυχείς προσπάθειες παραγωγής διαγο­
νιδιακών προβάτων έγιναν το 1985 από τον Hammer και 
τους συνεργάτες του. Η γονιδιακή κατασκευή που αποτε­
λούνταν από το γονίδιο της ανθρώπινης αυξητικής ορμό­
νης (hGH) και τον προαγωγεα του γονίδιου της μεταλλο-
θειονινης του ποντικού ενσωματώθηκε στο γονιδιωμα 
προβάτων με σκοπό την παραγωγή hGH και τη βελτίωση 
του ρυθμού ανάπτυξης και της σύστασης του σφαγίου4. 
Ακολούθησε η ενσωμάτωση του γονίδιου της βοείας 
(bGH) και πρόβειας (oGH) αυξητικής ορμόνης στο γονι­
διωμα προβάτων567. 

Σε πρόβατα φυλής Merino έγινε επιτυχής μεταφορά 
του γονιδίου της ακετυλοσερινης - σουλφυδρυλάσης8, της 
κεράτινης τΰπου Π9, της βακτηριακής ακετυλοτρανσφε-
ράσης10 και του πρόβειου αυξητικού παράγοντα τΰπου ιν­
σουλίνης 1 (IGF1)11, με σκοπό τη βελτίωση της ποσότητας 
και της ποιότητας του παραγόμενου μαλλιού. 

Ερευνητικές προσπάθειες παραγωγής διαγονιδιακών 
προβάτων ανθεκτικών σε προσβολή από ιοΰς και μικρο­
οργανισμούς έγιναν με μεταφορά του γονίδιου της ανο-
σοσφαιρινης Ατού ποντικού12 και του γονίδιου που καθο­
ρίζει την πρωτεΐνη του φακέλου του ιοΰ της προϊούσας 
πνευμονίας13. 

Η παραγωγή βιοφαρμακευτικών ουσιών για ανθρώπι­
νη χρήση από διαγονιδιακά πρόβατα έγινε με μεταφορά 
του γονιδίου της ανθρώπινης αΐ-αντιθρυψίνης141516 και των 
γονίδιων που καθορίζουν τους παράγοντες IX1718 και 
VIII19, οι οποίοι συμμετέχουν στην πήξη του αίματος του 
ανθρώπου. 

Κύριος στόχος της εργασίας αυτής, η οποία πραγματο­
ποιήθηκε στις εγκαταστάσεις του Ινστιτούτου Κτηνοτρο­
φίας Γιαννιτσών του ΕΘ.Ι.ΑΓ. Ε, ήταν η διερεύνηση της 
δυνατότητας ενσωμάτωσης της γονιδιακής κατασκευής Ρ77 
των βοοειδών σε ζυγωτά και έμβρυα δυο κυττάρων προ­
βάτων φυλής Χίου. Η γονιδιακή κατασκευή Ρ77 των βοο­
ειδών περιλαμβάνει την περιοχή του γονιδιώματος στην ο­
ποία βρίσκονται το γονίδιο της χυμοζινης μεταξύ του 2 και 
9 εξονιου και 2,9 kb του προαγωγεα του γονίδιου της a s l -
καζεΐνης20. Μεταφορά ανάλογης γονιδιακής κατασκευής 
έγινε σε κουνέλια21 και σε πρόβατα φυλής Romanov22. 

ΥΛΙΚΟ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

Πειραματόζωα 

Χρησιμοποιήθηκαν 49 προβατίνες δότες εμβρύων φυ­

λής Χίου και 68 προβατίνες δέκτες παράγωγα διασταυ­
ρώσεων μεταξύ των φυλών Χίου x Φρισλανδιας και Χίου χ 
Berrichon. Οι προβατίνες δότες ήταν ηλικίας 2-6 ετών και 
προορίζονταν για εκποίηση. Οι προβατίνες δέκτες ήταν 
ηλικίας 1-3 ετών. 

Ο συγχρονισμός του οίστρου όλων των προβατίνων έ­
γινε με την εισαγωγή ενδοκολπικών σπόγγων εμποτισμέ­
νων με 30 mg οξικής φθοριογεστόνης (Chrono - gest®, 
Intervet) για 12 ήμερες. Στα ζώα δέκτες χορηγήθηκαν 400 
IU ιππειας χοριακής γοναδοτροφινης (eCG) την ήμερα 
της αφαίρεσης των σπόγγων. 

Η πρόκληση πολλαπλής ωοθυλακιορρηξιας στα ζώα 
δότες έγινε με χορήγηση 16 mg ωοθυλακιοτρόπου ορμό­
νης (FSH-P, Shering, USA) σε 6 μειούμενες δόσεις ανά 
δωδεκάωρα διαστήματα. Η τελευταία έγχυση έγινε 12 ώ­
ρες μετά την εξαγωγή των σπόγγων23. 

Ο προσδιορισμός του χρόνου εκδήλωσης του οίστρου 
σε όλες τις προβατίνες γινόταν με τη χρησιμοποίηση ανι­
χνευτών κριών. Η επιβεβαίωση του οίστρου και της ωοθυ-
λακιορρηξιας έγινε με προσδιορισμό της συγκέντρωσης 
της προγεστερόνης στο πλάσμα του αίματος και επισκόπη­
ση των ωχρών σωματίων με τη χρήση λαπαροσκοπιου. 

Η γονιμοποίηση των προβατίνων δοτών έγινε με μια 
ενδομήτρια τεχνητή σπερματέγχυση (Τ.Σ.) με τη χρήση λα­
παροσκοπιου 24-28 ώρες μετά την εκδήλωση των συμ­
πτωμάτων του οίστρου. Σε κάθε κέρας έγινε έγχυση 0,3 ml 
αραιωμένου νωποΰ σπέρματος που περιείχε 300Χ106 

σπερματοζωάρια. 

Η συλλογή των ζυγωτών - εμβρύων έγινε 18-24 ώρες 
μετά την Τ. Σ. με εκπλυση των ωαγωγών μετά από σφαγή 
των ζώων δοτών. 

Η μεταφορά των ζυγωτών - εμβρύων στους ωαγωγοΰς 
των προβατίνων δεκτών έγινε 1-5 ώρες μετά τη μικροέγ-
χυση της γονιδιακής κατασκευής με λαπαροσκοπικες τε­
χνικές24. 

Η διάγνωση της εγκυμοσύνης στις προβατίνες δέκτες 
έγινε 32-35 ήμερες μετά τη μεταφορά των ζυγωτών - εμ­
βρύων με υπερηχογραφία (κεφαλή γραμμικής σάρωσης 3 
MHz). 

Γονιδιακή κατασκευή Ρ77 

Το δομικό γονίδιο της χυμοζινης των βοοειδών έχει 
μήκος 10,5 kb και περιέχει 9 εξόνια. Για τη δημιουργία της 
γονιδιακής κατασκευής Ρ77 που χρησιμοποιήθηκε στην 
παρούσα μελέτη, έγινε αρχικά μια τράπεζα γονίδιων βο­
οειδών με ένα ολιγονουκλεοτιδιο, το οποίο αντιστοιχεί σε 
ένα μέρος του πρώτου εξονιου25 και στη συνέχεια κλωνο-
ποιήθηκε το ακέραιο γονίδιο της χυμοζινης. Με ανάλογη 
μέθοδο κλωνοποιήθηκαν οι περιοχές 5' και 3' του προα­
γωγεα του γονίδιου της a^-καζεΐνης των βοοειδών. 

Η γονιδιακή κατασκευή Ρ77 περιλαμβάνει τη γενωμα-
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τική περιοχή του γονιδίου της χυμοζίνης μεταξύ του 2 και 9 

εξονίου και 2,9 kb του προαγωγεα του γονίδιου της a s l -

καζεΐνης. Το εξόνιο 1 και το ιντρόνιο 1 καθώς και η πε­

ριοχή του προαγωγεα του γονίδιου της καζείνης που ανα­

γνωρίζει το πεπτίδιο σήμα συγχωνεύθηκαν με τα εξόνια 

2 έως και 9 του γονίδιου της χυμοζίνης20. 

Μικροέγχυση της γονιδιακής κατασκευής Ρ77 

Η αλληλουχία D N A που χρησιμοποιήθηκε για τη μι­

κροέγχυση δεν περιλαμβάνει καμία ουσία του μέσου κλω-

νοποίησης. Οι ουσίες αυτές απομακρύνθηκαν μετά από 

διάσπαση του μέσου κλωνοποιησης για να αποφευχθεί η 

ενσωμάτωση προκαρυωτικών αλληλουχιών, οι οποίες εν­

δεχομένως θα επηρέαζαν αρνητικά την έκφραση της γο-

νιδιακής κατασκευής Ρ77. 

Η συγκέντρωση της γονιδιακής κατασκευής ήταν 1000 

αντίγραφα ανά pi του συμβατικού μέσου διάλυσης. Στον 

αρσενικό προπυρήνα του ζυγωτοΰ και στον πυρήνα του ε­

νός βλαστομεριδιου των εμβρύων δυο κυττάρων έγινε μη­

χανική μικροέγχυση 1 pi διαλύματος με μικροπιπέττα ε­

σωτερικής διαμέτρου ~ 1 μ υπό παρατήρηση σε ανάστρο­

φο μικροσκόπιο (ZEISS ID 03) και σε μεγέθυνση 400Χ. 

Ακολούθησε επώαση των ζυγωτών - εμβρύων για 1-5 

ώρες ώστε να διαπιστωθεί η επιτυχής διενέργεια των μι-

κροχειρισμών. 

Απομόνωση του DNA 

Η απομόνωση του DNA των αρνιών που γεννήθηκαν 

έγινε σε δείγματα δέρματος, τα οποία επωάσθηκαν για 

περίπου 24h στους 57 °C σε ρυθμιστικό διάλυμα λΰσης 

που περιείχε Κ-πρωτεϊνάση27. Ακολούθησε εκχύλιση του 

DNA με φαινόλη, καθίζηση με αιθανόλη (100%) και οξικό 

νάτριο (3: 0,1 ν/ν), έκπλυση με αιθανόλη (70%) στους -20 

°C, εξαέρωση των εκχυλιστικών μέσων και επαναδιάλυ-

ση σε απεσταγμένο νερό. Η συγκέντρωση του DNA προσ­

διορίστηκε με μέτρηση της οπτικής πυκνότητας στα 260 

nm και η καθαρότητα του DNA εκτιμήθηκε με σύγκριση 

των τιμών μεταξύ 260 και 280 nm. 

Ανίχνευση της αλληλουχίας Ρ77 με PCR 

Η ανίχνευση της ξένης αλληλουχίας D N A στο γονι-

διωμα των αρνιών που γεννήθηκαν έγινε με τη μέθοδο της 

αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης (PCR). 

Η αντίδραση γινόταν σε διάλυμα συνολικού όγκου 50 

μΐ με την παρακάτω σύνθεση : 

Αφετηρίες DNA (primers) 100 pMol 

Μίγμα τεσσάρων 

δεοξυνουκλεοτιδιων (dNTPs) 200 μΜο1/μ1. 

1 ΟΧ ρυ θ μιστικό δ ιάλυ μα 1:10 ν/ν 

Mg2+ 1,5 mMol/μΙ 

Taq-Πολυμεράση 1,0 U/μΙ 

DNA 200-500 ng 

Αποσταγμένο νερό μέχρι τελικό όγκο 50 μΐ 

Το μίγμα καλυπτόταν με παραφινέλαιο για να απο­

φευχθεί η εξάτμιση και η συμπύκνωση του προϊόντος. Η 

αντίδραση έγινε σε θερμοκυκλοποιητή. Η αποδιάταξη του 

D N A έγινε σε 94° C, ο ανασυνδυασμός σε 61 και 63° C 

και ο πολλαπλασιασμός στους 72°C για 45". Έ γ ι ν α ν συ­

νολικά 36 κύκλοι για τον πολλαπλασιασμό του DNA ως α­

κολούθως : 

Αρ. κύκλου Αποδιάταξη Ανασυνδυασμός 

(χρόνος) (χρόνος) 

1 5' 30" 

2-5 15" 15" 

6-36 5 " 5 " 

Το τελικό προϊόν της αντίδρασης αναλύθηκε με ηλε-

κτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 2%. 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Από τις 49 προβατίνες δότες οι 44 (89,8%) εκδήλωσαν 

συμπτώματα οίστρου 24-26 ώρες μετά την εξαγωγή των 

σπόγγων, οι 3 μετά από 30 ώρες και οι 2 μετά από 36 ώρες. 

Από τις 68 προβατίνες δέκτες, οι 59 (86,8%) εκδήλωσαν 

συμπτώματα οίστρου 48-50 ώρες μετά την εξαγωγή των 

σπόγγων, οι 3 μετά από 54 ώρες και οι 6 μετά από 60 ώρες. 

Ο μέσος αριθμός των ωχρών σωματίων ανά προβατί­

να δότη (ΠΔ) ήταν 12,7 ± 6,66. Συλλέχθηκαν συνολικά 

390 ωάρια - ζυγωτά - έμβρυα (62,6% των ωχρών σωμα­

τίων, 8,0 ± 5,21 ανά ΠΔ), από τα οποία τα 310 (79,5%, 6,3 

± 4,4 ανά ΠΔ ) ήταν γονιμοποιημένα και τα 280 (71,8%, 

5,7 ± 4,27 ανά ΠΔ) κρίθηκαν κατάλληλα για μικροεπεμ­

βάσεις (Πίνακας 1). 

Μετά τη μικροέγχυση της αλληλουχίας Ρ77 και επώαση 

των ζυγωτών εμβρύων για 1-5 ώρες κρίθηκαν κατάλληλα 

για μεταφορά τα 251, από τα οποία τα 175 (69,7%) βρί­

σκονταν στο στάδιο του ζυγωτοΰ και τα 76 (30,3%) στο 

στάδιο του εμβρύου δυο κυττάρων. Ο αριθμός αυτός αντι­

στοιχεί στο 89,6% των κατάλληλων για μικροέγχυση εμ­

βρύων και στο 64,4% των ωάριων - ζυγωτών - εμβρύων 

που συλλέχθηκαν. Ο μέσος αριθμός των κατάλληλων για 

μεταφορά ζυγωτών-εμβρΰων μετά από τη μικροέγχυση της 

αλληλουχίας Ρ77 ανά προβατίνα δότη ήταν 5,12 ± 4,5. 

Τα 251 ζυγωτά-έμβρυα μεταφέρθηκαν σε 68 προβατί­

νες δέκτες, οι οποίες βρίσκονταν σε στάδιο του οιστρικοΰ 

κύκλου ανάλογο με το στάδιο εξέλιξης των ζυγωτών-εμ­

βρΰων. Σε κάθε προβατίνα δέκτη μεταφέρθηκαν 3-5 ζυ­

γωτά-έμβρυα ανάλογα με την ποιότητα των ζυγωτών-εμ­

βρΰων, την ηλικία και τη σωματική διάπλαση της προβα­

τίνας δέκτη. 

Σε 23 προβατίνες δέκτες (33,8%) διαπιστώθηκε εγκυ-

μοσΰνη με τη χρήση υπερηχογραφίας 32-35 ημέρες μετά 

τή μεταφορά των ζυγωτών-εμβρΰων. Εκτιμήθηκε ότι κυο-

φοροΰνταν 43 έμβρυα, αριθμός που αντιστοιχεί στο 17,1 

% των μεταφερθέντων ζυγωτών-εμβρΰων και στο 11, 0% 

των ωαρίων-ζυγωτών-εμβρΰων που συλλέχθηκαν. 
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Πίνακας 1. Αντίδραση ωοθηκών, ζυγωτά-εμβρυα που συλλέχθηκαν και μεταφέρθηκαν 
και αρνιά που γεννήθηκαν μετά από μικροέγχυση της γονιδιακής δομής Ρ77. 

Προβατίνες δότες (ΠΔ) 
Ωχρά σωμάτια 
Ωάρια-ζυγωτά-εμβρυα 
Γονιμοποιημένα ωάρια 
Ζυγωτά-εμβρυα στα οποία 
έγινε μικροέγχυση 
Ζυγωτά-εμβρυα που 
μεταφέρθηκαν 
Κυοφορούμενα έμβρυα 
(Υπερηχογραφία) 
Γεννηθέντα αρνιά 
Διαγονιδιακά αρνιά 

n 

49 
623 
390 
310 
280 

251 

43 

29 
1 

Μ.Ο. 
Π.Δ. 

12,7±6,66 
8,0±5,21 
6,3±4,4 
5,7 ±4,27 

5,12±4,5 

0,9 

0,6 
0,02 

1 
η=390 

79,5 
71,8 

64,4 

11,0 

7,4 
0,256 

2 
η=280 

89,6 

15,4 

10,4 
0,357 

3 
η=251 

17,1 

11,6 
0,398 

1. Ποσοστό (%) σύμφωνα με τα ωάρια-ζυγωτά-εμβρυα που συλλέχθηκαν 
2. Ποσοστό (%) σύμφωνα με τα ζυγωτά-εμβρυα στα οποία έγινε μικροέγχυση 
3. Ποσοστό (%) σύμφωνα με τα ζυγωτά-εμβρυα που μεταφέρθηκαν 

Οι 22 (32,3%) από τις προβατίνες αυτές γέννησαν 29 
αρνιά (16 αρσενικά και 13 θηλυκά), τα οποία αντιστοιχούν 
στο 11,6% των μεταφερθέντων εμβρύων και στο 7,4% των 
ωαρίων-ζυγωτών-εμβρΰων που συλλέχθηκαν. Ο μέσος α­
ριθμός των αρνιών που γεννήθηκαν ανά προβατίνα δότη 
ήταν 0,6. 

Το μέσο σωματικό βάρος των 16 μονόδυμων αρνιών 
κατά τον τοκετό ήταν 4,87 ± 0,5 kg για τα 10 αρσενικά και 
4,85 ± 0,29 για τα 6 θηλυκά, των 10 δίδυμων αρνιών ήταν 
3,96% ± 0,15 kg για τα αρσενικά και 3,74 ± 0,85 για τα θη­
λυκά και των τρίδυμων ήταν 4,0 kg για το αρσενικό και 3,1 
για τα δυο θηλυκά. Τα 28 αρνιά γεννήθηκαν ζωντανά και 
το 1 νεκρό. Η περαιτέρω ανάπτυξη όλων των αρνιών ήταν 
φυσιολογική. Όλα τα θηλυκά παράγωγα βρίσκονται σε κα­
τάσταση εγκυμοσύνης, η οποία εξελίσσεται φυσιολογικά. 

Η ανίχνευση της ξένης αλληλουχίας Ρ77 των βοοειδών 
σε δείγματα δέρματος των 29 αρνιών που γεννήθηκαν, α­
πέδειξε την ενσωμάτωση της στο γονιδίωμα ενός θηλυκού 
αρνιού. Το αρνί αυτό γεννήθηκε δίδυμο μετά από μετα­
φορά 4 ζυγωτών, στα οποία έγινε μικροέγχυση της αλλη­
λουχίας, σε μια προβατίνα δέκτη. Το διαγονιδιακό αυτό 
αρνί αντιστοιχεί στο 3,45% των αρνιών που γεννήθηκαν, 
στο 0,4% των μεταφερθέντων εμβρύων και στο 0,26% των 
ωαρίων-ζυγωτών-εμβρΰων που συλλέχθηκαν. Ο μέσος α­
ριθμός των διαγονιδιακών παραγώγων ανά προβατίνα δό­
τη ήταν 0,02. Το σωματικό βάρος του αρνιού κατά τον το­
κετό ήταν 3,8 κιλά, η ανάπτυξη και η ενήβωση του ήταν 
φυσιολογική και κυοφορεί δυο έμβρυα. 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Η σύσταση του γάλακτος των παραγωγικών ζώων εί­
ναι δυνατό να τροποποιηθεί σημαντικά με την εισαγωγή 

ξένων αλληλουχιών DNA στο γονιδίωμα τους. Οι πρω­
τεΐνες του γάλακτος του προβάτου μπορούν να κωδικο­
ποιηθούν από ξένα γονίδια σε ποσοστό μεγαλύτερο του 
50%. Οι ξένες πρωτεΐνες παράγονται συμπληρωματικά 
και φαίνεται ότι δεν επηρεάζουν τη φυσιολογική σύστα­
ση του γάλακτος28. 

Όμως, παρά τις σημαντικές βελτιώσεις, οι οποίες έγι­
ναν τελευταία στις επί μέρους μεθόδους και τεχνικές που 
εφαρμόζει η διαγονιδιακή τεχνολογία, εξακολουθούν να 
υπάρχουν σημαντικοί ανασταλτικοί παράγοντες χρησιμο­
ποίησης διαγονιδιακών παραγωγικών ζώων για συνεχή 
και σταθερή παραγωγή των επιθυμητών ουσιών από το 
μαστικό τους αδένα. Τα προβλήματα αυτά εστιάζονται στο 
χαμηλό ποσοστό ενσωμάτωσης της ξένης αλληλουχίας 
DNA, στο μικρό αριθμό των παραγόμενων διαγονιδιακών 
ζώων και στη μη σταθερή μεταβίβαση της ξένης αλληλου­
χίας στους απογόνους διαγονιδιακών γεννητόρων28'29. 

Από τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης προκύ­
πτει ότι οι προβατίνες της φυλής Χίου ανταποκρίνονται 
στις υψηλές απαιτήσεις των προγραμμάτων παραγωγής 
διαγονιδιακών προβάτων19, σε ό,τι αφορά στο συγχρονι­
σμό του οίστρου (το 89,8% των προβατίνων δοτών εκδή­
λωσαν οίστρο στον επιθυμητό χρόνο), στην ανταπόκριση 
των ωοθηκών στην πρόκληση πολλαπλής ωοθυλακιορρη-
ξίας (12,7 ± 6,66 ωχρά σωμάτια ανά προβατίνα δότη) και 
στον αριθμό των κατάλληλων για μικροεπεμβάσεις ζυγω­
τών - εμβρύων (5,7 ± 4,27 ζυγωτά - έμβρυα ανά προβατίνα 
δότη). 

Η εκδήλωση του οίστρου των προβατίνων δοτών στον 
επιθυμητό χρόνο διευκόλυνε σημαντικά τη διενέργεια ό­
λων των επί μέρους εργασιών όπως είναι η ενδομήτρια 
Τ.Σ. και η συλλογή, οι μικροχειρισμοί και η μεταφορά των 
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εμβρύων. 

Η ποιότητα και το στάδιο εξέλιξης των ζυγωτών - εμ­
βρύων (το 62,3% των γονιμοποιημένων ωάριων βρισκό­
ταν στο στάδιο του ζυγωτοΰ και το 28,1% στο στάδιο του 
εμβρύου των δυο κυττάρων), καθώς και η επιτυχής μι­
κροέγχυση της γονιδιακής κατασκευής στο 89,6% των ζυ­
γωτών - εμβρύων είχαν ως αποτέλεσμα τη μεταφορά 5,12 
± 4,5 ζυγωτών - εμβρύων ανά προβατίνα δότη, αριθμός 
που κρίνεται ικανοποιητικός1922. 

Ο αριθμός των ζυγωτών - εμβρύων που εξελίχθηκαν 
μετά τη μεταφορά τους στις προβατίνες δέκτες (17,1 % την 
ήμερα 32-35) καθώς και ο αριθμός των αρνιών που γεν­
νήθηκαν (11,6%) είναι ανάλογος με όσα αναφέρονται στη 
διεθνή βιβλιογραφία611. 

Ο αριθμός των διαγονιδιακών αρνιών που γεννήθη­
καν παραμένει σε χαμηλά επίπεδα. Το ένα διαγονιδιακό 
αρνί αντιστοιχεί στο 3,45% των αρνιών που γεννήθηκαν, 
στο 0,40 των μεταφερθέντων ζυγωτών - εμβρύων, στο 
0,36% των εμβρύων που ήταν κατάλληλα για μικροέγχυ-
ση και στο 0,26% των συλλεχθέντων ωάριων - ζυγωτών -
εμβρύων. Για την παραγωγή του διαγονιδιακοΰ αρνιού 
χρησιμοποιήθηκαν 49 προβατίνες δότες (0,02 διαγονιδια-
κά αρνιά ανά δότη). 

Χαμηλά ποσοστά παραγωγής διαγονιδιακών προβά­
των αναφέρονται επίσης σε όλες τις ερευνητικές προσπά­
θειες, ανεξάρτητα από τη γονιδιακή δομή και το μέσο με­
ταφοράς της, καθώς και το έτος διεξαγωγής των πειρα­
ματισμών. 

Μετά από μικροέγχυση του γονίδιου της bGH και της 
hGH που πραγματοποίησαν οι Rexroad και συν. (1991) 
σε 247 και 171 ζυγωτά προβάτου γεννήθηκαν 42 (17%) 
και 16 (9,4%) αρνιά, από τα οποία τα 11 (4,45 %) και 4 
(2,3%) ήταν διαγονιδιακά και στα 3 (1,2%) και 2 (1,2%) 
αντίστοιχα εκφράσθηκαν τα ξένα γονίδια6. 

Στα πλαίσια ενός ευρέος προγράμματος παραγωγής 
ουσιών που επηρεάζουν την πήξη του αίματος του ανθρώ­
που οι Halter και συν. (1993) πραγματοποίησαν μικροέγ­
χυση των αλληλουχιών pPßLacFVIII, pPßLacFVIIIMtl 
και pPMtFVIII σε 613,73 και 57 ζυγωτά. Γεννήθηκαν 192 
(31,3%), 17 (23,3%) και 21 (36,8%) αρνιά αντιστοίχως, α­
πό τα οποία τα 2 (0,33%) έφεραν την αλληλουχία 
pPßLacFVIII και 1 (1,75%) τη γονιδιακή δομή 
pPMtFVIII19. 

Οι Clements και συν. (1994) πραγματοποίησαν μικρο­
έγχυση της αλληλουχίας DNA που περιλάμβανε την πε­
ριοχή U3 του γονιδίου που καθορίζει το φάκελο του ιοΰ 
Visna σε 300 ζυγωτά προβάτου. Από τα 87 (29%) αρνιά 
που γεννήθηκαν στα 3 (1%) διαπιστώθηκε ενσωμάτωση 
της ξένης αλληλουχίας13. 

Η αλληλουχία DNA που περιλάμβανε 14 kb p b a s l -
καζεΐνης - χυμοζίνης μεταφέρθηκε σε 68 ζυγωτά προβά­
του από τον Ernst και συν. (1995). Από τα 22 (32,4%) αρ­

νιά που γεννήθηκαν τα 2 (2,9%) ήταν διαγονιδιακά22. 

Μετά από μικροέγχυση της αλληλουχίας DNA της βα-
κτηριακής ακετυλοτρανσφεράσης (CAT) σε 364 ζυγωτά 
προβάτου από τους Damak και συν. (1996), γεννήθηκαν 
31 (8,5%) αρνιά από τα οποία τα 4 (1,1%) ήταν διαγονι­
διακά10. 

Οι Damak και συν. (1996) πραγματοποίησαν μικροέγ­
χυση της γονιδιακής κατασκευής oIGFl cDNA σε 591 ζυ­
γωτά προβάτου. Σε 2 (0,34%) από τα 5 (0,85%) διαγονι­
διακά αρνιά που γεννήθηκαν, διαπιστώθηκε έκφραση της 
ξένης γονιδιακής κστασκευής11. 

Το σωματικό βάρος γέννησης, η ανάπτυξη και η ανα­
παραγωγική ικανότητα της διαγονιδιακής αμνάδας που 
προέκυψε από τον πειραματισμό αυτό δεν επηρεάστηκαν 
από την ενσωμάτωση της γονιδιακής κατασκευής Ρ77 στο 
γονιδίωμά της. Η διαγονιδιακή αμνάδα κυοφορεί 2 έμ­
βρυα. Αναμένεται ο τοκετός, ώστε να διαπιστωθεί η έκ­
φραση της ξένης γονιδιακής κατασκευής στο μαστικό της 
αδένα. 

Ανάλογες αλληλουχίες DNA που αποτελούνταν από 
το γονίδιο της χυμοζίνης των βοοειδών και τμημάτων του 
προαγωγέα γονιδίου της a s l , καζεΐνης και 14kb p b a s l -
καζεΐνης - χυμοζίνης μεταφέρθηκαν επιτυχώς σε ζυγωτά 
κουνελιού21 και προβάτων φυλής Romanov22. Το γάλα που 
συλλέχθηκε από ένα διαγονιδιακό κουνέλι σε διάστημα 
42 ημερών περιείχε ποσότητα χυμοζίνης ικανής για την 
πήξη 10.000 kg γάλακτος αγελάδας21. Η ποσότητα χυμοζί­
νης που μπορεί να παραχθεί ανά έτος από ένα διαγονι­
διακό πρόβατο φυλής Romanov (μέση γαλακτοπαραγω­
γή 100 kg γάλακτος ανά γαλακτική περίοδο) εκτιμάται ότι 
θα ήταν ικανή για την παραγωγή 30.000 kg τυριού από γά­
λα αγελάδας22. Η ενδεχόμενη έκφραση της γονιδιακής κα­
τασκευής Ρ77 στο μαστικό αδένα των προβάτων της φυ­
λής Χίου αναμένεται να έχει ως αποτέλεσμα την παραγω­
γή πολλαπλάσιας ποσότητας χυμοζίνης, λόγω της υψηλής 
γαλακτοπαραγωγικής ικανότητας της φυλής. 

Στις παραπάνω εργασίες δε γίνεται αναφορά στις συ­
γκεντρώσεις της a s l καζεΐνης στο γάλα των κουνελιών και 
προβάτων. 

Τα συμπεράσματα της εργασίας αυτής συνοψίζονται 
στα εξής : 

• Οι προβατίνες της φυλής Χίου ανταποκρίνονται πο­
λύ ικανοποιητικά στις υψηλές απαιτήσεις των προγραμ­
μάτων παραγωγής διαγονιδιακών προβάτων. 

• Το πρώτο διαγονιδιακό αρνί φυλής Χίου που γεν­
νήθηκε στην Ελλάδα πλεονεκτεί έναντι των διαγονιδια­
κών προβάτων των άλλων φυλών, λόγω της υψηλής γαλα­
κτοπαραγωγικής ικανότητας της φυλής. 

• Απαιτούνται πολύπλευρες έρευνες για τη βελτίωση 
του τελικού ποσοστού παραγωγής διαγονιδιακών προβά­
των. 
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Οι ερευνητικές δραστηριότητες, οι οποίες επικεντρώ­

νονται τελευταία στην κλωνοποιηση διαγονιδιακών εμ­

βρύων και ζώων, στην ανίχνευση του ξένου γονίδιου σε 

έμβρυα πριν από τη μεταφορά τους και στη δημιουργία χι­

μαιρικών ατόμων με τη μεταφορά αρχέγονων γεννητικών 

κυττάρων διαγονιδιακών εμβρύων, αναμένεται να συμ­

βάλουν σημαντικά στην αύξηση του αριθμού των παραγό­

μενων διαγονιδιακών ζώων και στη βελτίωση της αποτε­

λεσματικότητας της διαγονιδιακής τεχνολογίας. 
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