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Artykuł przeglądowy	 Review

Początek rozwoju biotechnologii rozrodu koni 
datuje się na 1898 r., w którym pojawiło się pierw-
sze oficjalne doniesienie o  skutecznej inseminacji 
klaczy (24). Od tego czasu nastąpił znaczący postęp 
w rozwoju technik wspomaganego rozrodu koni, ale 
niewspółmiernie mały w stosunku do innych gatunków 
zwierząt gospodarskich. Ma to związek z szeregiem 
barier gatunkowych charakterystycznych dla koni: 
specyficzną budową jajnika i brakiem możliwości wy-
wołania superowulacji, a co za tym idzie – ograniczo-
nym dostępem do oocytów, zaburzeniami dojrzewania 
oocytów w warunkach in vitro oraz kapsułą zarodkową 
uniemożliwiająca manipulacje na zarodkach. Jednak 
pomimo tych ograniczeń hodowcy koni są zaintereso-
wani wdrożeniem nowoczesnych metod wspomagania 
rozrodu do praktyki hodowlanej ze względu na duże 
korzyści materialne płynące z posiadania wybitnych 
koni sportowych. Hodowcy chcą jednocześnie wyko-
rzystywać wybitne konie w  sporcie i  uzyskiwać od 
nich maksymalną liczbę potomstwa, co bez ingerencji 
metod biotechnologicznych jest trudne do osiągnięcia. 
Obecnie najpopularniejsze i  najszerzej wykorzysty-
wane w praktyce hodowlanej metody wspomaganego 
rozrodu to inseminacja, zarówno nasieniem świeżym, 
jak i mrożonym, oraz transplantacja zarodków świe-
żych lub przechowywanych krótkotrwale.

Technologie związane z produkcją zarodków koń-
skich in vitro rozwinęły się dopiero w ostatnich latach, 
w momencie, gdy podobne techniki u innych gatunków 
zwierząt osiągnęły znaczący postęp i  znalazły już 
zastosowanie w praktyce na szeroką skalę. Obecnie 
trwają prace nad optymalizacją warunków pozaustro-
jowej produkcji zarodków na drodze zapłodnienia 
wspomaganego (ICSI) oraz na drodze klonowania 
somatycznego. Dopracowywane są metody kriokon-
serwacji oocytów i  zarodków oraz ich diagnostyki 
genetycznej.

Inseminacja i seksowanie nasienia
Najbardziej rozpowszechnioną techniką wspo-

magania rozrodu jest inseminacja. W  hodowli koni 
inseminacaja od wielu lat jest stosowana na szeroką 
skalę, jednakże nowym wyzwaniem jest inseminacja 
dawkami nasienia o  obniżonej liczbie plemników. 
Główną przyczyną podejmowania badań nad insemina-
cją małymi dawkami jest chęć uzyskiwania potomstwa 
o określonej płci po zastosowaniu nasienia seksowa-
nego. Procedura sortowania plemników przy pomocy 
cytometru przepływowego jest bardzo czasochłonna 
i nie pozwala na uzyskanie dużych dawek inseminacyj-
nych w krótkim czasie (15 mln plemników/godzinę), 
co wymusza opracowanie skutecznych metod inse-
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minacji obniżoną liczbą plemników. Obecnie udaje 
się uzyskiwać ok. 37% zaźrebień dzięki inseminacji 
histeroskopowej swieżym nasieniem sortowanym 
przy użyciu dawki 5 mln plemników. Przy użyciu 
nasienia sortowanego, mrożonego odsetek zaźrebień 
drastycznie spada do ok. 13% (35). Mimo dużego za-
interesowania hodowców koni inseminacją nasieniem 
seksowanym, technika ta wymaga optymalizacji w za-
kresie procedury sortowania plemników, konserwacji 
nasienia sortowanego i inseminacji (35, 36).

Zapłodnienie in vitro
Pierwsze doniesienie o uzyskaniu zarodka końskiego 

po zapłodnieniu in vitro pojawiło się w 1989 r. Oocyty 
dojrzałe in vitro zostały przeniesione do jajowodu 
klaczy, a następnie klacz została zainseminowana i po 
7 dniach przeprowadzono płukanie macicy. Uzyskano 
w ten sposób zarodki w stadium blastocysty (49). Do 
dnia dzisiejszego na świat przyszło tylko dwoje źrebiąt 
po klasycznym zapłodnieniu in vitro (IVF – in vitro 
fertilization) przy wykorzystaniu oocytów pobranych 
z  pęcherzyków przedowulacyjnych, a  nie oocytów 
poddanych dojrzewaniu in vitro (4, 40). Przypuszcza 
się, że przyczyną niepowodzeń mogą być zaburzenia 
podczas dojrzewania in vitro oocytów. Około 40-70% 
oocytów klaczy osiąga metafazę II po dojrzewaniu in 
vitro, podczas gdy oocyty świń, krów czy kóz osiągają 
metafazę II aż w 90%, (21). Ponadto osłonka przejrzy-
sta ulega specyficznym zmianom podczas hodowli in 
vitro, utrudniając penetrację plemników.

Z powodu niezadowalających wyników klasycznego 
zapłodnienia (IVF) u  koni rozpoczęto wprowadzać 
techniki zapłodnienia wspomaganego. Li i wsp. (33) 
przeprowadzili szereg prób polegających na drążeniu 
otworów w  osłonce przejrzystej. Oocyty pobierano 
od klaczy przyżyciowo metodą OPU (ovum pick-up), 
a następnie poddano je hodowli in vitro. Uzyskano 79% 
zapłodnionych oocytów, spośród których 455 rozwi-
nęło się do stadium moruli, a 185 osiągnęło stadium 
blastocysty. Pomimo tak obiecujących wyników nie 
transplantowano żadnego zarodka do klaczy biorczyni 
i nie określono dalszej żywotności i rozwoju zarodków. 
Pewnym przełomem w produkcji in vitro zarodków 
końskich okazało się zastosowanie metody wspoma-
ganego zapłodnienia metodą ICSI (inracytoplasmic 
sperm injection), która doprowadziła do narodzin kil-
kunastu źrebiąt (11, 18, 19, 22, 33, 43). Większość ciąż 
po ICSI uzyskano transplantując wczesne zarodki do 
jajowodów klaczy biorczyń (5, 31, 38). We Włoszech 
Lazzari i wsp. (32) przeprowadzili bardzo istotne dla 
praktyki hodowlanej doświadczenie. Wykazali, że 
dzięki technice docytoplazmatycznej mikroiniekcji 
plemnika możliwe jest wykorzystywanie w rozrodzie 
ogierów, które posiadają nasienie bardzo złej jakości, 
słabo ruchliwe, z uszkodzonymi lub martwymi plem-
nikami.

Ostatnio zaczęto upatrywać w zapłodnieniu wspo-
maganym (ICSI) szansy na uzyskanie potomstwa 
o  pożądanej płci po użyciu nasienia sortowanego 
(seksowanego). W 2008 r. Colleoni wsp. (12) podjęli 

Ryc. 1. Zarodki końskie uzyskane w warunkach in vitro (ICSI): A – zarodek 2-blastomerowy, B – zarodek 6-blastomerowy, 
C – zarodek w stadium moruli (fot. J. Kochan, A. Migdał)

Ryc. 2. Zarodki końskie pozyskane in vivo w stadium blastocysty: A – zarodek 7-dniowy, B – zarodek 8-dniowy, C – zarodek 
9-dniowy (fot. D. Panzani, A. Migdał)
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próbę przeprowadzenia ICSI z  użyciem mrożonego 
nasienia sortowanego. Uzyskano sześć blastocyst, 
spośród których po transplantacji do klaczy biorczyń 
stwierdzono 4 ciąże. Mimo tak obiecujących wyni-
ków odsetek rozwijających się zarodków po użyciu 
sortowanego nasienia był dużo niższy niż przy użyciu 
nasienia, które nie jest poddawane skomplikowanej 
procedurze „seksowania” (20% vs. 70%).

Obecnie hodowla in vitro zarodków końskich jest 
prowadzona w  atmosferze 5% CO2 w  pożywkach: 
TCM 199, Dulbeco Modified Essencial Medium 
(DMEM), DMEM F/12, Menezo B2, G1.2 (2, 8, 19, 33)  
lub w atmosferze z podwyższonym poziomem azotu 
(90%) w pożywce DMEM F/12, SOF – syntetyczny 
płyn jajowodowy (syntetic oviduct fluid) (20). Hodowle 
zarodków końskich mogą być dodatkowo uzupełniane 
dodatkiem np. komórek granulozy (33, 34), komórek 
epitelium jajowodu (3) czy trofoblastu (9), jednakże 
bez względu na rodzaj pożywki przeciętny odsetek 
blastocyst wyhodowanych w  warunkach pozaustro-
jowych waha się na poziomie 15-30%. Porównując 
zarodki końskie produkowane in vitro z zarodkami in 
vivo stwierdzono mniejszą liczbę i gorszą jakość bla-
stomerów oraz wyższy stopień apoptozy w przypadku 
zarodków uzyskanych in vitro (22). Siedmiodniowe 
zarodki in vitro były mniejsze, posiadały mniej komó-
rek i były bardziej zwarte niż zarodki uzyskane in vivo 
w tym samym wieku. Ponadto blastocysty posiadały 
mniejszy lub zapadnięty blastocel. Obserwacje te są 
porównywalne z doświadczeniami na zarodkach by-
dlęcych (17, 18).

Transfer gamet do jajowodu  
– GIFT (gamete intafallopian trasfer)

Brak zadowalających wyników zapłodnienia in 
vitro doprowadził do opracowania pośredniej metody 
zapłodnienia oocytów w jajowodzie klaczy biorczyni. 
Oocyty pozyskane z pęcherzyków przedowulacyjnych 
mogą zostać bezpośrednio wprowadzone do jajo-
wodów biorczyni lub jeżeli pochodzą z  mniejszych 
pęcherzyków, mogą zostać poddane dojrzewaniu in 
vitro, a  następnie umieszczone w  jajowodzie. Przy 
wykorzystaniu oocytów dojrzewających in vitro 
uzyskano aż 82% ciąż, natomiast po oocytach doj-
rzewających in vivo zaledwie 27% przy inseminacji 
nasieniem świeżym (6). Po transferze oocytów do 
jajowodu należy zainseminować klacz domacicznie, 
a  w  przypadku, kiedy nasienie jest niskiej jakości, 
można je umieścić bezpośrednio w jajowodzie razem 
z oocytem w okolicy bańki jajowodu. W przypadku 
inseminacji dojajowodowej należy odwirować plazmę 
nasienia. Kapacytacja plemników nie jest konieczna 
ani w  inseminacji dojajowodowej, ani domacicznej,  
co dowodzi, że plemniki są zdolne do przejścia pro-
cesu kapacytacji po umieszczeniu ich bezpośrednio 
w jajowodzie (6, 13, 14), deponowanie w jajowodzie 
nasienia schłodzonego lub mrożonego daje jednak 
bardzo niski odsetek ciąż (25%, 8%) (13). Mimo to 

metoda transferu oocytów stanowi alternatywę dla 
nieefektywnego zapłodnienia in vitro i daje możliwość 
uzyskania potomstwa od klaczy z obniżoną płodnością.

Klonowanie zarodkowe i somatyczne
W związku z brakiem możliwości wywołania super-

owulacji u klaczy już w latach 70. zaczęto poszukiwać 
metod zwiększenia liczby zarodków przeznaczonych 
do embriotrasferu. Do tego celu wykorzystano metodę 
klonowania zarodkowego poprzez bisekcję blastocy-
sty. Początkowo podejmowane próby kończyły się 
niepowodzeniami ze względu na kapsułę zarodkową, 
której uszkodzenie podczas zabiegu prowadziło do 
śmierci zarodka. Dopiero wykorzystanie do bisekcji 
zarodków 6-dniowych, które nie posiadały w  pełni 
wykształconej kapsuły, zakończyło się sukcesem (1).

W ciągu ostatniego dziesięciolecia nastąpił znaczący 
postęp w uzyskiwaniu zarodków końskich na drodze 
klonowania somatycznego. Otworzyło to przed hodow-
cami nieograniczone możliwości powielania najcen-
niejszego materiału genetycznego. W 2003 r. w USA 
przyszły na świat pierwsze sklonowane koniowate. 
Były to trzy muły urodzone w wyniku rekonstrukcji 
oocytów za pomocą komórek somatycznych uzyska-
nych z 45-dniowego płodu (48). Natomiast pierwszym 
sklonowanym koniem była klacz Prometea urodzona 
we Włoszech pod koniec 2003 r. Do uzyskania jednego 
klonu w tym przypadku wykorzystano 300 zrekonstru-
owanych oocytów, z czego zaledwie 14 rozwinęło się 
do stadium morula/blastocysta. Dwa z nich transplan-
towano do klaczy, od której uzyskano komórki soma-
tyczne, tak więc klacz „Prometea” urodziła „swojego 
własnego klona” (20). Sukcesem zakończyło się rów-
nież klonowanie wałacha „Pieraz”, jednego z trzydzie-
stu tzw. koni wszechczasów, wielokrotnego zwycięzcy 
najtrudniejszych rajdów długodystansowych, którego 
ojcem był polski ogier janowskiej hodowli „Pierścień” 
z linii Kuhailan. Pieraz został wykastrowany w wieku 
2 lat, a jego komórki zostały poddane kriokonserwacji 
i  zdeponowane w  banku komórek. Z  226 komórek 
użytych do klonowania uzyskano 34 zarodki, które 
transplantowano do 12 klaczy biorczyń, uzyskując 
3 ciąże, z których jedna zakończyła się urodzeniem 
ogierka „Pieraz 2” (45). Obecnie na świecie tylko kilka 
laboratoriów zajmuje się tą procedurą, uzyskując ok. 
26% żywo urodzonych źrebiąt w stosunku do transfe-
rowanych zrekonstruowanych oocytów.

Kriokonserwacja oocytów
Rozwój nowoczesnych technik wspomagania roz-

rodu uwarunkowany jest dostępem do dużej liczby 
gamet, dostępność do oocytów klaczy jest jednak ogra-
niczona ze względu na brak możliwości wywołania 
superowulacji. Opracowanie efektywnych metod krio-
konserwacji oocytów daje możliwość magazynowania 
większej liczby gamet, transportu oocytów na duże 
odległości, użycia ich w dowolnym terminie, tworzenia 
rezerw genetycznych. Przełomem w  badaniach nad 
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kriokonserwacją oocytów ssaków okazało się wprowa-
dzenie metod szybkiego zamrażania, czyli witryfikacji, 
której główną zaletą jest wyeliminowanie tworzenia 
się kryształków lodu, głównej przyczyny uszkodzeń 
komórek podczas zamrażania. Dodatkowo, kluczowe 
okazało się zmniejszenie do minimum objętości mie-
szaniny witryfikacyjnej, co wpłynęło dodatkowo na 
skrócenie czasu schładzania. Przeprowadzenie procesu 
witryfikacji przy minimalnej objętości mieszaniny 
witryfikacyjnej stało się możliwe dzięki zastąpieniu 
tradycyjnych słomek takimi narzędziami, jak: OPS 
(open pulled staws), Cryoloop, Cryotop, Microdrops 
itp. (7, 16, 37, 39, 41, 47).

W przypadku koni metody tradycyjnej kriokonser-
wacji „slow freezing” nie przyniosły oczekiwanych 
rezultatów ze względu na niskie wskaźniki przeży-
walności oocytów podczas mrożenia w  standardo-
wych słomkach. Dopiero w 2002 r. udało się uzyskać 
pierwsze źrebię, wykorzystując do zapłodnienia in 
vitro oocyty pozyskane in vivo i poddane procesowi 
witryfikacji, a następnie transferowane do jajowodu 
(37). Od tamtej pory jedynie kilka ośrodków na świe-
cie jest w stanie sporadycznie uzyskiwać źrebięta po 
zapłodnieniu in vitro oocytów poddanych wcześniej 
procesowi witryfikacji. W  związku z  tym, w  przy-
padku koni metody witryfikacji oocytów wymagają 
dopracowania i uzyskania przekonujących wyników 
umożliwiających wdrożenie do praktyki hodowlanej.

Kriokonserwacja zarodków
Pierwsze ciąże po witryfikacji zarodków koni uzy-

skano w 1994 r. (26). Badania ostatnich 20 lat dopro-
wadziły do rozwoju nowych metod kriokonserwacji 
w minimalnych objętościach mieszanin witryfikacyj-
nych, które znacznie zmniejszyły negatywne skutki 
działania niskich temperatur poprzez skrócenie czasu 
schładzania (28, 30). Dzisiaj stosowane są ultraszyb-
kie metody witryfikacji zarodków koni takie jak: OPS 
(open pulled straw), Cryoloop, Cryotop, Rapid-I (15, 
23, 30, 38, 39, 46).

Badania nad kriokonserwacją zarodków koni sku-
piają się obecnie nad poprawą efektywności mrożenia 
zarodków większych niż 300 µm. Zarodki poniżej 
300  µm średnicy są w  fazie moruli lub wczesnej 
blastocysty i dobrze znoszą proces kriokonserwacji. 
Zarodki w tych stadiach należy pozyskiwać w 6. dniu 
po owulacji, co niesie ryzyko, że będą zbyt małe i trud-
ne do odszukania, lub że nie zeszły jeszcze do macicy 
i płukanie może być nieefektywne. Optymalnym mo-
mentem płukania macicy w celu pozyskania zarodka 
jest dzień 7., 8. po owulacji, jednakże zarodki w tych 
dniach mają już dużo większą średnicę, ich blasto-
cel wypełniony jest dużą ilością płynu i są otoczone 
w pełni wykształconą kapsułą zarodkową (44). Uważa 
się, iż kapsuła zarodkowa ogranicza wnikanie krio-
protektorów do wnętrza zarodka, a duża ilość płynu 
w blastocelu wydłuża tempo schładzania, co skutkuje 
słabą przeżywalnością zarodków. Hochi i wsp. (26) 

uzyskali sześć ciąż z ośmiu witryfikowanych zarod-
ków mniejszych niż 300 µm, ale tylko dwie z ośmiu 
zarodków większych niż 300 µm. Rozwiązania tego 
problemu zaczęto szukać w  nakłuwaniu blastocyst 
w celu zmniejszenia ilości płynu, jednakże podczas 
nakłucia dochodzi do przerwania ciągłości kapsuły 
zarodkowej, co często skutkuje śmiercią zarodka. 
Obecnie rozwiązanie tego problemu stanowi jedno 
z  największych wyzwań w  badaniach nad biotech-
nologicznymi metodami wspomagania rozrodu koni.

Diagnostyka genetyczna zarodków
W 2009 r. opublikowano pełny genom konia domo-

wego i wskazano w nim geny związane z 40 choro-
bami koni oraz ponad 20 genów odpowiadających za 
fenotyp (10). Od tamtego czasu podejmowano liczne 
próby pobrania blastomerów z wczesnych zarodków 
w celu przeprowadzenia ich diagnostyki genetycznej 
(8, 25, 27). Opracowanie efektywnych metod wczesnej 
diagnostyki genetycznej daje hodowcom możliwość 
uzyskania potomstwa wolnego od chorób warunko-
wanych genetycznie, o pożądanej płci, umaszczeniu 
i dowolnie wybranych cechach. Stosując różne techniki 
pobierania biopsji zarodków przy użyciu mikroostrzy 
lub mikropipet uzyskiwano wyniki ok. 50% ciąż po 
transferze zarodków bezpośrednio po biopsjach (8, 
42). Problemem okazało się przechowywanie zarod-
ków do czasu uzyskania wyników analizy genetycznej 
pobranych blastomerów oraz poddawanie biopsjom 
zarodków powyżej 300 µm średnicy z w pełni wy-
kształconą kapsułą zarodkową. Świeże zarodki po 
biopsji mogą być przechowywane przez 7-10 godzin 
bez znaczącego wpływu na odsetek uzyskanych ciąż, 
jednakże jest to bardzo krótki czas na wykonanie peł-
nych analiz genetycznych, szczególnie jeżeli nie mogą 
one być wykonane w  tym samym laboratorium (8). 
Próbowano rowiązać ten problem, poddając zarodki po 
biopsjach procesowi kriokonserwacji, jednak do dnia 
dzsiejszego nie uzyskano satysfakcjonujących rezulta-
tów. Dotychczas udało się określić optymalną wielkość 
zarodków oraz minimalną liczbę blastomerów niezbęd-
nych do przeprowadzenia analiz genetycznych bez 
obniżenia kompetencji rozwojowych zarodka. Według 
Seidla (42) i wsp., zarodki mniejsze niż 300 µm podda-
ne biopsjom zachowują swoje kompetencje rozwojowe 
na takim samym poziomie, jak zarodki nie poddane 
biopsji, natomiast zarodki powyżej 300 µm średnicy 
poddane biopsjom, dają bardzo niski odsetek ciąż po 
transferze w porównaniu do zarodków takich samych  
rozmiarów nie poddanych żadnym manipulacjom.

Nowoczesne metody wspomagania rozrodu otwiera-
ją przed hodowcami koni ogromne możliwości, takie 
jak: uzyskiwanie potomstwa od osobników z obniżoną 
płodnoścą lub w skarajnych przypadkach od osobni-
ków niepłodnych, uzyskiwanie potomstwa o  pożą-
danych cechach oraz magazynowanie i  dystrybucję 
gamet i zarodków. Mimo obiecujących wyników wielu 
badań konieczne jest zintensyfikowanie prac nad opty-
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malizacją metod pozaustrojowej produkcji zarodków 
(załodnienie in vitro, klonowanie), kriokonserwacją 
gamet i zarodków, ich diagnostyką genetyczną oraz 
inseminacją seksowanym nasieniem.
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