
Wykorzystanie metod biotechnologii
rozrodu w zachowaniu
bioró¿norodnoœci zwierz¹t

Barbara Gajda, Zdzis³aw Smor¹g

Dzia³ Biotechnologii Rozrodu Zwierz¹t, Instytut Zootechniki,
Pañstwowy Instytut Badawczy, Balice k. Krakowa

Application of reproduction biotechnology methods in animal

biodiversity conservation

S u m m a r y

This article presents the potential and prospects for the use of selected re-
production biotechnology methods in animal biodiversity conservation pro-
grams. The first part focuses on biotechnological methods related to male re-
production such as artificial insemination, semen cryoconservation, sexing and
spermatozoa sorting. The second part discusses biotechnological methods re-
lated to female reproduction such as superovulation, in vitro production and
transfer of embryos, cryoconservation of oocytes and embryos, embryo sexing,
cloning and transgenesis.
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1. Wstêp

Bioró¿norodnoœæ to zró¿nicowanie wszystkich ¿ywych orga-
nizmów wystêpuj¹cych na Ziemi w ekosystemach l¹dowych,
morskich i s³odkowodnych, oraz w zespo³ach ekologicznych,
których s¹ czêœci¹ (1). Nie ma jednak ogólnie przyjêtej definicji
bioró¿norodnoœci, nie ma te¿ jednomyœlnoœci w kwestii oceny
zmian bioró¿norodnoœci. Wspó³czeœnie liczba gatunków zwie-
rz¹t, roœlin i mikroorganizmów wynosi prawdopodobnie ok. 10 mi-
lionów, a spoœród nich znanych jest jedynie ok. 1,7 miliona.
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Z jednej strony znanych jest prawie 40 tysiêcy gatunków bezkrêgowców i 250 tysiê-
cy gatunków roœlin wy¿szych, a z drugiej istnieje prawdopodobnie przesz³o milion
gatunków grzybów, kilka milionów owadów, spoœród których zidentyfikowanych
jest jedynie kilka procent.

Wed³ug organizacji ekologicznej World Conservation Union od 1500 r. na œwie-
cie wyginê³o ok. 800 gatunków zwierz¹t. Wed³ug World Watch List for Domestic
Animal Diversity skatalogowanych zosta³o 2719 ras zwierz¹t gospodarskich, spo-
œród nich liczebnoœæ populacji jest znana w 1433 rasach. Z tej liczby 390 ras (27%)
jest obecnie zagro¿onych wyginiêciem. Uwa¿a siê, ¿e oko³o 5% tych ras znika
w ci¹gu roku, oznacza to, ¿e przeciêtnie co tydzieñ ginie na œwiecie jedna rasa
zwierz¹t gospodarskich. W okresie ostatnich kilkudziesiêciu lat na œwiecie wyginê³o
ju¿ oko³o 620 ras zwierz¹t, g³ównie w Europie i na terenach by³ego ZSRR. Drama-
tyczna jest równie¿ sytuacja wielu wolno ¿yj¹cych gatunków ssaków (2).

Zachowanie bioró¿norodnoœci mo¿e byæ mierzone poprzez stan poszczególnych
gatunków, grup gatunków, b¹dŸ malej¹c¹ liczbê organizmów. G³ównymi zagro¿enia-
mi bioró¿norodnoœci s¹ w pierwszej kolejnoœci zmiany œrodowiska (g³ównie przez po-
wiêkszanie obszarów przeznaczonych pod uprawê oraz budowê miast i dróg), a po
drugie wprowadzanie do œrodowiska gatunków preferowanych przez cz³owieka. Samo
œrodowisko mo¿e byæ, jak wiadomo, niszczone zarówno przez cz³owieka, jak i naturê.

Wyginiêcie gatunku na Ziemi jest nieodwracaln¹ strat¹ w bioró¿norodnoœci, zni-
ka bowiem gatunek i kombinacja genów w nim zawarta. Tworzy siê zatem programy
ochrony gatunków zagro¿onych wyginiêciem. Ochrona bioró¿norodnoœci mo¿e byæ
realizowana metodami in situ, w sposób mniej lub bardziej naturalny, lub metodami
ex situ w celowo tworzonych oœrodkach o zdefiniowanych wymaganiach, gdzie
w pewnym zakresie wykorzystywane s¹ metody biotechnologii rozrodu.

W artykule przedstawiono wybrane metody biotechnologii rozrodu zwierz¹t,
które mog¹ lub bêd¹ mog³y byæ w przysz³oœci, po spe³nieniu okreœlonych warun-
ków, wykorzystane w zachowaniu bioró¿norodnoœci zwierz¹t. Metody te mo¿na po-
dzieliæ na zwi¹zane z rozrodem samców oraz samic.

2. Metody biotechnologiczne zwi¹zane z rozrodem samców

Do metod biotechnologicznych zwi¹zanych z rozrodem samców nale¿¹: sztucz-
na inseminacja, kriokonserwacja nasienia, oznaczanie p³ci i sortownie plemników.

2.1. Sztuczna inseminacja i kriokonserwacja nasienia

Metod¹ pozwalaj¹c¹ lepiej wykorzystaæ potencja³ rozrodczy samców jest sztucz-
ne unasienianie, a czynnikiem sprzyjaj¹cym praktycznemu wykorzystaniu metody
jest mo¿liwoœæ zamra¿ania plemników wiêkszoœci gatunków ssaków w temperatu-
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rze ciek³ego azotu. Spoœród ponad 50 gatunków zwierz¹t, których plemniki dotych-
czas zamro¿ono, nasienie buhaja okaza³o siê najbardziej podatne na kriokonserwa-
cjê, dziêki temu m.in. zakres stosowania sztucznej inseminacji byd³a jest najwiêkszy
i obejmuje ok. ¾ œwiatowego pog³owia. Skala stosowania sztucznego unasieniania
u pozosta³ych gatunków zwierz¹t gospodarskich, tj. owiec, œwiñ, koni, a tak¿e króli-
ków jest nieporównanie mniejsza. Dzieje siê tak zarówno z powodu istniej¹cych
wci¹¿ trudnoœci zwi¹zanych z konserwacj¹ nasienia, jak te¿ z powodu stosunkowo
niewielkiej wydajnoœci rozp³odowej samców tych gatunków.

Sztuczne unasienianie odegra³o i odgrywa, zw³aszcza w odniesieniu do byd³a
i œwiñ, bardzo du¿¹ rolê w genetycznym doskonaleniu zwierz¹t. Szacuje siê, ¿e
w ci¹gu ostatnich 30 lat, dziêki sztucznemu unasienianiu, nast¹pi³ dwukrotny
wzrost wydajnoœci mlecznej.

W hodowli œwiñ, pomimo pewnych mo¿liwoœci konserwacji nasienia knura
w stanie zamro¿onym, u¿ycie jego w praktyce jest bardzo ograniczone. Mro¿one
nasienie zosta³o wprowadzone na niewielk¹ skalê do sztucznego unasieniania loch
g³ównie w Stanach Zjednoczonych. Po³owa produkcji nasienia mro¿onego w USA
przeznaczona jest na eksport. W kilku innych krajach metoda ta s³u¿y g³ównie jako
sposób zabezpieczenia cennego materia³u genetycznego. W skali œwiatowej u¿ycie
nasienia mro¿onego knurów nie przekracza 1-2%.

Próby d³ugotrwa³ej konserwacji nasienia ogiera podejmowano ju¿ w latach piêæ-
dziesi¹tych XX w. Pierwsze Ÿrebiêta po inseminacji klaczy nasieniem mro¿onym
urodzi³y siê w Japonii w 1964 r. (3). Wkrótce potem nast¹pi³ rozwój zainteresowa-
nia inseminacj¹, szczególnie wœród hodowców koni sportowych. Nasienie ogierów
okaza³o siê jednak bardziej wra¿liwe na proces zamra¿ania-rozmra¿ania ni¿ nasie-
nie buhajów. Ponadto niektóre zwi¹zki hodowlane nie zaakceptowa³y w pe³ni tej
metody rozrodu. Z tych i innych powodów inseminacja koni nie jest tak powszech-
nie stosowana jak to ma miejsce w hodowli byd³a. Niemniej jednak w takich krajach
jak: USA, Finlandia, Niemcy, Francja, Holandia, Belgia, unasienianych jest oko³o
50-90% klaczy, w tym 1% nasieniem mro¿onym.

Pierwsze próby mro¿enia nasienia ogiera w Polsce zosta³y zapocz¹tkowane dziê-
ki inicjatywie profesora W³adys³awa Bielañskiego. W wyniku tych prób pod koniec
lat szeœædziesi¹tych ubieg³ego wieku urodzi³o siê w Polsce pierwsze Ÿrebiê po inse-
minacji nasieniem mro¿onym (4).

Metody sztucznej inseminacji i kriokonserwacji nasienia stosowane od dzie-
si¹tków lat w hodowli i rozrodzie zwierz¹t gospodarskich s¹ i bêd¹ z pewnoœci¹
nadal wykorzystywane w zachowaniu bioró¿norodnoœci zwierz¹t.

2.2. Oznaczanie p³ci i sortowanie plemników

Pewne znaczenie w realizacji programów zachowania bioró¿norodnoœci
zwierz¹t metod¹ in situ mo¿e mieæ regulacja p³ci potomstwa. Najlepszym rozwi¹za-
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niem problemu regulacji p³ci jest seksowanie plemników na drodze segregacji na-
sienia na frakcjê „mêsk¹” i „¿eñsk¹”. Od po³owy lat osiemdziesi¹tych ubieg³ego wie-
ku badania te koncentruj¹ siê na wykorzystaniu do tego celu cytometrii przep³ywo-
wej. W metodzie tej wykorzystuje siê ró¿nice w zawartoœci DNA wynosz¹ce od 3 do
4%, jakie wystêpuj¹ miêdzy plemnikami nios¹cymi chromosom X i Y (5).

W chwili obecnej seksowane nasienie buhaja jest ju¿ komercyjnie dostêpne
w niektórych krajach. Prace nad seksowaniem nasienia buhajów w Instytucie Zoo-
techniki podjêto w 2003 r., a w ich wyniku urodzi³o siê w pierwsze cielê po insemi-
nacji seksowanym nasieniem (6). W bie¿¹cym roku rozpoczêto równie¿ próby sek-
sowania nasienia ogiera.

Technika seksowania w odniesieniu do nasienia buhaja osi¹gnê³a poziom, dziêki
któremu przy spe³nieniu okreœlonych warunków mo¿e zapewniæ akceptowan¹ z prak-
tycznego punktu widzenia efektywnoœæ. Zachodzi zatem pytanie czy i w jaki sposób
technika ta mo¿e byæ wykorzystana do zachowania bioró¿norodnoœci zwierz¹t?

Wiadomo, ¿e g³ówn¹ przyczyn¹ redukcji bioró¿norodnoœci populacji zwierz¹t
gospodarskich jest wypieranie ras zwierz¹t mniej wydajnych przez rasy zwierz¹t
bardziej atrakcyjnych z hodowlanego i ekonomicznego punktu widzenia. Hodowla
cennych dla zachowania bioró¿norodnoœci, lecz mniej wydajnych ras nie wytrzymu-
je kryteriów rynkowych. Sytuacjê tê mog³oby w pewnym stopniu zmieniæ na lepsze
wykorzystanie mo¿liwoœci, jakie stwarza regulacja p³ci zwierz¹t poprzez u¿ycie sek-
sowanego nasienia. Dotyczy to zw³aszcza zachowawczych hodowli ras byd³a mlecz-
nego. Dziêki seksowanemu nasieniu proporcja p³ci rodz¹cego siê potomstwa mo-
g³aby przesun¹æ siê na korzyœæ samic, powoduj¹c tym samym poprawê wskaŸników
ekonomicznych takiej hodowli.

3. Metody biotechnologiczne zwi¹zane z rozrodem samic

Do metod biotechnologicznych zwi¹zanych z rozrodem samic nale¿¹: superowu-
lacja, pozaustrojowe uzyskiwanie i przenoszenie zarodków, kriokonserwacja oocy-
tów i zarodków, oznaczanie p³ci zarodków, klonowanie, transgeneza.

3.1. Superowulacja, pozaustrojowe uzyskiwanie i przenoszenie zarodków

Osi¹gniêcia endokrynologii rozrodu i embriologii stosowanej stworzy³y podsta-
wy lepszego wykorzystania potencja³u rozrodczego samic umo¿liwiaj¹c dziêki su-
perowulacji, zap³odnieniu in vitro i przenoszeniu zarodków sterowanie procesami
rozrodczymi samic w kierunku zwiêkszenia ich wydajnoœci rozrodczej i przyspiesze-
nia postêpu hodowlanego.

Metoda superowulacji stanowi podstawowe i niezbêdne ogniwo w programie
transplantacji zarodków. Aby metoda transplantacji zarodków spe³ni³a swoje zada-
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nie, samica-dawczyni powinna wyprodukowaæ wiêcej komórek jajowych, ni¿ to ma
miejsce w normalnym cyklu rujowym. Do wywo³ywania superowulacji u takich zwie-
rz¹t gospodarskich jak krowy, owce, kozy, œwinie czy króliki z powodzeniem u¿y-
wane s¹ gonadotropiny przysadkowe (FSH) lub pozaprzysadkowe (PMSG). G³ówne
czynniki wp³ywaj¹ce na efekty superowulacji to: rodzaj i iloœæ podawanych hormo-
nów gonadotropowych, metoda superowulacji, rasa, wiek i ¿ywienie zwierz¹t, pora
roku, sezon rozrodczy.

Transplantacja zarodków znalaz³a zastosowanie zarówno w badaniach nauko-
wych jak i w nowoczesnej hodowli. Technika transplantacji zarodków u byd³a stano-
wi ju¿ narzêdzie praktycznego oddzia³ywania na hodowlê tego gatunku.

Superowulacja, jak ju¿ wczeœniej zaznaczono, pozwala na uzyskanie zwielokrot-
nionej liczby zarodków w jednym cyklu rujowym. Jednak¿e mo¿liwoœci tej metody
nie s¹ w pe³ni satysfakcjonuj¹ce. St¹d te¿ zainteresowanie alternatywnymi do super-
owulacji metodami uzyskiwania zarodków, do których nale¿y pozaustrojowe uzy-
skiwanie zarodków. Uzyskiwanie zarodków ssaków w warunkach in vitro sk³ada siê
z 3 podstawowych etapów obejmuj¹cych: uzyskiwanie i dojrzewanie oocytów in vitro,
zap³odnienie pozaustrojowe i hodowlê zygot do stadium blastocysty. Procedury te
s¹ gatunkowo specyficzne i musz¹ byæ opracowywane oddzielnie dla ka¿dego ga-
tunku. Istnieje wiele czynników wp³ywaj¹cych na efektywnoœæ zap³odnienia poza-
ustrojowego, z których wa¿niejsze to: gatunek zwierzêcia, jakoœæ i dojrza³oœæ oocy-
tów, zdolnoœæ zap³adniaj¹ca kapacytowanych plemników i ich koncentracja, czas
wspólnej inkubacji gamet, temperatura zap³odnienia (7). Stosuj¹c metody poza-
ustrojowej produkcji zarodków uzyskano potomstwo u przesz³o 20 gatunków ssa-
ków. Osi¹gniêty dotychczas stopieñ zaawansowania w opracowywaniu technologii
u poszczególnych gatunków jest znacznie zró¿nicowany (7). U byd³a, zanotowano
w ostatnich latach znaczny postêp w opanowywaniu metod pozaustrojowego uzy-
skiwania zarodków i dziêki temu metoda ta jest ju¿ wykorzystywana w praktyce.
Przyczyni³a siê te¿ do tego mo¿liwoœæ przy¿yciowego wielokrotnego uzyskiwania
oocytów z jajnika tej samej krowy pod kontrol¹ USG (metoda OPU, ang. ovum pick
up). W 1999 r. w Instytucie Zootechniki uzyskano pierwsze cielê urodzone w wyniku
transplantacji zarodka przy wykorzystaniu kompleksowej metody pozaustrojowego
i przy¿yciowego uzyskiwania oocytu metod¹ OPU (8). Ocenia siê, ¿e metoda ta
mo¿e byæ od 2 do 3 razy bardziej efektywna od superowulacji.

3.2. Kriokonserwacja oocytów i zarodków

Wa¿n¹ z punktu widzenia zachowania bioró¿norodnoœci jest mo¿liwoœæ kriokon-
serwacji zarodków oraz mo¿liwoœæ ich przechowywania przez d³ugi czas. Nale¿y tutaj
postawiæ pytanie jak d³ugi? Z kriobiologicznego punktu widzenia w temperaturze po-
ni¿ej punktu eutektycznego, tj. od -65 do -75°C ustaj¹ wszystkie procesy zwi¹zane
z ruchem cz¹steczek. Jedynym powodem zmian przechowywanego w niskich tempera-
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turach materia³u biologicznego mog³yby byæ zmiany wynikaj¹ce z oddzia³ywania pro-
mieniowania naturalnego. Stwierdzono jednak, ¿e negatywne skutki tego oddzia³ywa-
nia mog³yby wyst¹piæ dopiero po up³ywie kilkudziesiêciu tysiêcy lat (9). Czas przecho-
wywania materia³u biologicznego w ciek³ym azocie jest zatem praktycznie nieograni-
czony i nie ma negatywnego wp³ywu na zachowanie jego ¿ywotnoœci.

W programach zachowania bioró¿norodnoœci kriokonserwacja materia³u gene-
tycznego mo¿e byæ wykorzystywana do nastêpuj¹cych celów:

– jako metoda pomocnicza w utrzymywaniu populacji zwierz¹t chronionych
¿yj¹cych na wolnoœci,

– rekonstrukcji ras – w przypadku ich zanikania lub istotnej redukcji liczby
zwierz¹t w danej rasie,

– tworzenia nowych linii lub ras – w przypadku ich zanikania (wygasania).
Jaki jest obecny stan zaawansowania metod kriokonserwacji oocytów i zarod-

ków ssaków? Od czasu uzyskania potomstwa myszy po transplantacji zamro¿onych
zarodków up³ynê³o ju¿ ponad 30 lat, nadal jednak wiele problemów kriokonserwa-
cji oocytów i zarodków ssaków nie uda³o siê rozwi¹zaæ (10). Wci¹¿ nie w pe³ni zado-
walaj¹cy poziom osi¹gnê³a kriokonserwacja zarodków niektórych gatunków ssa-
ków, na przyk³ad œwini, a w obrêbie tego samego gatunku czêsto bardzo zró¿nico-
wana jest podatnoœæ na kriokonserwacjê zarodków znajduj¹cych siê we wczeœniej-
szych stadiach rozwoju (11). Oddzielnym problemem jest kriokonserwacja oocytów
ssaków. Mimo zanotowanego w ostatnich latach postêpu (12), kriokonserwacja
oocytów ssaków wci¹¿ nie jest problemem rozwi¹zanym w stopniu umo¿liwiaj¹cym
jej praktyczne wykorzystanie (10).

W ostatnich kilkunastu latach rozwijana jest intensywnie witryfikacja jako meto-
da kriokonserwacji oocytów i zarodków (13-15). Stwarza ona nowe mo¿liwoœci krio-
konserwacji, ale jednoczeœnie posiada ograniczenia, które nie wystêpowa³y w przy-
padku stosowania konwencjonalnych metod zamra¿ania. W metodzie tej zestalanie
p³ynów odbywa siê nie na drodze krystalizacji, ale poprzez bardzo szybki wzrost
lepkoœci w trakcie sch³adzania. Metoda stanowi du¿e uproszczenie w stosunku do
konwencjonalnych sposobów zamra¿ania i z powodzeniem mo¿e byæ zastosowana
w warunkach terenowych. Rozpatruj¹c jej wykorzystanie w kontekœcie realizacji
programów bioró¿norodnoœci nale¿y to oceniæ jako du¿¹ zaletê.

Efektywnoœæ kriokonserwacji zarodków zale¿y od wielu czynników, z których
wa¿niejsze to: gatunek, stan fizjologiczny i stadium rozwoju zarodka, jakoœæ zarod-
ka, metoda kriokonserwacji oraz rodzaj u¿ytego zwi¹zku os³aniaj¹cego. Generalnie,
zarodki w stadium bardziej zaawansowanym charakteryzuj¹ siê wiêksz¹ podatnoœ-
ci¹ na kriokonserwacjê, zaœ optymalnym stadium kriokonserwowanego zarodka jest
morula-wczesna blastocysta.

Efektem prac nad kriokonserwacj¹ zarodków zwierz¹t gospodarskich prowadzo-
nych w Instytucie Zootechniki by³o m.in. urodzenie siê w 1988 r. pierwszych
w œwiecie jagni¹t (16) oraz pierwszego w Polsce cielêcia (17), a przed dwoma laty
tak¿e prosi¹t po przeniesieniu witryfikowanych zarodków (18).
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W ramach projektów zachowania ras rodzimych w Banku Materia³ów Genetycz-
nych Instytutu Zootechniki zgromadzono nasienie i zarodki byd³a rasy polskiej
czerwonej, owiec rasy: œwiniarka, olkuska, górska, romanowska, wrzosówka oraz
wyselekcjonowanych pod wzglêdem wybitnych cech u¿ytkowych i hodowlanych
królików rasy: bia³ej nowozelandzkiej, czerwonej nowozelandzkiej, bia³ej duñ-
skiej, czarnej alaski, bia³ej termondzkiej i szynszyla du¿ego (19).

Problematyk¹ wykorzystania kriokonserwacji izolowanego materia³u genetycz-
nego w programach zachowania bioró¿norodnoœci w Europie zajmuje siê grupa
specjalistów z ró¿nych krajów prowadz¹c prace w ramach organizacji Europej-
skich Zasobów Genetycznych Zwierz¹t Gospodarskich (ERFP) bêd¹cej czêœci¹ œwia-
towej sieci Genetycznych Zasobów Zwierzêcych (AnGR) przy FAO. Rezultatem do-
tychczasowych wysi³ków tej grupy jest przygotowanie opracowania pt. Guidelines
for Constitution of National Cryopreservation Programmes for Farm Animals. European
Regional Focal Point For Animal Genetic Resources (20).

3.3. Oznaczanie p³ci zarodków

Mo¿liwoœæ praktycznego znaczenia stosowania metod regulacji p³ci w pro-
gramach zachowania bioró¿norodnoœci zosta³a ju¿ wczeœniej omówiona, pod-
czas prezentacji metody seksowania plemników. Jest oczywiste, ¿e mo¿liwoœæ
sterowania p³ci¹ na poziomie plemników jest z praktycznego punktu widzenia
o wiele wa¿niejsza ni¿ sama tylko mo¿liwoœæ wyboru zarodków o okreœlonej
p³ci. Mimo bowiem znacznie wiêkszych mo¿liwoœci uzyskiwania zarodków zwie-
rz¹t gospodarskich, a zw³aszcza byd³a, dziêki metodom superowulacji oraz za-
p³odnieniu in vitro, wyprodukowanie jednego zarodka wi¹¿e siê wci¹¿ ze znacz-
nymi kosztami.

Istniej¹ca obecnie metoda molekularna oznaczania p³ci zarodków polega na
identyfikacji odcinka DNA, specyficznego dla chromosomu Y, przy u¿yciu reakcji
PCR (21). Zalet¹ tej metody jest mo¿liwoœæ u¿ycia bardzo ma³ych iloœci materia³u
genetycznego, teoretycznie wystarczy 1 komórka do oznaczenia p³ci zarodka.
W próbach, w których DNA pochodzi od osobnika p³ci mêskiej widoczny jest
w œwietle UV fragment DNA w postaci pr¹¿ka o d³ugoœci 301 par zasad. W pró-
bach, w których DNA pochodzi od osobnika ¿eñskiego brak jest pr¹¿ka na tej
d³ugoœci. Metoda PCR umo¿liwia oznaczanie p³ci zarodków w stadium od 2 komó-
rek do wylêg³ej blastocysty (22). Metody molekularne pozwalaj¹ na oznaczenie
p³ci zarodków z wysokim prawdopodobieñstwem. Niemniej jednak zastosowanie
ich w programach zachowania bioró¿norodnoœci bêdzie przypuszczalnie ograni-
czone.
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3.4. Klonowanie

Klonowanie jest technik¹, która umo¿liwia reprodukcjê ssaków metodami po-
zap³ciowymi i otrzymywanie genetycznie identycznych osobników. Uzyskanie
w 1996 r. Dolly (23), klonu owcy, by³o wydarzeniem prze³omowym nie tylko w bio-
technologii zwierz¹t. Klonowanie somatyczne wyodrêbni³o siê wówczas jako nowy
kierunek badañ i wkrótce sta³o siê jedn¹ z najbardziej prê¿nie rozwijaj¹cych siê
dziedzin biotechnologii rozrodu. Chocia¿ efektywnoœæ klonowania somatycznego
jest ci¹gle bardzo niska i nie przekracza 1-2% urodzonych zwierz¹t to jednak
w ci¹gu ostatnich lat sklonowano wiele gatunków ssaków takich jak: krowa, owca,
koza, œwinia, królik, kot, mysz. Przedstawiona lista wci¹¿ siê wyd³u¿a. Dla genetycz-
nego doskonalenia zwierz¹t metoda klonowania jest ma³o przydatna, gdy¿ redukuje
zmiennoœæ populacji bêd¹cej tego doskonalenia warunkiem. Klonowanie umo¿liwia
powielanie zwierz¹t o szczególnej wartoœci genetycznej i u¿ytkowej.

Nale¿y postawiæ pytanie, jakie s¹ mo¿liwoœci wykorzystania klonowania w rato-
waniu gin¹cych ras i gatunków ssaków, a nawet w restytucji gatunków ju¿ wy-
mar³ych? Przyk³adem zastosowania klonowania somatycznego do ratowania jednej
ze skrajnie zagro¿onych ras byd³a by³o sklonowanie ostatniej ¿yj¹cej krowy „Lady”
rasy Enderby Island (EI) (24). Rasa ta wywodzi siê z byd³a typu shorthorn, sprowa-
dzonego w XIX w. na wyspê Enderby Island, nale¿¹c¹ obecnie do Nowej Zelandii.
W 2002 r. dwie sklonowane krowy po pokryciu buhajem (uzyskanym metod¹ IVF)
rasy EI urodzi³y zdrowe cielêta. Obecnie populacja rasy EI liczy 7 osobników. Prowa-
dzone s¹ próby uzyskania kolejnych osobników tej rasy poprzez klonowanie.

Pomyœlnie równie¿ sklonowano krowê pochodz¹c¹ z prymitywnej rodzimej ko-
reañskiej rasy HanWoo (25).

Klonowanie somatyczne zagro¿onych wyginiêciem ras zwierz¹t gospodarskich
zwi¹zane jest z wieloma trudnoœciami wynikaj¹cymi m.in. z niskiej efektywnoœci tej
technologii. Trudnoœci te w odniesieniu do zagro¿onych wyginiêciem dzikich gatun-
ków ssaków s¹ o wiele wiêksze. Powodem tego jest z jednej strony s³abo poznana
fizjologia rozrodu dzikich zwierz¹t, z drugiej zaœ brak mo¿liwoœci uzyskiwania
oocytów oraz przeszczepiania zrekonstruowanych zarodków. Dlatego te¿, jak siê
wydaje, jedynym rozwi¹zaniem jest miêdzygatunkowe klonowanie somatyczne.
W tym typie klonowania j¹dra komórek somatycznych (g³ównie fibroblasty skóry)
pobrane od dzikiego zwierzêcia metod¹ biopsji s¹ przeszczepiane do enukleowa-
nych oocytów uzyskanych od samic blisko spokrewnionego gatunku udomowione-
go lub od samic spokrewnionego powszechnie wystêpuj¹cego gatunku dzikiego,
którego rozród jest dobrze poznany. Pierwsz¹ udan¹ prób¹ miêdzygatunkowego
klonowania somatycznego by³o sklonowanie gaura (26), osobnika z gatunku za-
gro¿onego wyginiêciem. Oocyty uzyskano od krów, a zrekonstruowane zarodki
przeszczepiono do krów-biorczyñ. Urodzone cielê nazwane Noe ¿y³o tylko kilka
dni. Przypuszczaln¹ przyczyn¹ jego œmierci, jak s¹dz¹ autorzy uzyskanego klonu,
by³a powa¿na infekcja, a nie czynniki zwi¹zane z procedur¹ klonowania miêdzyga-
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tunkowego. Uzyskany klon gaura jest dowodem, ¿e miêdzygatunkowe klonowanie
somatyczne mo¿e byæ stosowane w programach zachowania bioró¿norodnoœci.

W rok po narodzinach gaura doniesiono o sklonowaniu muflona, ¿yj¹cego
w ma³ej populacji na Sardynii i Korsyce (27). Sklonowano równie¿ osobnika banten-
ga. Jest to gatunek dzikiego byd³a ¿yj¹cego na Jawie. Podejmowane s¹ równie¿ pró-
by sklonowania górskiej odmiany antylopy bongo, kozy bucardo, dziko ¿yj¹cych ga-
tunków kotów oraz azjatyckiego geparda, pandy wielkiej i australijskiego torbacza
wombat (cyt. 2).

Klonowanie zagro¿onych ras czy gatunków ssaków budzi zarówno nadzieje, jak
i obawy, wœród których najczêœciej podawany jest argument, ¿e ograniczaæ mo¿e
w istotny sposób genetyczn¹ ró¿norodnoœæ ras i gatunków. Mo¿e ono odegraæ, jak
siê wydaje, istotn¹ rolê w programach ich ratowania. Zapocz¹tkowano ju¿ na œwie-
cie program gromadzenia zamro¿onych wycinków tkanek z mo¿liwie najwiêkszej
liczby osobników zagro¿onych gatunków, co pozwoli stworzyæ genetyczn¹ rezerwê
tych gatunków umo¿liwiaj¹c w przysz³oœci ich rekonstrukcjê. W Polsce, w Zak³adzie
Embriologii Doœwiadczalnej Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierz¹t w Jastrzêbcu
rozpoczêto tworzenie kolekcji linii komórkowych wyprowadzonych z tkanek za-
gro¿onych gatunków Bovidae i Cervidae, jak równie¿ z tkanek rodzimych ras zwie-
rz¹t gospodarskich, które znajduj¹ siê na liœcie zagro¿onych (2).

3.5. Transgeneza

Transgeneza jest dziedzin¹ biotechnologii zwierz¹t maj¹c¹ du¿e mo¿liwoœci
wp³ywu na zmianê genomu zwierzêcia czyli modyfikacjê genomu poprzez wprowa-
dzenie nowej informacji genetycznej. Sta³o siê to mo¿liwe dziêki postêpowi badañ,
jaki osi¹gniêto w dziedzinie biologii molekularnej oraz embriologii. Metody biologii
molekularnej da³y mo¿liwoœæ przygotowania konstrukcji genowych odpowiedzial-
nych za wiele cech zwierz¹t. Od strony embriologicznej na pocz¹tku lat osiemdzie-
si¹tych ubieg³ego wieku opracowano natomiast technikê wprowadzania genów do
genomu wczesnych zarodków zwierz¹t. Opanowanie techniki wprowadzania genów
do genomu zaowocowa³o m.in. uzyskaniem transgenicznych myszy, którym wszcze-
piono gen hormonu wzrostu szczura (28). Udane eksperymenty na myszach da³y im-
puls do prowadzenia prac z zakresu transgenezy na du¿ych zwierzêtach. W wielu
oœrodkach naukowych podejmowane s¹ próby zmiany t¹ metod¹ cech u¿ytkowych
zwierz¹t gospodarskich, takich jak wiêksze przyrosty masy cia³a, lepsze wykorzysta-
nie paszy, mniejsza zawartoœæ t³uszczu czy wiêksza odpornoœæ na choroby. Prace
z zakresu transgenezy prowadzone s¹ równie¿ w Instytucie Zootechniki. Celem mo-
dyfikacji transgenicznych by³o m.in. uzyskanie nowych bia³ek w mleku, uzyskanie
w³aœciwoœci bakteriostatycznych mleka czy te¿ uzyskanie transgenicznych œwiñ
z genem ludzkiej fukozylotransferazy. Badania zaowocowa³y uzyskaniem transge-
nicznych królików, kóz, œwiñ i byd³a (29-31), a tak¿e transgenicznego knurka ze
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zmodyfikowanym systemem immunologicznym w celu wykorzystania narz¹dów do
ksenotransplantacji u cz³owieka (32). S¹dzi siê, ¿e najwiêksze znaczenie metoda
transgenezy mieæ bêdzie w uzyskiwaniu transgenicznych zwierz¹t z jednej strony
bêd¹cych swoistymi fabrykami leków, z drugiej zaœ ¿ywymi bankami tkanek i na-
rz¹dów wykorzystywanych do przeszczepu u ludzi (33).

Zachodzi pytanie czy mo¿na wykorzystaæ transgenezê w programach zachowa-
nia bioró¿norodnoœci zwierz¹t? Transgeneza jako metoda jest, jak siê wydaje,
sprzeczna z celami, jakie przyœwiecaj¹ programom zachowania bioró¿norodnoœci.
Byæ mo¿e nie musi to dotyczyæ na przyk³ad zmian, jakie mo¿emy uzyskaæ na drodze
transgenezy w zakresie poprawy zdrowia zwierz¹t.

Reasumuj¹c, mo¿na zak³adaæ, ¿e wiêkszoœæ prezentowanych metod biotechno-
logicznych jest i bêdzie w przysz³oœci wykorzystywanych w programach bioró¿no-
rodnoœci realizowanych zarówno metodami in situ, jak i ex situ. W przypadku krio-
konserwacji gamet, zarodków i komórek somatycznych wykorzystanie ich jest
i przypuszczalnie równie¿ w przysz³oœci bêdzie najszersze. Takie metody jak regula-
cja p³ci, transgeneza czy klonowanie bêd¹, jak siê wydaje, znajdowaæ równie¿ zasto-
sowanie w programach zachowania bioró¿norodnoœci, w miarê jak ich efektywnoœæ
bêdzie wzrastaæ.
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