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Summary

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. Wstep

Bior6éznorodnosc¢ to zréznicowanie wszystkich zywych orga-
nizmoéw wystepujacych na Ziemi w ekosystemach lagdowych,
morskich i stodkowodnych, oraz w zespofach ekologicznych,
ktorych sg czescia (1). Nie ma jednak ogolnie przyjetej definicji
bior6znorodnosci, nie ma tez jednomyslnosci w kwestii oceny
zmian bioréznorodnosci. Wspolczesnie liczba gatunkéow zwie-
rzat, roslin i mikroorganizméw wynosi prawdopodobnie ok. 10 mi-
lionéw, a sposréd nich znanych jest jedynie ok. 1,7 miliona.
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Z jednej strony znanych jest prawie 40 tysiecy gatunkow bezkregowcéw i 250 tysie-
cy gatunkow roslin wyzszych, a z drugiej istnieje prawdopodobnie przeszio milion
gatunkow grzybow, kilka milionéw owadow, sposrod ktérych zidentyfikowanych
jest jedynie kilka procent.

Wedtug organizacji ekologicznej World Conservation Union od 1500 r. na Swie-
cie wygineto ok. 800 gatunkéw zwierzat. Wedlug World Watch List for Domestic
Animal Diversity skatalogowanych zostato 2719 ras zwierzat gospodarskich, spo-
$rod nich liczebnos$¢ populacji jest znana w 1433 rasach. Z tej liczby 390 ras (27%)
jest obecnie zagrozonych wyginieciem. Uwaza sie, ze okoto 5% tych ras znika
w ciggu roku, oznacza to, ze przecietnie co tydzien ginie na $wiecie jedna rasa
zwierzat gospodarskich. W okresie ostatnich kilkudziesieciu lat na Swiecie wygineto
juz okoto 620 ras zwierzat, gtownie w Europie i na terenach bytego ZSRR. Drama-
tyczna jest rowniez sytuacja wielu wolno zyjgcych gatunkéw ssakow (2).

Zachowanie bior6znorodnosci moze by¢ mierzone poprzez stan poszczego6lnych
gatunkow, grup gatunkéw, badz malejacg liczbe organizméw. Giéwnymi zagrozenia-
mi bior6znorodnosci sg w pierwszej kolejnosci zmiany srodowiska (gtéwnie przez po-
wiekszanie obszaréw przeznaczonych pod uprawe oraz budowe miast i drég), a po
drugie wprowadzanie do srodowiska gatunkéw preferowanych przez cztowieka. Samo
srodowisko moze by¢, jak wiadomo, niszczone zaréwno przez czlowieka, jak i nature.

Wyginiecie gatunku na Ziemi jest nieodwracalng stratg w bior6znorodnosci, zni-
ka bowiem gatunek i kombinacja genéw w nim zawarta. Tworzy sie zatem programy
ochrony gatunkow zagrozonych wyginieciem. Ochrona bioré6znorodnos$ci moze by¢
realizowana metodami in situ, w sposéb mniej lub bardziej naturalny, lub metodami
ex situ w celowo tworzonych osrodkach o zdefiniowanych wymaganiach, gdzie
w pewnym zakresie wykorzystywane sa metody biotechnologii rozrodu.

W artykule przedstawiono wybrane metody biotechnologii rozrodu zwierzat,
ktore moga lub beda mogly by¢é w przysztosci, po spetnieniu okreslonych warun-
kéw, wykorzystane w zachowaniu bior6znorodnosci zwierzat. Metody te mozna po-
dzieli¢ na zwigzane z rozrodem samcéw oraz samic.

2. Metody biotechnologiczne zwigzane z rozrodem samcéw
Do metod biotechnologicznych zwigzanych z rozrodem samcéw naleza: sztucz-
na inseminacja, kriokonserwacja nasienia, oznaczanie ptci i sortownie plemnikéw.
2.1. Sztuczna inseminacja i kriokonserwacja nasienia
Metoda pozwalajacg lepiej wykorzystac potencjat rozrodczy samcéw jest sztucz-

ne unasienianie, a czynnikiem sprzyjajagcym praktycznemu wykorzystaniu metody
jest mozliwo$¢ zamrazania plemnikéw wiekszos$ci gatunkéw ssakow w temperatu-
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rze cieklego azotu. Sposréd ponad 50 gatunkéw zwierzat, ktorych plemniki dotych-
czas zamrozono, nasienie buhaja okazato sie najbardziej podatne na kriokonserwa-
cje, dzieki temu m.in. zakres stosowania sztucznej inseminacji bydta jest najwiekszy
i obejmuje ok. ¥4 Swiatowego pogtowia. Skala stosowania sztucznego unasieniania
u pozostatych gatunkéw zwierzat gospodarskich, tj. owiec, $win, koni, a takze kréli-
kéw jest nieporoéwnanie mniejsza. Dzieje sie tak zaréwno z powodu istniejacych
wcigz trudnosci zwigzanych z konserwacja nasienia, jak tez z powodu stosunkowo
niewielkiej wydajnosci rozptodowej samcow tych gatunkow.

Sztuczne unasienianie odegralo i odgrywa, zwlaszcza w odniesieniu do bydta
i $win, bardzo duza role w genetycznym doskonaleniu zwierzat. Szacuje sie, ze
w ciggu ostatnich 30 lat, dzieki sztucznemu unasienianiu, nastapit dwukrotny
wzrost wydajno$ci mleczne;j.

W hodowli $win, pomimo pewnych mozliwosci konserwacji nasienia knura
w stanie zamrozonym, uzycie jego w praktyce jest bardzo ograniczone. Mrozone
nasienie zostalo wprowadzone na niewielkg skale do sztucznego unasieniania loch
gtownie w Stanach Zjednoczonych. Potowa produkgcji nasienia mrozonego w USA
przeznaczona jest na eksport. W kilku innych krajach metoda ta stuzy gtéwnie jako
sposéb zabezpieczenia cennego materiafu genetycznego. W skali Swiatowej uzycie
nasienia mrozonego knuréw nie przekracza 1-2%.

Proby diugotrwalej konserwacji nasienia ogiera podejmowano juz w latach pie¢-
dziesigtych XX w. Pierwsze Zrebieta po inseminacji klaczy nasieniem mrozonym
urodzity sie w Japonii w 1964 r. (3). Wkrotce potem nastgpit rozwoj zainteresowa-
nia inseminacja, szczegélnie wsrod hodowcow koni sportowych. Nasienie ogierow
okazato sie jednak bardziej wrazliwe na proces zamrazania-rozmrazania niz nasie-
nie buhajow. Ponadto niektére zwiazki hodowlane nie zaakceptowaly w pelni tej
metody rozrodu. Z tych i innych powodéw inseminacja koni nie jest tak powszech-
nie stosowana jak to ma miejsce w hodowli bydta. Niemniej jednak w takich krajach
jak: USA, Finlandia, Niemcy, Francja, Holandia, Belgia, unasienianych jest okoto
50-90% klaczy, w tym 1% nasieniem mrozonym.

Pierwsze proby mrozenia nasienia ogiera w Polsce zostaly zapoczgtkowane dzie-
ki inicjatywie profesora Wiladystawa Bielanskiego. W wyniku tych préb pod koniec
lat sze$¢dziesigtych ubiegtego wieku urodzito sie w Polsce pierwsze Zrebie po inse-
minacji nasieniem mrozonym (4).

Metody sztucznej inseminacji i kriokonserwacji nasienia stosowane od dzie-
sigtkow lat w hodowli i rozrodzie zwierzat gospodarskich sg i beda z pewnoS$cia
nadal wykorzystywane w zachowaniu bior6znorodnosci zwierzat.

2.2. Oznaczanie pici i sortowanie plemnikéw

Pewne znaczenie w realizacji programéw zachowania bioréznorodnosci
zwierzat metoda in situ moze miec regulacja plci potomstwa. Najlepszym rozwiaza-

BIOTECHNOLOGIA 4 (79) 55-65 2007 57



Barbara Gajda, Zdzistaw Smorag

niem problemu regulacji plci jest seksowanie plemnikéw na drodze segregacji na-
sienia na frakcje ,meska” i ,,zenska”. Od polowy lat osiemdziesigtych ubiegtego wie-
ku badania te koncentrujg sie na wykorzystaniu do tego celu cytometrii przeplywo-
wej. W metodzie tej wykorzystuje sie roznice w zawarto$ci DNA wynoszgce od 3 do
4%, jakie wystepuja miedzy plemnikami niosgcymi chromosom X i Y (5).

W chwili obecnej seksowane nasienie buhaja jest juz komercyjnie dostepne
w niektorych krajach. Prace nad seksowaniem nasienia buhajéw w Instytucie Zoo-
techniki podjeto w 2003 r., a w ich wyniku urodzilo sie w pierwsze ciele po insemi-
nacji seksowanym nasieniem (6). W biezgcym roku rozpoczeto réwniez proby sek-
sowania nasienia ogiera.

Technika seksowania w odniesieniu do nasienia buhaja osiggneta poziom, dzieki
ktoremu przy spetnieniu okreslonych warunkéw moze zapewnic akceptowang z prak-
tycznego punktu widzenia efektywnos$¢. Zachodzi zatem pytanie czy i w jaki sposob
technika ta moze by¢ wykorzystana do zachowania bioréznorodnosci zwierzat?

Wiadomo, ze gléwna przyczyng redukcji bior6znorodnosci populacji zwierzat
gospodarskich jest wypieranie ras zwierzat mniej wydajnych przez rasy zwierzat
bardziej atrakcyjnych z hodowlanego i ekonomicznego punktu widzenia. Hodowla
cennych dla zachowania bior6znorodnosci, lecz mniej wydajnych ras nie wytrzymu-
je kryteriow rynkowych. Sytuacje te mogioby w pewnym stopniu zmienic na lepsze
wykorzystanie mozliwosci, jakie stwarza regulacja ptci zwierzat poprzez uzycie sek-
sowanego nasienia. Dotyczy to zwlaszcza zachowawczych hodowli ras bydta mlecz-
nego. Dzieki seksowanemu nasieniu proporcja plici rodzacego sie potomstwa mo-
gltaby przesungc sie na korzys$¢ samic, powodujac tym samym poprawe wskaznikéw
ekonomicznych takiej hodowli.

3. Metody biotechnologiczne zwigzane z rozrodem samic

Do metod biotechnologicznych zwigzanych z rozrodem samic nalezg: superowu-
lacja, pozaustrojowe uzyskiwanie i przenoszenie zarodkéw, kriokonserwacja oocy-
tow i zarodkéw, oznaczanie pici zarodkéw, klonowanie, transgeneza.

3.1. Superowulacja, pozaustrojowe uzyskiwanie i przenoszenie zarodkéw

Osiggniecia endokrynologii rozrodu i embriologii stosowanej stworzyty podsta-
wy lepszego wykorzystania potencjalu rozrodczego samic umozliwiajac dzieki su-
perowulacji, zapfodnieniu in vitro i przenoszeniu zarodkéw sterowanie procesami
rozrodczymi samic w kierunku zwiekszenia ich wydajnosci rozrodczej i przyspiesze-
nia postepu hodowlanego.

Metoda superowulacji stanowi podstawowe i niezbedne ogniwo w programie
transplantacji zarodkéw. Aby metoda transplantacji zarodkow spetnita swoje zada-
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nie, samica-dawczyni powinna wyprodukowac¢ wiecej komorek jajowych, niz to ma
miejsce w normalnym cyklu rujowym. Do wywotywania superowulacji u takich zwie-
rzat gospodarskich jak krowy, owce, kozy, swinie czy kroliki z powodzeniem uzy-
wane s3 gonadotropiny przysadkowe (FSH) lub pozaprzysadkowe (PMSG). Giéwne
czynniki wptywajace na efekty superowulacji to: rodzaj i ilo§¢ podawanych hormo-
noéw gonadotropowych, metoda superowulacji, rasa, wiek i zywienie zwierzat, pora
roku, sezon rozrodczy.

Transplantacja zarodkéw znalazla zastosowanie zaré6wno w badaniach nauko-
wych jak i w nowoczesnej hodowli. Technika transplantacji zarodkéw u bydta stano-
wi juz narzedzie praktycznego oddziatywania na hodowle tego gatunku.

Superowulacja, jak juz wcze$niej zaznaczono, pozwala na uzyskanie zwielokrot-
nionej liczby zarodkéw w jednym cyklu rujowym. Jednakze mozliwosci tej metody
nie sg w pelni satysfakcjonujace. Stad tez zainteresowanie alternatywnymi do super-
owulacji metodami uzyskiwania zarodkéw, do ktorych nalezy pozaustrojowe uzy-
skiwanie zarodkéw. Uzyskiwanie zarodkow ssakow w warunkach in vitro sktada sie
z 3 podstawowych etapow obejmujacych: uzyskiwanie i dojrzewanie oocytow in vitro,
zaptodnienie pozaustrojowe i hodowle zygot do stadium blastocysty. Procedury te
sg gatunkowo specyficzne i muszg by¢ opracowywane oddzielnie dla kazdego ga-
tunku. Istnieje wiele czynnikéw wptywajgcych na efektywnos$¢ zaptodnienia poza-
ustrojowego, z ktorych wazniejsze to: gatunek zwierzecia, jako$¢ i dojrzato$¢ oocy-
tow, zdolnos¢ zaptadniajgca kapacytowanych plemnikéw i ich koncentracja, czas
wspolnej inkubacji gamet, temperatura zapfodnienia (7). Stosujagc metody poza-
ustrojowej produkcji zarodkéw uzyskano potomstwo u przeszio 20 gatunkéw ssa-
kéw. Osiagniety dotychczas stopien zaawansowania w opracowywaniu technologii
u poszczegolnych gatunkéw jest znacznie zréznicowany (7). U bydta, zanotowano
w ostatnich latach znaczny postep w opanowywaniu metod pozaustrojowego uzy-
skiwania zarodkéw i dzieki temu metoda ta jest juz wykorzystywana w praktyce.
Przyczynita sie tez do tego mozliwo$¢ przyzyciowego wielokrotnego uzyskiwania
oocytéw z jajnika tej samej krowy pod kontrolg USG (metoda OPU, ang. ovum pick
up). W 1999 r. w Instytucie Zootechniki uzyskano pierwsze ciele urodzone w wyniku
transplantacji zarodka przy wykorzystaniu kompleksowej metody pozaustrojowego
i przyzyciowego uzyskiwania oocytu metodg OPU (8). Ocenia sie, ze metoda ta
moze by¢ od 2 do 3 razy bardziej efektywna od superowulagji.

3.2. Kriokonserwacja oocytow i zarodkéw

Wazna z punktu widzenia zachowania bior6znorodnosci jest mozliwos$¢ kriokon-
serwagji zarodkow oraz mozliwosc¢ ich przechowywania przez diugi czas. Nalezy tutaj
postawi¢ pytanie jak dtugi? Z kriobiologicznego punktu widzenia w temperaturze po-
nizej punktu eutektycznego, tj. od -65 do -75°C ustajg wszystkie procesy zwiazane
z ruchem czasteczek. Jedynym powodem zmian przechowywanego w niskich tempera-
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turach materiafu biologicznego moglyby by¢ zmiany wynikajace z oddziatywania pro-
mieniowania naturalnego. Stwierdzono jednak, ze negatywne skutki tego oddziatywa-
nia moglyby wystapi¢ dopiero po uptywie kilkudziesieciu tysiecy lat (9). Czas przecho-
wywania materiafu biologicznego w cieklym azocie jest zatem praktycznie nieograni-
czony i nie ma negatywnego wplywu na zachowanie jego zywotnosci.

W programach zachowania bioréznorodnosci kriokonserwacja materiatu gene-
tycznego moze by¢ wykorzystywana do nastepujacych celow:

— jako metoda pomocnicza w utrzymywaniu populacji zwierzat chronionych
zyjacych na wolnosci,

— rekonstrukcji ras — w przypadku ich zanikania lub istotnej redukgcji liczby
zwierzat w danej rasie,

— tworzenia nowych linii lub ras — w przypadku ich zanikania (wygasania).

Jaki jest obecny stan zaawansowania metod kriokonserwacji oocytéow i zarod-
kéw ssakow? Od czasu uzyskania potomstwa myszy po transplantacji zamrozonych
zarodkow uptyneto juz ponad 30 lat, nadal jednak wiele probleméw kriokonserwa-
¢ji oocytow i zarodkow ssakow nie udato sie rozwigzac (10). Wcigz nie w petfni zado-
walajacy poziom osiggneta kriokonserwacja zarodkéw niektérych gatunkéw ssa-
kéw, na przyktad $wini, a w obrebie tego samego gatunku czesto bardzo zr6znico-
wana jest podatno$¢ na kriokonserwacje zarodkéw znajdujgcych sie we wczesniej-
szych stadiach rozwoju (11). Oddzielnym problemem jest kriokonserwacja oocytow
ssakow. Mimo zanotowanego w ostatnich latach postepu (12), kriokonserwacja
oocytéw ssakoéw wciaz nie jest problemem rozwigzanym w stopniu umozliwiajgcym
jej praktyczne wykorzystanie (10).

W ostatnich kilkunastu latach rozwijana jest intensywnie witryfikacja jako meto-
da kriokonserwacji oocytéw i zarodkow (13-15). Stwarza ona nowe mozliwosci krio-
konserwacji, ale jednoczes$nie posiada ograniczenia, ktore nie wystepowaty w przy-
padku stosowania konwencjonalnych metod zamrazania. W metodzie tej zestalanie
ptynéw odbywa sie nie na drodze krystalizacji, ale poprzez bardzo szybki wzrost
lepkosci w trakcie schtadzania. Metoda stanowi duze uproszczenie w stosunku do
konwencjonalnych sposobéw zamrazania i z powodzeniem moze by¢ zastosowana
w warunkach terenowych. Rozpatrujac jej wykorzystanie w kontekscie realizacji
programow bioréznorodnosci nalezy to oceni¢ jako duzg zalete.

Efektywnos$¢ kriokonserwacji zarodkéw zalezy od wielu czynnikéw, z ktérych
wazniejsze to: gatunek, stan fizjologiczny i stadium rozwoju zarodka, jako$¢ zarod-
ka, metoda kriokonserwacji oraz rodzaj uzytego zwigzku ostaniajacego. Generalnie,
zarodki w stadium bardziej zaawansowanym charakteryzujg sie wiekszg podatnos-
cig na kriokonserwacje, za$ optymalnym stadium kriokonserwowanego zarodka jest
morula-wczesna blastocysta.

Efektem prac nad kriokonserwacja zarodkéw zwierzat gospodarskich prowadzo-
nych w Instytucie Zootechniki bylo m.in. urodzenie sie w 1988 r. pierwszych
w Swiecie jagniat (16) oraz pierwszego w Polsce cielecia (17), a przed dwoma laty
takze prosiagt po przeniesieniu witryfikowanych zarodkow (18).
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W ramach projektow zachowania ras rodzimych w Banku Materiatow Genetycz-
nych Instytutu Zootechniki zgromadzono nasienie i zarodki bydla rasy polskiej
czerwonej, owiec rasy: $winiarka, olkuska, gérska, romanowska, wrzosé6wka oraz
wyselekcjonowanych pod wzgledem wybitnych cech uzytkowych i hodowlanych
krolikéw rasy: biatej nowozelandzkiej, czerwonej nowozelandzkiej, biatej dun-
skiej, czarnej alaski, bialej termondzkiej i szynszyla duzego (19).

Problematyka wykorzystania kriokonserwacji izolowanego materiatu genetycz-
nego w programach zachowania bior6znorodnosci w Europie zajmuje sie grupa
specjalistow z roéznych krajéow prowadzac prace w ramach organizacji Europej-
skich Zasobéw Genetycznych Zwierzat Gospodarskich (ERFP) bedacej cze$cig Swia-
towej sieci Genetycznych Zasobow Zwierzecych (AnGR) przy FAO. Rezultatem do-
tychczasowych wysitkéw 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 plci zarodkow

Mozliwo$¢ praktycznego znaczenia stosowania metod regulacji ptci w pro-
gramach zachowania bioréznorodnosci zostata juz wcze$niej omoéwiona, pod-
czas prezentacji metody seksowania plemnikéw. Jest oczywiste, ze mozliwos¢
sterowania plcig na poziomie plemnikéw jest z praktycznego punktu widzenia
o wiele wazniejsza niz sama tylko mozliwo$¢ wyboru zarodkéw o okreslonej
ptci. Mimo bowiem znacznie wiekszych mozliwo$ci uzyskiwania zarodkéw zwie-
rzat gospodarskich, a zwtaszcza bydta, dzieki metodom superowulacji oraz za-
ptodnieniu in vitro, wyprodukowanie jednego zarodka wigze sie wcigz ze znacz-
nymi kosztami.

Istniejaca obecnie metoda molekularna oznaczania plci zarodkéw polega na
identyfikacji odcinka DNA, specyficznego dla chromosomu Y, przy uzyciu reakcji
PCR (21). Zaletg tej metody jest mozliwo$¢ uzycia bardzo matych ilo$ci materiatu
genetycznego, teoretycznie wystarczy 1 komoérka do oznaczenia pici zarodka.
W prébach, w ktérych DNA pochodzi od osobnika pici meskiej widoczny jest
w Swietle UV fragment DNA w postaci prazka o dtugosci 301 par zasad. W pro-
bach, w ktorych DNA pochodzi od osobnika zenskiego brak jest prazka na tej
dtugosci. Metoda PCR umozliwia oznaczanie ptci zarodkow w stadium od 2 komo-
rek do wylegtej blastocysty (22). Metody molekularne pozwalajg na oznaczenie
plci zarodkow z wysokim prawdopodobienstwem. Niemniej jednak zastosowanie
ich w programach zachowania bioré6znorodnosci bedzie przypuszczalnie ograni-
czone.
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3.4. Klonowanie

Klonowanie jest technika, ktéra umozliwia reprodukcje ssakéw metodami po-
zaptciowymi i otrzymywanie genetycznie identycznych osobnikéw. Uzyskanie
w 1996 r. Dolly (23), klonu owcy, byto wydarzeniem przetomowym nie tylko w bio-
technologii zwierzat. Klonowanie somatyczne wyodrebnifo sie wowczas jako nowy
kierunek badan i wkrotce stalo sie jedng z najbardziej preznie rozwijajacych sie
dziedzin biotechnologii rozrodu. Chociaz efektywnos¢ klonowania somatycznego
jest ciggle bardzo niska i nie przekracza 1-2% urodzonych zwierzat to jednak
w ciggu ostatnich lat sklonowano wiele gatunkéw ssakow takich jak: krowa, owca,
koza, $winia, krélik, kot, mysz. Przedstawiona lista wciaz sie wydiuza. Dla genetycz-
nego doskonalenia zwierzat metoda klonowania jest mato przydatna, gdyz redukuje
zmienno$¢ populacji bedacej tego doskonalenia warunkiem. Klonowanie umozliwia
powielanie zwierzat o szczegélnej wartosci genetycznej i uzytkowe;j.

Nalezy postawi¢ pytanie, jakie s3 mozliwosci wykorzystania klonowania w rato-
waniu gingcych ras i gatunkow ssakow, a nawet w restytucji gatunkow juz wy-
martych? Przyktadem zastosowania klonowania somatycznego do ratowania jednej
ze skrajnie zagrozonych ras bydta bylo sklonowanie ostatniej zyjacej krowy ,Lady”
rasy Enderby Island (EI) (24). Rasa ta wywodzi sie z bydfa typu shorthorn, sprowa-
dzonego w XIX w. na wyspe Enderby Island, nalezacg obecnie do Nowej Zelandii.
W 2002 r. dwie sklonowane krowy po pokryciu buhajem (uzyskanym metodg IVF)
rasy El urodzity zdrowe cieleta. Obecnie populacja rasy El liczy 7 osobnikow. Prowa-
dzone sa préoby uzyskania kolejnych osobnikoéw tej rasy poprzez klonowanie.

Pomyslnie rowniez sklonowano krowe pochodzaca z prymitywnej rodzimej ko-
reanskiej rasy HanWoo (25).

Klonowanie somatyczne zagrozonych wyginieciem ras zwierzat gospodarskich
zwigzane jest z wieloma trudno$ciami wynikajgcymi m.in. z niskiej efektywnosci tej
technologii. Trudnosci te w odniesieniu do zagrozonych wyginieciem dzikich gatun-
kéw ssakow sa o wiele wieksze. Powodem tego jest z jednej strony stabo poznana
fizjologia rozrodu dzikich zwierzat, z drugiej za$ brak mozliwosci uzyskiwania
oocytow oraz przeszczepiania zrekonstruowanych zarodkéw. Dlatego tez, jak sie
wydaje, jedynym rozwigzaniem jest miedzygatunkowe klonowanie somatyczne.
W tym typie klonowania jadra komoérek somatycznych (gtéwnie fibroblasty skory)
pobrane od dzikiego zwierzecia metoda biopsji sa przeszczepiane do enukleowa-
nych oocytéw uzyskanych od samic blisko spokrewnionego gatunku udomowione-
go lub od samic spokrewnionego powszechnie wystepujacego gatunku dzikiego,
ktorego rozréd jest dobrze poznany. Pierwsza udang probg miedzygatunkowego
klonowania somatycznego bylo sklonowanie gaura (26), osobnika z gatunku za-
grozonego wyginieciem. Oocyty uzyskano od kréw, a zrekonstruowane zarodki
przeszczepiono do krow-biorczyn. Urodzone ciele nazwane Noe zyto tylko kilka
dni. Przypuszczalng przyczyng jego Smierci, jak sadzg autorzy uzyskanego klonu,
byta powazna infekcja, a nie czynniki zwiazane z procedurg klonowania miedzyga-
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tunkowego. Uzyskany klon gaura jest dowodem, ze miedzygatunkowe klonowanie
somatyczne moze by¢ stosowane w programach zachowania bior6znorodnosci.

W rok po narodzinach gaura doniesiono o sklonowaniu muflona, zyjgcego
w matej populacji na Sardynii i Korsyce (27). Sklonowano réwniez osobnika banten-
ga. Jest to gatunek dzikiego bydta zyjacego na Jawie. Podejmowane sg réwniez pro-
by sklonowania gorskiej odmiany antylopy bongo, kozy bucardo, dziko zyjacych ga-
tunkéw kotéw oraz azjatyckiego geparda, pandy wielkiej i australijskiego torbacza
wombat (cyt. 2).

Klonowanie zagrozonych ras czy gatunkéw ssakéow budzi zaréwno nadzieje, jak
i obawy, wérod ktorych najcze$ciej podawany jest argument, ze ograniczaé moze
w istotny sposéb genetyczna ré6znorodnos¢ ras i gatunkéw. Moze ono odegrac, jak
sie wydaje, istotng role w programach ich ratowania. Zapoczatkowano juz na $wie-
cie program gromadzenia zamrozonych wycinkéw tkanek z mozliwie najwiekszej
liczby osobnikéw zagrozonych gatunkoéw, co pozwoli stworzy¢ genetyczng rezerwe
tych gatunkéw umozliwiajac w przysztosci ich rekonstrukcje. W Polsce, w Zakladzie
Embriologii Doswiadczalnej Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierzat w Jastrzebcu
rozpoczeto tworzenie kolekgji linii komérkowych wyprowadzonych z tkanek za-
grozonych gatunkéw Bovidae i Cervidae, jak rowniez z tkanek rodzimych ras zwie-
rzat gospodarskich, ktore znajduja sie na liScie zagrozonych (2).

3.5. Transgeneza

Transgeneza jest dziedzing biotechnologii zwierzat majgcg duze mozliwos$ci
wplywu na zmiane genomu zwierzecia czyli modyfikacje genomu poprzez wprowa-
dzenie nowej informacji genetycznej. Stato sie to mozliwe dzieki postepowi badan,
jaki osiggnieto w dziedzinie biologii molekularnej oraz embriologii. Metody biologii
molekularnej daty mozliwo$¢ przygotowania konstrukcji genowych odpowiedzial-
nych za wiele cech zwierzat. Od strony embriologicznej na poczatku lat osiemdzie-
sigtych ubiegtego wieku opracowano natomiast technike wprowadzania genéw do
genomu wczesnych zarodkow zwierzat. Opanowanie techniki wprowadzania genow
do genomu zaowocowato m.in. uzyskaniem transgenicznych myszy, ktérym wszcze-
piono gen hormonu wzrostu szczura (28). Udane eksperymenty na myszach daly im-
puls do prowadzenia prac z zakresu transgenezy na duzych zwierzetach. W wielu
osrodkach naukowych podejmowane sg préby zmiany ta metodg cech uzytkowych
zwierzat gospodarskich, takich jak wieksze przyrosty masy ciata, lepsze wykorzysta-
nie paszy, mniejsza zawartos$¢ ttuszczu czy wieksza odporno$¢ na choroby. Prace
z zakresu transgenezy prowadzone sg rowniez w Instytucie Zootechniki. Celem mo-
dyfikacji transgenicznych byfo m.in. uzyskanie nowych biatek w mleku, uzyskanie
wiasciwosci bakteriostatycznych mleka czy tez uzyskanie transgenicznych $win
z genem ludzkiej fukozylotransferazy. Badania zaowocowaly uzyskaniem transge-
nicznych krolikow, koz, swin i bydta (29-31), a takze transgenicznego knurka ze
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zmodyfikowanym systemem immunologicznym w celu wykorzystania narzagdéw do
ksenotransplantacji u cztowieka (32). Sadzi sie, ze najwieksze znaczenie metoda
transgenezy mie¢ bedzie w uzyskiwaniu transgenicznych zwierzat z jednej strony
bedacych swoistymi fabrykami lekow, z drugiej za§ zywymi bankami tkanek i na-
rzadow wykorzystywanych do przeszczepu u ludzi (33).

Zachodzi pytanie czy mozna wykorzysta¢ transgeneze w programach zachowa-
nia bior6znorodnosSci zwierzat? Transgeneza jako metoda jest, jak sie wydaje,
sprzeczna z celami, jakie przy$wiecajg programom zachowania bior6znorodnosci.
By¢ moze nie musi to dotyczy¢ na przyklad zmian, jakie mozemy uzyskaé na drodze
transgenezy w zakresie poprawy zdrowia zwierzat.

Reasumujac, mozna zaktada¢, ze wiekszo$¢ prezentowanych metod biotechno-
logicznych jest i bedzie w przysziosci wykorzystywanych w programach biorézno-
rodnosci realizowanych zaréwno metodami in situ, jak i ex situ. W przypadku krio-
konserwacji gamet, zarodkéw i komorek somatycznych wykorzystanie ich jest
i przypuszczalnie rowniez w przyszto$ci bedzie najszersze. Takie metody jak regula-
¢ja pfci, transgeneza czy klonowanie beda, jak sie wydaje, znajdowac rowniez zasto-
sowanie w programach zachowania bior6znorodnosci, w miare jak ich efektywnos$¢
bedzie wzrastac.
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