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‘ N 7 spolczesnie siggamy po innowacyjne me-
tody biotechniczne, ktore sa wykorzysty-

wane w ochronie zagrozonych wyginieciem ga-
tunkow ssakow. Powszechnie znane sg metody
wspomaganego rozrodu (ART), takie jak: inse-
minacja (Al), zaptodnienie in vitro (IVF), trans-
plantacja zarodkéw, kriokonserwacja gamet czy
klonowanie (Comizzoli i in., 2000; Holt i Pic-
kard, 1999). Od wiclu lat tworzone sg rezerwy
genetyczne w celu zwickszenia puli zasobow
genetycznych zagrozonych gatunkéw, a zgro-
madzony material biologiczny jest przechowy-
wany w bankach zasobow genetycznych (GRB)
(Holt i Pickard, 1999). Gtéwnym celem podej-
mowanych dziatan na rzecz ochrony roznorod-
nosci gatunkowej ssakow jest reintrodukcja
zwierzat na ich pierwotne siedliska wystepowa-
nia. Jedng z najczesciej stosowanych technik
wspomaganego rozrodu jest inseminacja (Al),
ktéra byta wykorzystana w modulowaniu proce-
sow rozrodu u pandy wielkiej (4diluropoda me-
lanoleuca) (Moore i in., 1984), antylopy indyj-
skiej (Antilope cervicapra) (Holt i in., 1988) czy
tygrysa syberyjskiego (Pantera tigris) (Dono-
ghue i in., 1992). W latach 2003-2008 przepro-
wadzano badania wykorzystania Al w rozrodzie
stoni azjatyckich (Elephas maximus) w National
Elephant Institute, Forest Industry Organization
w Lampang. W badaniach tych wykorzystywano
nasienie rozmrozone (uprzednio pobrane i za-
mrozone) oraz nasienie schtodzone. W 2007 r.
jedna z samic poddana zabiegowi inseminacji
z wykorzystaniem schlodzonego nasienia uro-

dzita potomstwo (Thongtip i in., 2009). W 2010
r. dzigki zastosowaniu metody Al na $wiat przy-
szty dwa onagry perskie (Equus hemionus ona-
ger) (Schook 1 in., 2013). W przypadku popula-
cji onagrow perskich mozna uznaé¢ uzyskanie
potomstwa za sukces, poniewaz liczebno$¢ tego
gatunku wynosi zaledwie 395 osobnikéw (He-
mami, 2015).

Druga metoda stosowang od dawna
w celu reintrodukcji gatunkow jest zaptodnienie
in vitro (zaptodnienie pozaustrojowe — IVF). Po
raz pierwszy udany zabieg IVF udato si¢ prze-
prowadzi¢ w 1959 r. u krolika (Bavister, 2002).
Od tego czasu metoda ta jest wykorzystywana
w osrodkach badawczych calego $wiata. Podej-
mowane s3 kolejne badania, dotyczace zastoso-
wania IVF na rzecz ochrony zagrozonych ssa-
koéw, czego przyktadem jest stosowanie go u ko-
towatych (Lengwinat i Blottner, 1994). Kot do-
mowy (Felis catus) stanowi model badawczy dla
dzikich kotowatych (Luvoni, 2006), takich jak
kot czarnotapy (Felis nigripes) czy kot arabski
(Felis margarita) (Herrick 1 in., 2010). Prowa-
dzone badania dostarczaja nowych faktow nau-
kowych, ktore stwarzaja szanse na zastosowanie
IVF do ratowania krajowych gatunkow, np. zbi-
ka europejskiego (Felis silvestris), ktorego li-
czebnos¢ na terytorium Polski szacowana jest na
okoto 100-150 osobnikow (Okarma i in., 2002)
czy rysia euroazjatyckiego (Lynx lynx). Zaptod-
nienie in vitro (IVF) jest stosowane u r6znych
gatunkow cechujacych si¢ nieliczng populacja,
takich jak muflon europejski (Ovis gmelini mu-
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simon) (Berlinguer i in., 2005) czy goryl nizinny
(Gorilla gorilla gorilla) (Pope i in., 1997).
Przysztosciowymi metodami ART s3 —
klonowanie i embriotransfer. Jedng z metod klo-
nowania jest transplantacja jagder komérkowych.
Technika ta stuzy klonowaniu dorostych osobni-
kéw ssakow. Zastosowanie metody transferu
jader komorek somatycznych do enukleowanych
oocytow pozwala na uzyskanie najwigkszej li-
czebnosci klonowanych osobnikéw o znanych
cechach genetycznych, przeciwnie niz w przy-
padku klonowania zarodkowego. W klonowaniu
zarodkowym wykorzystuje si¢ nie tylko trans-
plantacje jader, ale takze bisekcje zarodkow, izo-
lacje blastomeréw 1 klonowanie chimerowe
(Modlinski i Karasiewicz, 2001). Wyrdznia si¢
klonowanie wewnatrzgatunkowe i migdzygatun-
kowe. W badaniach Lanza i in. (2000) udowod-
niono, ze mozliwy jest rozwoj zarodka pozyska-
nego w wyniku migdzygatunkowego klonowania
somatycznego. Post mortem wyizolowano jadra
komoérkowe z fibroblastow skory dorostego
samca gaura (Bos gaurus). Jadra te wprowadzo-
no nastepnie do enukleowanych oocytow bydle-
cych (Bos taurus). Uzyskane embriony transfe-
rowano do matek zastepczych (Lanza i in.,
2000). W innym eksperymencie do klonowania
zagrozonego wyginigciem muflona europejskie-
go (Ovis orientalis musimon) wykorzystano o0o-
cyty owcy domowej (Ovis aries) (Loi i in.,
2001). W badaniach Wani i in. (2010) uzyskano
potomstwo od wielbtada (Camelus dromedarius)
dzigki klonowaniu somatycznemu wewngtrzga-
tunkowemu (Wani i in., 2010). Pierwszy przy-
padek klonowania wymarlego ssaka koziorozca
pirengjskiego bucardo (Capra pyrenaica ssp.
pyrenaica) przeprowadzili Folch i in. (2009).
W badaniach tych wykorzystano enukleowane
oocyty kozy domowej (Capra aegagrus hircus).
Embriony transferowano do biorczyn, ktérymi
byly mieszance kozy domowej (Capra aegagrus
hircus) 1 koziorozca pirenejskiego (Capra pyre-
naica) lub samice koziorozca pirenejskiego (Ca-
pra pyrenaica). W przeciagu szesciu lat stwo-
rzono prawie 300 zarodkow, z czego okoto 50
wszczepiono matkom zastgpczym. W wyniku
przeprowadzonego eksperymentu w 3 lata od
wymarcia gatunku uzyskano pierwsze potom-
stwo, jednak narodzony ssak w krotkim czasie
po porodzie padl. Badania sekcyjne wykazaty
nieprawidlowo$¢ dotyczaca obecnosci dodatko-

wego plata lewego ptuca (Folch i in., 2009). Ko-
lejne badania, dotyczace klonowania wilka sza-
rego (Canis lapus) przeprowadzono w Seoul Na-
tional University. Potomstwo urodzita suka psa
(Canis familiaris). Klonowane osobniki dozyty
wieku dorostego (Oh i in., 2008). Klonowanie
somatyczne stwarza ogromne mozliwosci w ra-
towaniu ginagcych gatunkow, zwlaszcza zwierzat
wolno zyjacych, jednak metoda ta budzi wiele
watpliwosci. U klonowanych zwierzat czesto wy-
stepuja dysfunkcje uktadu oddechowego i uktadu
krazenia. Obserwowano takze anomalie w budo-
wie tozyska i blon ptodowych, problematycznym
aspektem jest duza masa urodzeniowa potomstwa
(Hill i in., 1999).

Kolejnym przyktadem ochrony zasoboéw
genetycznych ginacych zwierzat jest wykorzy-
stanie klonowania do zachowania jednego
z podgatunkow nosorozca biatego — potnocnego
nosorozca biatego (Ceratotherium simum cotto-
ni). W 1960 r. populacja tego gatunku liczyta
okoto 2360 osobnikow (Emslie i Brookes,
1999), a w 2006 zaobserwowano zaledwie 4
osobniki wolno zyjace w Garamba National Park
w Kongo (Emslie i Lobao Tello, 2006). W 2011
r. w Kalifornii w Scripps Research Institute po-
zyskano komorki macierzyste z zamrozonych
komorek skoéry potnocnego nosorozca bialego.
Otrzymane gamety wykorzystano do zaptodnie-
nia in vitro, a uzyskane zarodki transferowano
do samic potudniowego nosorozca biatego (Ce-
ratotherium simum ssp. samum), ktoéry wystepu-
je stosunkowo licznie, gdyz populacja wynosi
okoto 20 000 osobnikow (IUCN, 2012; Calla-
way, 2016). Zastosowanie metody Al pozwolito
na uzyskanie potomka samicy podgatunku potu-
dniowego nosorozca biatego (Hermes i in.,
2009). Badania te wykazaly, ze stosowanie me-
tod ART stwarza mozliwosci dla zwickszenia
liczebnosci populacji péinocnego nosorozca bia-
lego, ktoremu grozi wyginigcie.

Wykorzystanie wspolne nowoczesnych
metod biotechnicznych i genetycznych stwarza
szanse na odtworzenie wymartych juz gatunkow
zwierzat, takich jak tur (Bos primigenius).
Ostatnia samica tura padta w 1627 r. w Puszczy
Jaktorowskiej (Stomski i in., 2008). Podejmo-
wane sa badania zmierzajace do przywrocenia
tego gatunku na pierwotne miejsce bytowania.
Zachowany material genetyczny (DNA pozy-
skane z kosci szkieletow turéw, ktore sa ekspo-
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natami muzealnymi) moze postuzy¢ do jego
klonowania. Podejmowane badania napotykaja
jednak na wiele ograniczen, poniewaz materialu
badawczego jest niewiele i nie jest on dobrze
zachowany. Czynniki $rodowiskowe, takie jak:
sktad chemiczny gleby, pH, promieniowanie,
zachodzace reakcje, grzyby, bakterie, oczysz-
czanie i konserwacja eksponatow wplywaja nie-
korzystnie na struktur¢ materiatu genetycznego,
ktory najlepiej zachowany jest w kosciach, ze-
bach i mozdzeniach (Stomski i in., 2008). Po-
nadto, nalezy znalez¢ odpowiednig matke za-
stepcza, ktora urodzi klonowane zwierze i ktora
najbardziej przypomina tura (Bos primigenius)
pod wzgledem genetycznym. W tym celu nie-
zbedne jest wykazanie pokrewienstwa z innymi
gatunkami oraz ustalenie podobienstw i roznic
wzgledem bydla domowego, a takze poznanie
przyczyn, ktore doprowadzity do wymarcia tego
gatunku. Podobne badania przeprowadzono
w Hiszpanii, gdzie wydobyto szczatki niedzwie-
dzia jaskiniowego (Ursus spelacus), a pozyskane
DNA takze poddano sekwencjonowaniu (Dab-
ney i in., 2013). Obecnie trwaja badania zmie-
rzajace do przywrocenia wilka tasmanskiego
(Thylacinus  cynocephalus), ktoérego ostatni
przedstawiciel padt w 1936 r. w ogrodzie zoolo-
gicznym w Tasmanii (Miller i in., 2009).

W latach 80. 1 90. XX w. podj¢to wazne
dzialania na rzecz ochrony gingcych gatunkow
zwierzat. Stworzono Frozen Ark Project, ktorego
celem bylo zachowanie materialu genetycznego
zanim dojdzie do wymarcia gatunkow (Benir-
schke, 1984; Benford, 1992; Holt 1 in., 1996;
Clarke, 2008). Zgromadzony réznorodny mate-
riat biologiczny zwierzat (komorki, tkanki, em-
briony, komorki jajowe, nasienie, probki krwi
oraz DNA) jest przechowywany w bankach za-
sobow genetycznych (GRB) (Holt i Pickard,
1999). Pozyskany material genetyczny mozna
wykorzysta¢ do transferu zarodkéw, IVF, Al
1 klonowania. Takich o$rodkéw badawczych na
swiecie powstalo kilka. W Polsce w Instytucie
Zootechniki PIB w Krakowie-Balicach rowniez
funkcjonuje Bank Materialow Biologicznych,
w ktorym jest przechowywany material gene-
tyczny rodzimych ras zwierzat gospodarskich,
objetych ochrong zasobow genetycznych. Row-
niez w Polsce powstata inicjatywa stworzenia
Banku Genow dla zachowania populacji zubra
(Bison bonasus). Zachowanie gatunku ma pole-

ga¢ na pobieraniu nasienia post mortem i pod-
dawaniu go kriokonserwacji (Strucka, 2010; Ko-
zdrowski 1 in., 2011). W przyszlosci udoskona-
lanie techniki konserwacji nasienia zubra po-
zwoli na stworzenie banku nasienia.

Metoda, ktora rowniez stwarza szanse na
ochrone gatunku jest wprowadzenie zwierzat
hybrydowych. Zwierzeta te przyciagaja uwage
wybujatoscig roznych cech, mozna wigc spotkac
je w ogrodach zoologicznych, szczegélnie sg to
przedstawiciele kotowatych. Kiedy§ w Polsce
hodowano zubronie (mieszance mig¢dzygatun-
kowe zubra i bydta domowego). Hodowla ta
miata by¢ innowacja w polskim rolnictwie.
Zwierzeta te cechuje wytrzymatos¢, duza odpor-
no$¢ na choroby i niekorzystne warunki §rodo-
wiska.

*

Potgczenie metod hodowlanych ze wspot-
czesnymi osiggni¢ciami nauki w dziedzinie bio-
technologii stwarza mozliwosci odtworzenia
wielu populacji poprzez kojarzenie wybranych
osobnikow o pozadanym genotypie, a nie opiera-
nie si¢ wylacznie na fenotypie. Ciekawym przy-
ktadem obrazujacym zastosowanie obu metod jest
przywracanie kwaggi (Equus quagga quagga).
Terminem kwagga postugiwano si¢ dos¢ ogodlnie.
Nie precyzowano szczegdlnie w 6wczesnym cza-
sie, jaki to konkretnie gatunek. Nazwe te stoso-
wano dla wiekszosci zebr. W momencie, kiedy
chciano to zmieni¢, aby ocali¢ gatunek, byto juz
za pozno. W 1883 r. w amsterdamskim ogrodzie
zoologicznym padt ostatni przedstawiciel tego
gatunku. Po uptywie 100 lat zbadano DNA kwa-
ggi (Equus quagga quagga) (Higuchi i in., 1984)
dzigki zachowanym eksponatom muzealnym.
W 1986 r. rozpoczeto Projekt Kwagga (The Qu-
agga Project), ktorego gtownym zalozeniem by-
o wybranie odpowiednich zwierzat (Harley i in.,
2009). Do projektu wlaczono zebry (Equus qua-
gga), ktore charakteryzowaly si¢ jak najwigksza
redukcja paséw i1 mialy siers¢ delikatnie zabar-
wiong na brgzowo, co przypominato nieco
ubarwienie kwaggi (Equus quagga quagga). Ich
pregi na siersci byly stosunkowo szerokie o za-
barwieniu od czarnego, poprzez rudawo-
brazowe az do brunatnego.

W ogrodach zoologicznych i muzeach na
calym $wiecie zachowaly si¢ 23 skory i kilka
szkieletow. W ciagu wielu lat badan doczekano
si¢ potomstwa, ktore w kolejnych generacjach
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coraz bardziej przypomina kwagge (Equus qua- cych udziat w projekcie (De Vos, 2014). Wiele

gga quagga). Badania trwajg nadal, obecnie ba- wskazuje na to, ze gatunek catkowicie powrdci
dane jest DNA zachowanych kosci i porownywa- na pierwotne siedliska afrykanskie (Leonard
ne z materialem genetycznym osobnikow biora- iin., 2005).
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SELECTED ASPECTS OF THE POTENTIAL USE OF ASSISTED REPRODUCTION METHODS
IN THE CONSERVATION OF ENDANGERED MAMMAL SPECIES

Summary

Biotechnological methods of assisted reproduction such as artificial insemination, in vitro fertilization,
embryo transfer and cloning are an indispensable part of research on reproduction. Particularly important is the
use of these methods for the reintroduction of endangered species. The reserve of genetic material created in
gene banks will increase the gene pool of endangered species. Research with the use of assisted reproduction
technology creates an opportunity to restore extinct species, as exemplified by the attempts to restore the Pyrene-
an ibex (Capra pyrenaica pyrenaica). The biotechnological methods of assisted reproduction also serve to rein-
troduce endangered species to their original habitats, as shown by the efforts to restore quagga (Equus quagga
quagga) to their original habitats.
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