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Abstrakt

W niniejszym artykule zaprezentowano kompleksowq charakterystyke biologiczng i zootech-
niczng nowatorskich metod diugoterminowego zabezpieczenia materiatu biologicznego oraz
biotechnologii reprodukcyjnej i embriologicznej stosowanych dla potrzeb ochrony ex situ
rodzimych ras wybranych gatunkow zwierzqt gospodarskich, ze szczegolnym uwzglednieniem
znaczenia Instytutu Zootechniki — Panstwowego Instytutu Badawczego (1Z-PIB) w Balicach w
tym zakresie. Opracowanie biotechnologicznie wspomaganych programow ochrony ex situ
stwarza nie tylko mozliwosc¢ restytucji, lecz rowniez utrwalenie zrownowazonej réoznorodnosci
biologicznej, ktora lezy u podstaw wewngtrz- i miedzypopulacyjnej zmiennosci genotypowo-
fenotypowej w krajowych subpopulacjach zwierzqt gospodarskich.

Stowa kluczowe: kriokonserwacja, liofilizacja, biotechnologia reprodukcyjna, biotechnologia
embriologiczna, ochrona ex situ, zwierzeta gospodarskie, zagrozone rasy rodzime

Biologiczne uwarunkowania ochrony zasobéw genetycznych zwierzat
gospodarskich ze szczegélnym uwzglednieniem wybranych gatunkow i ras
rodzimych

Wewnatrz- i migdzypopulacyjna dywergencja genotypowa jest warunkiem Sine qua non dla
zwiekszonej zdolnosci stad hodowlanych do adaptacji do intensywnych lub ekstensywnych
zmian antropogenicznych w biotopach rolniczych. Bioragc pod uwage powyzsze fakty, subpo-
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pulacje zwierzat gospodarskich wykazujgce najwicksze wskazniki dywersyfikacji genetycznej
wydaja si¢ wykazywac najbardziej pozadane tlo genetyczne podatne na najwickszy zakres
adaptacji do niekorzystnych warunkow ekosystemow zootechnicznych. To z kolei moze zna-
lez¢ odzwierciedlenie w szybszym postgpie ewolucyjnym ras zwierzat gospodarskich (Co-
mizzoli i Holt, 2019; Bolton i in., 2022).

Zarowno intensyfikacja produkcji, jak i tworzenie nowych ras lub linii zwierzat go-
spodarskich o wysokiej wartosci genetycznej lub wysokiej produktywnos$ci moze znaczgco
zdestabilizowa¢ globalng roznorodno$¢ zwierzat udomowionych (Lauvie i in., 2011; Woel-
dersiin., 2012; Sun i in., 2022). Postepujaca redukcja liczebnosci i roznorodnosci biologicz-
nej ras zwierzat gospodarskich jest czesto wynikiem ostrej selekcji ukierunkowanej na dosko-
nalenie genotypoéw determinujacych wysoka wydajno$¢ fenotypowych cech wartosci gene-
tycznej i uzytkowej poszczegolnych subpopulacji i stad hodowlanych (Mara i in., 2013; Leroy
i in., 2020; Polak i in., 2021). Dlatego tez lokalne rasy o bardziej prymitywnych cechach sg
mniej powszechne lub zanikajg kosztem wysokowydajnych, szeroko rozpowszechnionych ras
produkcyjnych (Kikuchi i in., 2016; Dua i in., 2021; Son i in., 2021). Gtéwnymi zagrozeniami
dla malejacej bioréznorodnosci zwierzat sg zmiany srodowiskowe zwigzane z ekspansjg 0b-
szarOw uprawnych, a takze wprowadzanie do $rodowiska gatunkéw preferowanych przez
cztowieka (Chen i in., 2018; Soglia i in., 2021). Z tych powodow szczegdlne znaczenie od-
grywa ochrona zasobow genetycznych ras rodzimych, wysoce przystosowanych do lokalnych,
czesto trudnych warunkoéw Klimatyczno-ekosystemowych, a jednoczesnie odznaczajacych si¢
wysoka odpornos$cig i zdrowotnoscig. Z tego wzgledu zachowanie bior6znorodnosci ras zwie-
rzat gospodarskich bazuje na realizacji programow ochrony in situ i ex situ (Polak i in., 2021;
Jacques i in., 2023).

Preferowanym modelem ochrony zasoboéw genetycznych zwierzat, zarowno w Polsce,
jak i na $wiecie jest ochrona in situ. Ta ostatnia polega na utrzymywaniu danego gatunku w
jego naturalnym $rodowisku przy ograniczonym wykorzystaniu metod hodowlanych oraz
pozwala na zachowanie takiej liczby zwierzat, aby zapewni¢ minimalng zmienno$¢ genetycz-
ng i zdolno$¢ adaptacji do zmieniajgcych si¢ warunkéw $rodowiskowych (Ryder i Onuma,
2018; Elyasi Gorji i in., 2021). Programy dedykowane ochronie in situ rzadkich rodzimych
ras zwierzat gospodarskich powinny mie¢ charakter predykcyjny i uwzglednia¢ w swoich
dziataniach zmiany warunkéw $rodowiskowych i ekosystemowych (Bai i in., 2011; Wood i
in., 2018).

Wdrazanie nowoczesnych strategii biotechnologii reprodukcyjnej i embrio-
logicznej, opartych na kriokonserwacji, liofilizacji i pozaustrojowym uzy-
skiwaniu zarodkow do ochrony ex situ zasobéow genetycznych wybranych
ras zwierzat gospodarskich w Polsce

Ochrona ex situ opiera si¢ na wykorzystaniu metod biotechnologicznych w celu pozyskiwania
1 dlugoterminowego gromadzenia materiatu biologicznego np. w postaci nasienia, komodrek
somatycznych czy komorek macierzystych, pochodzacych od réznych gatunkéw i ras zwie-
rzat gospodarskich. Opracowanie i optymalizacja procedur kriokonserwacji oraz liofilizacji
(tj. suszenia sublimacyjnego) pozwolity na dlugoterminowe przechowywanie materiatu biolo-
gicznego (Comizzoli i Wildt, 2013; Comizzoli i Holt, 2014). W odrdznieniu od kriokonser-
wacji liofilizacja umozliwia zabezpieczanie materiatu biologicznego w temperaturze powyzej
0°C (Leon-Quinto i in., 2014; Silyukova i in., 2020).

Dhugoterminowo zabezpieczony material biologiczny pobrany od osobnikow zagrozo-
nych gatunkéw 1 ras zwierzat gospodarskich moze w przysztosci postuzy¢ do biotechnolo-
gicznie wspomaganego odtworzenia utraconej biocenozy oraz jej reintrodukcji w poszczegdl-
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nych niszach biotopu ekosysteméw naturalnych i antropogenicznych ekosystemoéw rolni-
czych, a nawet do biocenotycznego przywrdcenia i restytucji gatunkow i ras zwierzat hodow-
lanych (Comizzoli i Wildt, 2013; Keskintepe i Eroglu, 2021; Jacques i in., 2023).

Kriokonserwacja materialu biologicznego begdacego nosnikami tzw. plazmy plciowej
(ang. germplasm), tj. plemnikéw, charakteryzuje si¢ najwyzszym stopniem zaawansowania i
skuteczno$ci. Dlatego tez procedura ta znajduje szerokie zastosowanie w technologiach
wspomaganego rozrodu (ARTSs; ang. assisted reproductive technologies) i programach ochro-
ny ex situ szerokiego spektrum gatunkow i ras zwierzat gospodarskich. W ostatnich latach 1Z-
PIB prowadzit kompleksowe badania ukierunkowane na zwigkszenie skutecznosci kriokon-
serwacji nasienia pochodzacego od réznych gatunkow zwierzat gospodarskich (Trzcinska i
Bryta, 2015; Trzcinska i in., 2015). Aby zapewni¢ wysoka jako$¢ kriogenicznie zabezpieczo-
nych plemnikoéw pobranych od samcow reprezentujacych rozmaite gatunki zwierzat gospo-
darskich, nasienie przeznaczone do kriokonserwacji jest poddawane wieloptaszczyznowe;j
ocenie biologicznej. Badania majace na celu identyfikacje i doktadng ocen¢ indukowanej
czynnikami kriogenicznymi, ultrastrukturalnej i funkcjonalnej biodegradacji wewnatrzkomor-
kowych organelli oraz cytoszkieletu, membranoszkieletu oraz btony plazmatycznej (plazmo-
lemmy), a takze wykrywanie objawow proapoptotycznych i/lub pronekrotycznych, autofa-
gicznych i mitofagicznych w plemnikach sg zatem tymi, ktorych znaczenia nie mozna przece-
ni¢ (Comizzoli, 2015; Yeste, 2016; Song i in., 2021; Wu i in., 2023). Wystepowanie procesow
wewnatrzplemnikowych wywotanych przez kriogenicznie indukowana biodestrukcje moze
by¢ zminimalizowane poprzez suplementacj¢ rozcienczalnikow zwigzkami o dziataniu krio-
protekcyjnym lub zwigzkami o wlasciwosciach antyoksydacyjnych, usuwajacymi wolne rod-
niki tlenowe, tj. oksydanty (ODFRs; ang. oxygen-derived free radicals) (Trzcinska i in., 2015;
Leniin., 2019; Bolton i in., 2022).

W ostatnich latach wzroslo zainteresowanie nowa technika konserwacji nasienia ssa-
kow, zwang liofilizacja, suszeniem sublimacyjnym Iub dehydratacjg sublimacyjng. Technika
ta stanowi alternatywe dla kriokonserwacji nasienia w ciektym azocie. Biofizycznym mecha-
nizmem lezacym u podstaw tej techniki jest proces odwadniania w niskiej temperaturze, ktory
obejmuje zamrazanie probek nasienia i obnizanie ci$nienia, co razem prowadzi do eliminacji
wewnatrzkomorkowych krysztaldéw lodu (powstalych podczas procesu zamrazania) w wyniku
sublimacji (Comizzoli i Wildt, 2013; Comizzoli i in., 2022a, b). Z kolei sublimacja jest przej-
sciem fazowym bezposrednio ze stanu stalego do gazowego, bez przechodzenia przez stan
ciekty. Sublimacja jest procesem endotermicznym, ktory zachodzi na poziomach temperatur 1
ci$nien ponizej punktu potrdjnego substancji na jej diagramie fazowym, ktory jest skorelowa-
ny z najnizszym cisnieniem, przy ktérym roztwory wodne moga istnie¢ jako ciecz (Saragusty
i Loi, 2019; Keskintepe i Eroglu, 2021).

Dotychczasowe badania wykazaty, ze liofilizowane (tj. poddane suszeniu sublimacyj-
nemu) plemniki mogg ulega¢ procesom biodestrukcji w obrgbie blony plazmatycznej 1/lub
genomowego DNA, ktore zostaty oddzielnie lub zbiorowo uszkodzone w wyniku wystapienia
stresu oksydacyjnego 1 zaburzen zachodzacych w procesach antyoksydacyjnych. Te ostatnie
moga by¢ z kolei wywotane przez bioakumulacje reaktywnych form tlenu (ROS; ang. reac-
tive oxygen species) i zmniejszenie stgzenia nieenzymatycznych antyoksydantéw lub ostabie-
nie aktywnosci biokatalitycznej endogennych izoenzymoéow (izozymow) o silnym dziataniu
przeciwutleniajacym, czyli akceptoréw ODFRs (Olaciregui i in., 2016; Thiangthientham i in.,
2023). Aby zmniejszy¢ czesto$¢ biodegradacji DNA, indukowanej przez ROS, podczas liofi-
lizacji plemnikéw, podjeto proby zwigkszenia aktywno$ci antyoksydacyjnej endogennych
izozymo6w eliminujacych oksydanty z grupy ODFRs, co mozna osiagna¢ poprzez wzbogace-
nie liofilizatu komérkowego egzogennymi, rozpuszczalnymi w wodzie przeciwutleniaczami
fenolowymi (polifenolowymi) o dziataniu lioprotekcyjnym. Wsréd nich na szczegdlng uwage
zastuguja: 1) nalezacy do depsydow, tj. miedzyczasteczkowych estrow kwasow fenolokar-
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boksylowych, kwas rozmarynowy (RosA; ztozony ester kwasu kawowego (kofeinowego) —
przedstawiciela kwasow hydroksycynamonowych oraz kwasu a-hydroksydihydrokawowego,
czyli kwasu 3,4-dihydroksyfenylomlekowego); 2) kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA)
oraz 3) kwas etylenoglikolo-bis(pB-aminoetylo)-N,N,N',N'-tetraoctowy (EGTA) (Olaciregui i
in., 2017; Domingo i in., 2018; Mercati i in., 2020).

Warto podkresli¢, ze odchylenia w takich parametrach jakos$ci nasienia, jak zywotno$¢,
ruchliwo$¢, a nawet stabilno§¢ DNA, nie wykluczaja przydatnosci liofilizowanych, a nastep-
nie ponownie uwodnionych (tj. poddanych rehydratacji) plemnikéw do procedur docytopla-
zmatycznej iniekcji plemnikow (ICSI) przeprowadzanych w celu zaptodnienia in vitro oocy-
tow w stadium metafazy 11 (MII) u gatunkow zwierzat gospodarskich (Comizzoli i Wildt,
2013; Keskintepe i Eroglu, 2021; Thiangthientham i in., 2023). Niemniej jednak utrzymanie
warunkow utatwiajacych obnizenie czgstosci wystepowania biodegradacji lub internukleoso-
malnej fragmentacji DNA podczas liofilizacji plemnikow moze w znacznym stopniu popra-
wi¢ mozliwos$¢ zastosowania ICSI do zaptodnienia in vitro (IVF), nawet jesli meskie gamety
wykazujg wysokg czestotliwo$¢ wystepowania nie tylko ultrastrukturalnych i biofizycznych
zaburzen w organellach i przedziatach wewnatrzkomérkowych plemnikow, ale takze hiper-
permeabilizacji lub biochemicznej destabilizacji integralnosci plazmolemmy (Olaciregui i in.,
2016; Comizzoli i in., 20223, b).

Jak dotad, zastosowanie zaptodnienia in vitro (IVF) za posrednictwem ICSI mejotycz-
nie dojrzatych oocytéw przy uzyciu liofilizowanych plemnikéw, a nastgpnie ponowne na-
wodnienie wczesniej liofilizowanych plemnikow przyczynito si¢ do uzyskania potomstwa u
wielu roznych gatunkow ssakow, w tym zwierzat gospodarskich. Gatunki te obejmuja chomi-
ki (Muneto i Horiuchi, 2011), myszy (Kaneko i in., 2003), szczury (Hirabayashi i in., 2005),
kroliki (Li 1 in., 2009) i konie (Choi i in., 2011).

W przeciwienstwie do wyzej wymienionych badan, proby uzyskania potomstwa przy
zastosowaniu zaptodnienia in vitro oocytow metoda ICSI z uzyciem liofilizowa-
nych/rehydratowanych (tj. uwodnionych de novo) plemnikéw nie zakonczyly si¢ uzyskaniem
potomstwa u bydta (Hara i in., 2014), owiec (Palazzese i in., 2018) ani §win (Olaciregui i in.,
2017). Niemniej jednak badania te skutkowaty rozwojem zarodkow do stadium blastocysty w
warunkach hodowli in vitro.

W IZ-PIB opracowano skuteczne metody zarowno kriokonserwacji, jak i liofilizacji na-
sienia zwierzat gospodarskich. Kriokonserwowane lub liofilizowane plemniki, podobnie jak
krio- lub liofilizogenicznie zabezpieczone komorki somatyczne badz komoérki macierzyste,
mogg by¢ wykorzystane w szerokim panelu technologii ARTs opartych na pozaustrojowym
uzyskiwaniu zarodkow (IVP; ang. in vitro embryo production).

Kompleksowa strategia IVP sktada si¢ z trzech nastgpujacych po sobie etapow: (1) doj-
rzewanie mejotyczne in vitro oocytéw (tj. hodowla niedojrzatych mejotycznie oocytow w
stadium diplotenu/diktiotenu profazy I podzialu mejotycznego do uzyskania stadium metafazy
Il podziatu mejotycznego (MII); (2) zaptodnienie in vitro oocytow (IVF) lub rekonstrukcja
enukleowanych (wyjadrzonych) oocytow metoda klonowania somatycznego (czyli techniki
transplantacji jader komorek somatycznych; SCNT, ang. somatic cell nuclear transfer); oraz
(3) hodowla in vitro (IVC) zarodkow uzyskanych w wyniku zastosowania IVF lub SCNT
(Glanzner i in., 2018; Samiec i in., 2019; Nguyen i in., 2020).

Adekwatnie do standardowej procedury sztucznej inseminacji (Al; ang. artificial inse-
mination), w celu efektywnego przeprowadzenia prob IVF o powtarzalnej skutecznosci, krio-
genicznie zabezpieczone gamety meskie moga by¢ wykorzystane albo do konwencjonalnej
wspotinkubacji oocytéw w stadium MII z ruchliwymi plemnikami, albo do wspomaganego
zaptodnienia in vitro przy uzyciu mikrochirurgicznej techniki docytoplazmatycznej iniekcji
plemnika (ICSI; ang. intracytoplasmic sperm injection) (Fowler i in., 2018; Magata i in.,
2019; Zuo i in., 2020). Alternatywnie na potrzeby zaptodnienia in vitro oocytow w stadium
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MII metodg ICSI mozna wykorzysta¢ rowniez liofilizowane plemniki (sublimacyjnie odwod-
nione/dehydratowane), a nastepnie uwodnione de novo (rehydratowane) plemniki do mikro-
chirurgicznego zdeponowania w ooplazmie (Ushigome i in., 2022; Thiangthientham i in.,
2023). Analogicznie, w przypadku zastosowania klonowania technikg SCNT na potrzeby
kompleksowej technologii IVP, zrédto dawcow jader w procedurze rekonstrukeji enukleowa-
nych oocytow moga stanowi¢ nie tylko kriokonserwowane/rozmrozone i hodowane in vitro
komorki somatyczne lub multipotentne/pluripotentne komorki macierzyste, lecz takze ich
odpowiedniki uprzednio poddane procesom liofilizacji (suszenia sublimacyjnego), a nastepnie
rehydratacji (Ono i in., 2008; Natan i in., 2009; Zhang i in., 2017; Dang-Nguyen i in., 2020).

W odniesieniu do oocytow poddanych zaptodnieniu wspomaganemu za posrednictwem
metody ICSI, kluczowsg role odgrywa takze sztuczna stymulacja ich zarodkowego programu
rozwojowego, ktora moze by¢ indukowana przy zastosowaniu fizycznych i/lub chemicznych
czynnikow aktywujacych np. impulséw pradu statego lub antybiotykéw jonoforowych, takich
jak: jonomycyna wapnia, czy jonofor wapnia A23187 (kalcymycyna), ktore sg odpowiedzial-
ne za jonoforetyczny transport doooplazmatyczny kationéw wapnia ze Srodowiska pozako-
morkowego oraz za wywolywanie wewnatrzkomorkowej transdukcji sygnatow kalcemicz-
nych (Ashibe i in., 2019; Ressaissi i in., 2021). Co wigcej, epigenomowa przeprogramowal-
nos$¢ chromosomoéw pochodzenia matczynego (oocytarnego) oraz ojcowskiego (plemnikowe-
go) rowniez wywiera istotny wpltyw na przed- i poimplantacyjne kompetencje rozwojowe
zarodkoéw uzyskanych w nastgpstwie IVF lub ICSI (Kropp i in., 2017; Diao i in., 2018; Take-
da i in., 2019). Ponadto dwa inne czynniki natury molekularnej, takie jak: inter-
transkryptomiczna i interproteomiczna komunikacja migdzy frakcjami DNA jadrowego i mi-
tochondrialnego (Tsai i St. John, 2018; Zuidema i Sutovsky, 2020) oraz inicjacja proceséw
nekrotycznych, apoptotycznych lub autofagicznych (Jin i in., 2016; Rodriguez i in., 2019;
Ramos-Ibeas i in., 2020) niewatpliwie nie pozostaja bez znaczenia dla potencjatu rozwojowe-
go ex vivo i in vivo oraz jakosci IVF- lub ICSI-pochodnych zarodkéw u wielu réznych gatun-
kow i ras zwierzat gospodarskich.

W celu ochrony ex situ r6znorodnego materiatu biologicznego pochodzacego od rodzi-
mych ras wybranych gatunkow zwierzat gospodarskich (owiec, bydta, koz, swin i kaczek),
tacznie, dtugoterminowe dziatania podjete przez 1Z-PIB doprowadzily do zgromadzenia za-
bezpieczonych krio- i/lub liofilizogenicznie biorepozytoriéw obejmujacych szerokie spektrum
zasobow genetycznych (tab. 1). Te ostatnie obejmujg réwniez materialy bedace nosnikami
tzw. plazmy piciowej (ang. germplasm-carrying materials), takie jak: kriokonserwowane
i/lub liofilizowane plemniki trykow ras: wrzosowka polska, romanowska, czarnogtéwka, ol-
kuska i knuréw ras: wielka biata polska i polska biata zwistoucha (tab. 1).



Tabela 1. Biorezerwuary 1Z-PIB obejmujgce rozne rodzaje zabezpieczonego ex Situ materiatu biologicznego pochodzacego od rodzimych ras wybranych gatunkéw zwierzat gospodarskich

Table 1. The bioreservoirs deposited in the National Research Institute of Animal Production in Poland that encompass ex situ protected biological materials stemming from native breeds of selected live-

stock species

Gatunek Rasa Material biologiczny Metoda konserwacji Liczba préobek (nasienie: stomki i/lub  Liczba dawczyn  Liczba dawcéow
Species Breed Biological material Method of conserva- kulki; fibroblasty dermalne/komorki Number Number
tion macierzyste: linie komoérkowe) of female of male
Number of samples (semen: straws donors donors
and/or pellets; cutaneous fibro-
blasts/stem cells: cell lines)
Nasienie
587 - 8
Wrzoséwka polska Semen
Polish Heath Fibroblasty dermalne 15 3 3
Cutaneous fibroblasts
Nasienie
Romanowska Semen 968 ) 5
Owca domowa Romanov Fibroblasty dermalne 3 3 3
Domestic sheep Cutaneous fibroblasts
Czarnogtowka
Blackhead Nasienie 88 ‘
Olkuska Semen Kriokonserwacja 3519 i 8
Olkuska Cryoconservation
Merynos w starym typie
Old Type Merino 22 8 3
Koza domowa Karpacka Fibroblasty dermalne 13 3 3
Domestic goat Carpathian Cutaneous fibroblasts
Bydto domowe Polska czerwona 45 5 )
Domestic cattle Polish Red
Nasienie
Wielka biafa polska Semen 720 - !
Polish Large White Fibroblasty dermalne 34 7 8
Cutaneous fibroblasts
- - 6
Nasienie 645
Semen Liofilizacja
, ) ) Lyophilization 160 ) 4
Swinia domowa PO]Sé(all?‘ﬁ}aL Z"éls}ouc}‘a Fibroblasty dermalne 19 4 3
Domestic pig ofish L.andrace Cutaneous fibroblasts
Mezenchymalne komorki macierzyste
Mesenchymal stem cells 39 20 -
Zotnicka psta Cyoconsematon 2 6 -
Ztotnicka Spotted Fibroblasty dermalne 4
Putawska Cutaneous fibroblasts - 10 L
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Nowoczesne metody biotechnologii rozrodu w ochronie ex situ rodzimych ras zwierzqt gospodarskich

Wdrazanie nowoczesnych strategii biotechnologii reprodukcyjnej i embrio-
logicznej opartych na klonowaniu somatycznym do ochrony ex situ zasobow
genetycznych wybranych polskich ras zwierzat gospodarskich

W ramach ochrony bior6znorodnosci tworzenie biorezerwuardéw linii komoérek somatycznych
i macierzystych poprzez ich kriogeniczng konserwacj¢ moze by¢ wykorzystywane jako stra-
tegia przydatna nie tylko do utrzymania populacji chronionych gatunkéw ssakow zyjacych na
wolnosci, ale takze do reintrodukcji antropogenicznych ekosystemow rolniczych zanikajacych
ras zwierzat gospodarskich, ktorych subpopulacje charakteryzuja si¢ drastycznym spadkiem
liczebnosci i wysokim stopniem inbredu (Men i in., 2012; Gavin-Plagne i in., 2020).

Biotechnologia reprodukcyjna, obejmujaca klonowanie zwierzat za posrednictwem
techniki transplantacji jader komodrek somatycznych do enukleowanych oocytow (SCNT; ang.
somatic cell nuclear transfer), wydaje si¢ by¢ niezbednym narzedziem do utrwalenia dlugo-
terminowej ochrony ex situ i/lub in situ réznorodnosci biologicznej rodzimych ras réznych
gatunkow zwierzat gospodarskich, w tym zagrozonych wyginigciem, a nawet wymartych ras
zwierzat gospodarskich. Te ostatnie sg szczegdlnie narazone na:

1) wysoce zintensyfikowane efekty ,,waskiego gardta” wynikajace z ostabionego dryftu gene-
tycznego;

2) szybka erozje genetyczng skutkujaca znacznym obnizeniem wewnatrzpopulacyjnej i mig-
dzyosobniczej dywergencji genotypowej;

3) finalne drastyczne zmniejszenie wielkosci populacji (Caroli i Pizzi, 2012; Leroy i in.,
2020).

Biorac pod uwagg wyzej wskazane uwarunkowania, wyprowadzenie, multiplikacja ex
Vivo i pdzniejsza kriokonserwacja stabilnych proliferacyjnie linii komorek somatycznych lub
macierzystych, pochodzacych z réznych eksplantow tkankowych, stanowi alternatywne lub
uzupehniajace podejscie badawcze do procedur zamrazania lub witryfikacji gamet 1 zarodkow.
Tego typu dziatania s3 podejmowane nie tylko w celu ratowania zagrozonych gatunkéw 1 ras
zwierzat gospodarskich przed wyginigciem, ale takze skutecznej realizacji programéw ochro-
ny ex situ i/lub in situ gatunkowo- lub rasowo-specyficznej roznorodnosci biologicznej (Smits
iin., 2012; Enyaiin., 2016; Hu i in., 2022).

Z jednej strony, generowanie zasobow genetycznych w postaci linii komorek somatycz-
nych (np. fibroblastow) lub multipotentnych komoérek macierzystych, pochodzacych od wy-
branych gatunkéw zwierzat gospodarskich wydaje si¢ by¢ skutecznym modelem badawczym
dla zachowania biordznorodnosci rzadkich rodzimych ras. Z drugiej, utworzenie i pozaustro-
jowe namnazanie takich zasobow genetycznych na potrzeby wewnatrz- i mi¢dzygatunkowego
klonowania zwierzat technika SCNT moze stanowi¢ w przysztosci jedyny instrument oferuja-
cy mozliwos¢ odtwarzania 1 reintrodukcji gingcych gatunkow i ras zwierzat udomowionych i
wolnozyjacych (Borges i in., 2020; Praxedes i in., 2021). W zwigzku z tym niezbedne jest
podejmowanie takich wysitkow, ktore sg ukierunkowane na precyzyjng identyfikacje czynni-
kéw determinujacych zdolno$¢ proliferacyjna, stabilno$¢ genetyczng, starzenie cytokinetycz-
ne i zaprogramowang genetycznie $mier¢ (apoptoze¢ i/lub autofagi¢) w hodowanych in vitro
subpopulacjach klonalnych linii/szczepéw komoérek somatycznych — dawcow jader. Identyfi-
kacja powyzszych czynnikdéw moze prowadzi¢ do poprawy i1 przys$pieszenia epigenomowe;j
przeprogramowalnosci jader komorek somatycznych w zarodkach klonalnych (Jeong i in.,
2020; Samiec i in., 2022). Celem takich procedur jest utrwalenie prawidtowego wzorca dzie-
dziczenia pozadanych gendw w stadach zagrozonych wyginigciem ras i zmniejszenie stopnia
inbredu w obrgbie populacji, a tym samym zwigkszenie zroznicowania ,,tta” genotypowego
(ang. genotypic background) wsrod zagrozonych rodzimych ras zwierzat gospodarskich. Co
wiecej, postep prac badawczych prowadzacych do intensyfikacji mi¢dzygatunkowej rozno-
rodnos$ci genetycznej moze wptywac na wzrost fizjologicznej i immunologicznej odpornosci
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osobniczej na drastyczne zmiany $rodowiskowe i klimatyczne lub na rozprzestrzenianie si¢
chorob zakaznych o charakterze epidemicznym oraz pandemicznym (Leroy i in., 2016).

Nie bez znaczenia pozostaje fakt, ze w IZ-PIB opracowano skuteczne metody ekspansji
ex Vvivo i kriokonserwacji stabilnych mitotycznie linii komorek fibroblastycznych pochodzg-
cych z uktadu skorno-powlokowego osobnikéw obojga plci, bedacych przedstawicielami za-
grozonych wyginieciem krajowych ras zwierzat gospodarskich, takich jak: wrzoséwka pol-
ska, owca romanowska, merynos w starym typie, koza karpacka, bydto polskie czerwone,
$winia ztotnicka pstra i $winia putawska. W rezultacie, w ramach 1Z-PIB utworzono biorepo-
zytoria:

1) kriogenicznie zabezpieczonych linii komoérek somatycznych wyprowadzonych z bioptatow
tkanki skorno-powlokowej wyizolowanych z matzowin usznych wymienionych wyzej gina-
cych ras rodzimych;

2) proliferacyjnie ustabilizowanych linii multipotentnych mezenchymalnych komorek macie-
rzystych (MSCs; ang. mesenchymal stem cells) pochodzacych ze szpiku kostnego oraz tkanki
thuszczowej mtodocianych osobnikow pici zeniskiej Swin rasy polskiej biatej zwistouche;;

3) blastodermalno-pochodnych zarodkow komorek macierzystych, wyizolowanych z tarczek
zarodkowych zaptodnionych jaj trzech ras/rodéw/linii kaczki domowej, objetych krajowym
programem zasobow genetycznych drobiu wodnego.

Szczegodtowe zestawienie biorepozytoriow przedstawiono w tabeli 1.

Skuteczno$¢ klonowania za posrednictwem techniki SCNT u wielu r6znych gatunkow
zwierzat gospodarskich zalezy w duzym stopniu od pochodzenia i parametrow jakosci mole-
kularnej wyprowadzonych i namnazanych w warunkach pozaustrojowych linii zréznicowa-
nych komoérek somatycznych lub niezréznicowanych, multipotentnych komoérek macierzys-
tych oraz od rodzaju metod, mediow oraz stabilizatoréw bioorganicznych, uzytych do ich
zabezpieczania ex situ (kriokonserwacji lub liofilizacji) (Das i in., 2010; Lee i in., 2019;
Zhang i in., 2019; Wiater i in., 2021; Wakayama i in., 2022), a takze od czgsto$ci wystepowa-
nia symptomow $mierci apoptotycznej i autofagicznej w hodowanych in vitro komorkach-
dawcach jader i/lub w blastomerach zarodkow klonalnych (Chi i in., 2017; Jeong i in., 2020).
Innym czynnikiem determinujagcym wydajnos¢ metody SCNT jest zdolnos¢ jader komorek
somatycznych lub macierzystych do epigenetycznego przemodelowania i przeprogramowania
w cytoplazmie zrekonstruowanych oocytéw oraz w blastomerach rozwijajacych si¢ zarodkow
Klonalnych (Sampaio i in., 2020; Wang i in., 2020; Samiec i in., 2022). Wykazano réwniez,
ze genomowe, transkryptomiczne i proteomiczne interakcje mi¢dzy frakcjami jadrowego i
mitochondrialnego DNA wplywaja w znaczacym stopniu na kompetencje rozwojowe zarod-
kow uzyskiwanych technikg klonowania somatycznego (Takeda, 2019; Magalhaes i in., 2020;
Samiec i Skrzyszowska, 2021).

Podsumowujac, na obecnym etapie badan wydajnos¢ klonowania ssakow w oparciu o
technike SCNT pozostaje niezwykle niska, wahajac si¢ od okoto 0,5% do $srednio 5% uzy-
skiwanego potomstwa klonalnego w odniesieniu do catkowitej liczby oocytéw zrekonstruo-
wanych z jader roéznych typow komorek somatycznych i macierzystych. Biorgc pod uwage
ten fakt, doglebne poznanie genomowych, epigenomowych, transkryptomicznych i proteo-
micznych sygnatur istotnie determinujgcych zdolnosci jader komoérek dawcow do prawidto-
wego i kompletnego przeprogramowania molekularnego w blastomerach rozwijajacych sie¢
zarodkow klonalnych jest niewatpliwie warunkiem sine qua non niezbednym do znacznej
poprawy potencjatu rozwojowego zarodkéw, ptodow i potomstwa klonalnego u réznych ga-
tunkow ssakow, W tym zwierzat gospodarskich (Wiater i in., 2021; Zhang i in., 2021).
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Whnioski koncowe, przyszle cele i perspektywiczne kierunki badan

Doskonalenie ras zwierzat hodowlanych — jako dynamiczny proces obejmujacy gatunkowo-
specyficzne zmiany genetyczne — jest determinowane przez czynniki srodowiskowe i ekosys-
temowe (biocenotyczne i biotopowe) oraz rolnicze czynniki antropogeniczne. W poczatkowe;j
fazie roznorodnos¢ biologiczna ras zwierzat gospodarskich ulegata intensyfikacji i stopniowej
dywersyfikacji w wyniku wplywu sprzyjajacych warunkéw hodowlanych. Doprowadzito to
do utrwalenia dywergencji genotypowo-fenotypowej poszczegélnych ras zwierzat gospodar-
skich, takze wskutek implementacji réznych strategii genetycznie lub biotechnologicznie
wspomaganej reprodukcji oraz programéw ochrony ex situ poprzez tworzenie biorepozyto-
riow Kkriogenicznie i liofilizogenicznie zabezpieczonych gamet meskich oraz linii komorek
somatycznych i macierzystych. Te ostatnie majg na celu zrownowazone utrwalenie réznorod-
nosci genotypowej i fenotypowej wsrod udomowionych gatunkow zwierzat wystepujacych w
antropogenicznych niszach ekosysteméw rolniczych (Mara i in., 2013; Bolton i in., 2022;
Jacques i in., 2023).

Po przejsciu z fazy badan podstawowych do badan stosowanych, strategie wykorzysty-
wane do generowania zasobow sktadajacych si¢ z plemnikéw oraz linii komoérek somatycz-
nych i multipotentnych/pluripotentnych komoérek macierzystych, a nastgpnie ich uzywania do
procedur biotechnologii reprodukcyjnej i embriologicznej, takich jak pozaustrojowe uzyski-
wanie zarodkéw w oparciu 0 IVF, ICSI lub SCNT mogg charakteryzowac si¢ coraz wigkszym
potencjatem aplikacyjnym nie tylko w badaniach zootechnicznych i rolniczej produkcji zwie-
rzecej, lecz takze w badaniach interdyscyplinarnych na styku biologii i biotechnologii mole-
kularnej, nanotechnologii, biomedycyny przedklinicznej i klinicznej, biofarmacji, nutritech-
nologii oraz dziedzin obejmujacych zywienie i dietetyke cztowieka.
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APPLYING THE MODERN METHODS OF REPRODUCTIVE BIOTECHNOLOGY
TO THE EX SITU CONSERVATION OF NATIONAL BREEDS OF SELECTED
LIVESTOCK SPECIES

Monika Trzcinska, Marcin Samiec
SUMMARY

This article presents a comprehensive biological and zootechnical characterization of innova-
tive methods of long-term preservation of biological material and reproductive and embryo-
logical biotechnology used for ex situ conservation of native breeds of selected livestock spe-
cies, with particular emphasis on the importance of the National Research Institute of Animal
Production in Balice, Poland in this area. The development of biotechnology-assisted ex situ
conservation programs provides not only the opportunity for restoration, but also for the per-
petuation of sustainable biodiversity, which underlies intra-/inter-population genotypic and
phenotypic variability in domestic livestock subpopulations.

Key words: cryopreservation, freeze-drying, reproductive biotechnology, embryological bio-
technology, ex situ conservation, livestock species, endangered native breeds



