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Streszczenie

W dobie zanikajgcej bior6znorodnosci flory i fauny zachowanie zasobow
genetycznych roslin i zwierzat jest waznym problemem jaki stawia przed
nami wspoétczesny swiat. Jedng z metod ochrony ex situ jest tworzenie ban-
kéw komorek i tkanek. Kriokonserwacja gamet, zarodkéw oraz fragmen-
tow tkanek jajnikowej czy jadrowej stanowi niezwykle cenne narzedzie
w programach ochrony zagrozonych gatunkéw czy ras. Szczegélnie istotna
jest mozliwo$¢ poddania procesowi mrozenia komérek i tkanek pobranych
juz po $Smierci zwierzecia, co zapobiega bezpowrotnej utracie genéw dane-
go osobnika i pozwala na zachowywanie puli genetycznej gingcej popula-
cji. W artykule zostat opisany przypadek poSmiertnego pozyskania i krio-
konserwacji nasienia ocelota.

Stowa kluczowe: kriokonserwacja, nasienie, dzikie kotowate, ocelot

Wstep

Réznorodnos¢ biologiczna (bioréznorodnos¢) to zréznicowanie wszyst-
kich zywych organizméw wystepujacych na Ziemi w ekosystemach lgdowych,
morskich i stodkowodnych oraz w zespotach ekologicznych, ktorych sa cze-
$cig [Konwencja o réznorodnoSci biologicznej 1992]. Pojecie to jest bardzo
szerokie, obejmujgce swoim znaczeniem zar6wno istnienie jak najwieksze;j
ilo$¢ gatunkdéw i zréznicowanych systemow ekologicznych na danym obsza-
rze, ale takze réznorodnos$¢ genetyczng, czyli obecno$¢ w danej populacji jak
najwiekszej liczby r6znigcych sie miedzy soba gendw i ich kombinacji. Wsku-
tek rozwoju cywilizacji i postepu technicznego omawiana réznorodnos$¢ bio-
logiczna drastycznie sie zmniejsza. Zgodnie z Edycjg Czerwonej Ksiegi z roku
2011, ponad 19 tysiecy gatunkéw na catym Swiecie jest zagrozonych wy-
ginieciem [I[UCN 2011]. Gtéwnymi zagrozeniami sa w pierwszej kolejnosci
zmiany Srodowiska (gtdwnie przez powiekszanie obszaréw przeznaczonych
pod uprawe oraz budowe miast i drog) oraz wprowadzanie do Srodowiska
gatunkow i ras preferowanych przez cztowieka [Gajda i Smorgg 2007]. To
ostatnie postawito w sytuacji zagrozenia bior6znorodnos$¢ zwierzat gospo-
darskich: lokalne, mato wydajne rasy sa wypierane przez rasy wysokopro-
dukcyjne [Martyniuk 2010]. Wedtug danych FAO, 690 ras zwierzat gospodar-
skich juz wygineto, a okoto 20% ras w Swiecie jest zagrozonych wyginieciem
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[Martyniuk 2010]. Takze rasy nie bedace w krytycznej sytuacji moga cierpiec
w wyniku matego zréznicowania genetycznego, bedgcego nastepstwem dry-
fu genetycznego i wysokiego stopnia inbredu [Woeldersiin. 2012].

W tej sytuacji nie ulega watpliwosci, Ze prowadzenie programéw ochro-
ny gatunkdow i ras zagrozonych wyginieciem jest niezbedne. Ochrona ta moze
by¢ realizowana metodami in situ, czyli w miejscu, gdzie dany gatunek wy-
stepuje naturalnie, lub metodami ex situ - w specjalistycznych o$rodkach (np.
w rezerwatach czy ogrodach zoologicznych), gdzie w pewnym zakresie wyko-
rzystywane sg metody biotechnologii rozrodu [Gajda i Smorag 2007]. Metody
ex situ, obok utrzymywania i hodowli zywych zwierzat poza ich naturalnym
srodowiskiem, obejmujg takze zachowanie materiatu genetycznego poza or-
ganizmem zwierzecia, przewaznie w postaci bankéw komérek lub tkanek.
I chociaz ochrona srodowiska naturalnego i istniejagcych na danym terenie po-
pulacji wydaje sie najwazniejsza i umozliwia prowadzenie dziatan w najszer-
szej skali, czesto nie jest ona wystarczajgca. Mato liczne populacje czy gatunki
»~wskrzeszone” z zaledwie kilku osobnikéw charakteryzuja sie wysokim stop-
niem inbredu, ktéry moze odpowiada¢ za obnizong zdrowotnos$¢ i ptodnos¢
takich zwierzat, a dodatkowo naraza odrestaurowane populacje na zagrozenia
w przysztosci [Holt 2008]. W tym kontekscie niezwykle wazne jest, aby skupic
sie na zachowaniu jak najszerszej puli genowej populacji [Holt 2008], m. in. po-
przez tworzenie bankow materiatu genetycznego. Przyktadem takiego projek-
tu jest , The Frozen Ark”, zatozony w 1996 roku przez konsorcjum naukowcéw
w Londynie [Williams 2004]. Nawigzujac do biblijnej Arki Noego, program ma
na celu stworzenie bazy DNA i komorek tysiecy gatunkéw zagrozonych wygi-
nieciem. Zakonserwowany w ten sposéb materiat ma by¢ zabezpieczeniem na
wypadek, gdyby pomimo wysitkéw naukowcéw danego gatunku nie udatoby
sie uratowac i jednocze$nie moze by¢ on jedynym punktem wyjscia do odtwo-
rzenia wymartej populacji [Williams 2004].

Konserwacja komorek i tkanek tradycyjnymi sposobami - w formalinie
czy alkoholu - nie pozwala na ich p6Zniejsze zastosowanie w odtwarzaniu
liczebnos$ci populacji czy wzbogacaniu jej zasobow genetycznych. Tworze-
nie funkcjonalnych bankéw genéw mozliwe jest jedynie dzieki zastosowaniu
kriokonserwacji [Lermen 2009]. Mianem tym okres$lany jest proces zamraza-
nia oraz przechowywania komorek i tkanek w temperaturach ponizej -80°C
[Baust i in. 2009], najczesciej w ciektym azocie (-196°C). W takich warunkach
zahamowaniu ulega wszelka aktywnos$¢ metaboliczna, a zakonserwowane
komorki moga by¢ przechowywane w niezmienionym stanie praktycznie nie-
ograniczenie. Dzieki temu mozliwe jest rozdzielenie w czasie i przestrzeni po-
brania komérek (np. plemnikéw czy oocytéw) oraz ich wykorzystania (np. do
sztucznej inseminacji czy zaptodnienia in-vitro). W praktyce umozliwia to wy-
miane materiatu genetycznego pomiedzy oddalonymi od siebie placowkami,
bez konieczno$ci transportu Zywego zwierzecia i narazania go na stres trans-
portowy, ktéry moze odbi¢ sie negatywnie na jego zdrowiu i ptodnosci. Z ko-
lei mozliwo$¢ przechowywania komorek i tkanek przez dowolnie dtugi czas
oznacza, ze materiat pobrany za zycia danego osobnika moze by¢ wykorzysty-
wany nawet wiele lat po jego Smierci. Co wiecej, mozliwe jest takze po$Smiertne
pozyskanie i kriokonserwacja komorek oraz tkanek, co ma szczeg6lne znacze-
nie w utrzymaniu zasobow genetycznych, gdyz pozwala na zachowanie genéw
danego osobnika, ktére w innym przypadku bytyby bezpowrotnie stracone.
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Jedna z grup zwierzat, ktérych bioré6znorodnos¢ jest skrajnie zagrozona,
sg dzikie kotowate. Sposrod 37 przedstawicieli rodziny Felidae, wszystkie
gatunki za wyjatkiem kota domowego sg zagrozone wyginieciem na cze-
Sci lub calym obszarze swojego wystepowania [Nizanski iin. 2010]. Jedng
z przyczyn tej rozpaczliwej sytuacji jest, obok wspomnianego kurczenia sie
naturalnych siedlisk, miedzy innymi kosztem terenéw uprawnych, takze
ktusownictwo oraz dziatania odwetowe za ataki na ludzi i zywy inwentarz.
Duza role odgrywa takze zanikanie zwierzat stanowigcych baze pokarmowg
drapieznikéw, jak ma to miejsce na przyktad w przypadku rysia iberyjskie-
go (Lynx pardinus) zywigcego sie gtownie krolikiem europejskim (Orycto-
lagus cunniculus) [Palomares 2011]. Zmniejszajaca sie liczebno$¢ populacji
oraz jej fragmentacja na mate, izolowane grupy, pomiedzy ktérymi przeptyw
genow jest znacznie utrudniony, stanowi powazne zagrozenie zasobow ge-
netycznych danego gatunku. Wspomniany ry$ iberyjski jest tu przyktadem
skrajnym, bowiem na wolno$ci pozostaty jedynie 2 izolowane populacje tego
gatunku, obejmujace 1acznie okoto 200 osobnikéw [Palomares iin. 2011],
przejawiajgce wyjatkowo niskie zréznicowanie genetyczne [Casas-Marce i in.
2013]. W przypadku takich nielicznych grup, upadek nawet jednego osobni-
ka przektada sie na powazne uszczuplenie i tak juz bardzo waskiej puli geno-
wej. Mozliwo$¢ pobrania materiatu po Smierci stanowi tu niezwykle cenne
narzedzie w ratowaniu réznorodnosci genetycznej gatunku.

Ponizej przedstawiony zostanie przypadek po$miertnego pozyskania
i kriokonserwacji nasienia ocelota, z wykorzystaniem protokotu opracowa-
nego dla kota domowego.

Opis przypadku

Dziesiecioletni samiec ocelota padt w krakowskim ogrodzie zoologicz-
nym z powodu ropnego zakazenia narzagdéw wewnetrznych. Podczas sekc;ji
pobrano jadra wraz z najadrzami, ktore to narzady nastepnie przetranspor-
towano w mozliwie najszybszy sposob do pracowni andrologicznej Katedry
Rozrodu we Wroctawiu. Natychmiast po dostarczeniu do laboratorium na-
jadrza zostaly odpreparowane od jader, oczyszczone z krwi i tkanek otacza-
jacych, a nastepnie ponacinane w buforze TRIS w celu pozyskania nasienia
zgodnie z metodyka opisang w literaturze dla kota domowego [Siemieniuch
i Woclawek-Potocka 2008]. Pozyskane nasienie zostato poddane ocenie ma-
kroskopowej (objeto$¢ mierzona pipeta automatyczng) oraz podstawowe;j
ocenie mikroskopowej. Oceniono ruchliwo$¢ subiektywnga (mikroskop kon-
trastowo-fazowy, pow. 200x), koncentracje (przy uzyciu komory Thoma),
zywotno$¢ (preparaty barwione eozyng i nigrozyng) oraz morfologie plem-
nikow (preparaty barwione metoda Giemsy wg Watsona). Udato sie pozy-
ska¢ 2,7 ml zawiesiny plemnikow o koncentracji 455 x 10°/mli ruchliwosci
subiektywnej 40%. Barwienie eozynga-nigrozyng wykazato 63% plemnikéw
zywych. Jedynie 33,5% plemnikéw zostato zaklasyfikowanych jako morfo-
logicznie prawidtowe. Pomimo stabej ruchliwosci i morfologii plemnikow,
zostata podjeta préba kriokonserwecji nasienia.

Nasienie przechowano przez noc w temp. 5°C w rozrzedzalniku opartym
na buforze TRIS z dodatkiem 20% zo6ttka jaja kurzego, stosowanym do kon-
serwacji nasienia w stanie ptynnym. Nastepnego dnia rano nasienie odwiro-
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wano i zawieszono w rozrzedzalniku z dodatkiem 6% glicerolu i 1% Equex
STM (Srodek powierzchniowo czynny), a po poéttoragodzinnej ekwilibracji
w temp. 5°C przeniesiono do stomek 0,5 ml oraz 0,25 ml i poddano proce-
durze kriokonserwacji w parach ciektego azotu (5 cm nad lustrem ciektego
azotu) przed 10 minut, zgodnie z procedurg stosowang w naszym laborato-
rium dla kota domowego [Nizanski i in. 2005]. Po tym czasie stomki z nasie-
niem zanurzono w ciekltym azocie i przeniesiono do Banku Nasienia w celu
dtugoterminowego przechowywania. W przysztosci zamrozone nasienie ma
zosta¢ wykorzystane do zaptodnienia in-vitro lub sztucznej inseminacji.

Ze wzgledu na widoczny poczatkowy etap rozktadu migzszu jader, od-
stapiono od proby kriokonserwacji tkanki jadrowe;.

Omowienie

W niniejszym artykule zastosowanie kriokonserwacji opisano na przykta-
dzie dzikich kotowatych, jednak technika ta stosowana jest, na znacznie szer-
sz skale, u zwierzat gospodarskich. W szczego6lnosci dotyczy to bydta, u kto-
rego inseminacja nasieniem mrozonym jest stosowana rutynowo i obejmuje
ok. 34 Swiatowego pogtowia, pozwalajac na znaczace przyspieszenie postepu
hodowlanego. Skala stosowania sztucznego unasieniania u pozostatych gatun-
kow zwierzat gospodarskich, tj. owiec, $win, koni, a takze krélikow jest niepo-
rownanie mniejsza [Gajda i Smorag 2007]. Wynika to z faktu, Ze u wiekszosci
gatunkow, nasienie po procesie mrozenia-rozmrozenia charakteryzuje sie ob-
nizong zdolnos$cia zaptadniajaca [Barbas 2009]. Intensywne badania nad opty-
malizacjg metod i protokoléw mrozenia nasienia pozwalajg mie¢ nadzieje, ze
sytuacja ta ulegnie zmianie. Oprécz wspomnianego zastosowania przemysto-
wego, kriokonserwacja znajduje zastosowanie w zachowywaniu zasobéw ge-
netycznych rzadkich ras bydta, owiec, kdz i Swin [Barbas 2009]. Nalezy dodac,
ze w Kilku krajach Europy zachodniej, np. Francji, Holandii i Czechach, w ban-
kach genéw gromadzony jest nie tylko materiat pochodzacy od zagrozonych
ras rodzimych, ale takze materiat od ras wysokowydajnych w celu zabezpie-
czenia ich zmienno$ci, ktéra na skutek intensywnej selekcji coraz bardziej sie
wyczerpuje [Martyniuk 2010]. Narodowe Banki Gendéw, w ktérych przecho-
wywane jest nasienie, oocyty izarodki pobrane od ras charakterystycznych
dla danego regionu czy kraju powstaly i sg rozwijane w wielu panstwach, m.
in. w Portugalii [Barbas 2009] czy Holandii [Woelders iin. 2012]. W Polsce,
pomimo programow ochrony zagrozonych zasob6éw genetycznych zwierzat
w rolnictwie oraz gromadzenia nasienia i zarodkéw w kilku oSrodkach, nie ma
Krajowego Banku Genow Zwierzat [Martyniuk 2010].

W przeciwienstwie do zwierzat gospodarskich, u ktérych osiggane wy-
niki sg bardzo dobre, rezultaty u kotowatych oraz wielu innych dzikich zwie-
rzat wcigz sa niezadowalajgce, pomimo ich kluczowego znaczenia w ratowa-
niu gingcych gatunkéw. Spowodowane jest to brakiem podstawowej wiedzy
o fizjologii rozrodu i wiasciwos$ciach gamet dziko zyjacych gatunkéw, ktore
to deficyty wynikaja z ograniczonych mozliwosci studiowania biologii roz-
rodu zwierzat dzikich, szczegoélnie tych rzadko wystepujacych [Holt 2008].
Istnienie gatunkowo swoistych réznic w podatnosci komorek na zamrazanie
wymaga opracowania i zastosowania specyficznych procedur dla kazdego
gatunku z osobna, jednak jak zauwazyt Comizzoli: ,Kiedy rzadkie zwierze

-140-



TOMII

niespodziewanie ginie, nie ma czasu na rozumienie fundamentalnych zasad
biofizyki. W takich naglych przypadkach, nalezy polega¢ na doswiadczeniu
oraz informacjach dostepnych dla spokrewnionych taksonomicznie gatun-
kéw” [Comizzoli iin. 2012]. Wielu naukowcéw prowadzacych badania nad
zastosowaniem biotechnik rozrodu u kota domowego podkres$la ich znacze-
nie aplikacyjne w ratowaniu dzikich kotowatych [Nizanski i in. 2010]. Spraw-
dzito sie w opisanym przypadku, w ktérym potwierdzona zostata przydat-
no$¢ protokotu opracowanego dla blisko spokrewnionego gatunku - kota
domowego. W literaturze mato jest informacji odnos$nie pozyskania i mro-
zenia nasienia ocelota, dodatkowo wszystkie dotyczg nasienia pozyskanego
eksperymentalnie poprzez elektroejakulacje [Stoops i in. 2007], co czyni opi-
sany przez nas przypadek wyjatkowym.

W przedstawionym przypadku pobrano nasienie poprzez nacinanie
ogondw najadrzy. Ze wzgledu na mozliwos¢ tylko jednokrotnego wykorzy-
stania tej techniki w zyciu danego samca nie nadaje sie ona do rutynowego
wykorzystania u zwierzat hodowlanych. Stosowana moze by¢ jednak z powo-
dzeniem u zwierzat dzikich i wybitnych reproduktoréw, w celu stworzenia
rezerwy genetycznej samcoOw padtych lub skierowanych do kastracji z przy-
czyn zdrowotnych czy behawioralnych. W tym zakresie jest ona niezwykle
cenng metodg biotechniczng ibedzie prawdopodobnie wykorzystywana
w dalszym ciggu w duzym zakresie w odniesieniu do tej grupy zwierzat [Ni-
zanski iin. 2010]. W warunkach terenowych nie zawsze istnieje mozliwos$¢
pozyskania nasienia od padtego osobnika. Na szczescie mozliwe jest pod-
danie kriokonserwacji plemnikéw przechowywanych w najadrzach do 24
godz. od Smierci zwierzecia [Chatdarong iin. 2009], jak w opisanym przez
nas przypadku. W sytuacji gdy od $mierci zwierzecia do pozyskania gamet
mija dtuzszy okres (24-60 godz.) czesto nie udaje sie uzyska¢ zywych ko-
morek [Leon-Quinto i in. 2009]. Ruchliwo$¢ otrzymanego przez nas nasienia
nie byta zadowalajaca, jednak nawet w przypadku bardzo stabej ruchliwosci
lub zupetnego jej braku warto podja¢ probe kriokonserwacji, gdyz techniki
takie jak ICSI (intracytoplasmic sperm injection, bezposrednie wstrzykniecie
plemnika do oocytu) pozwalajg na ominiecie tej przeszkody i wykorzystanie
takiego nasienia do produkcji zarodkow [Leon-Quinto i in. 2009].

W artykule zostal przedstawiony przyktad zastosowania mrozenia na-
sienia do ratowania gendéw padtego samca, jednak technika kriokonserwacji
moze zostac zastosowana do praktycznie kazdego rodzaju komoérek czy nawet
catych tkanek. Obok plemnikéw, kriokonserwacji poddaje sie takze zarodki,
oocyty, fragmenty tkanki jajnikowe ijadrowej, a takze komoérki somatyczne
w roznych postaciach (bioptaty skory, krew, wyrwane wtosy, wymazy z policz-
kéw iinne) [Leon-Quinto 2009]. Pomimo szerokich mozliwosci wydaje sie, ze
mrozenie nasienia prawdopodobnie bedzie najszerzej stosowane, z kilku po-
wodow. Po pierwsze, nasienie jest relatywnie tatwe do pozyskania, a dla wiek-
szoSci gatunkéw (szczegdlnie zwierzat gospodarskich) istniejg opracowane
odpowiednie protokoty kriokonserwacji plemnikéw, zapewniajgce ich dobra
przezywalnos$¢. Rowniez pdZniejsze wyKorzystane do sztucznej inseminacji
jest wzglednie tatwe i tanie do przeprowadzenia, zwtaszcza u gatunkéw, u kto-
rych jest ona stosowana rutynowo (bydto, owce) [Woeldersi in. 2012]. Wedtug
Leon-Quinto [Leon-Quinto 2009] nasienie musi by¢ gléwnym i podstawowym
materiatem przechowywanym w bankach zasob6w genetycznych.
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W nastepnej kolejnosci najczeSciej mrozeniu poddawane sg zarodki. Sg
one istotne w kontekscie zachowywania zasobéw genetycznych, gdyz po-
zwalaja na szybkie odnowienie zanikajgcej populacji [Woelders i in. 2012].
Niestety, u wiekszos$ci gatunkéw kriokonserwacja zarodkéw nie jest stoso-
wana rutynowo i brak jest opracowanych procedur. Podobnie sytuacja wy-
glada w przypadku oocytow. Dodatkowo, ze wzgledu na specyficzng budowe
komorki jajowej, jej konserwacja w ciektym azocie stanowi duze wyzwanie.
Zastosowanie witryfikacji zamiast wolnego mrozenia oraz opracowanie spe-
cyficznych dla danego gatunku roztworéw witryfikacyjnych pozwolito na od-
niesienie sukcesu w tej dziedzinie u wielu gatunkow.

Kriokonserwacja tkanki jadrowe;j ijajnikowej stanowi alternatywe i/lub
dopelnienie mrozenia oocytow i embrionéw. Pozwala na zachowanie materia-
tu genetycznego od niedojrzatych ptciowo osobnikéw [Leon-Quinto iin. 2009],
za$ u dorostych zwierzat stanowi zrédio wielkiej iloSci gamet na réznym stopni
rozwoju i réznicowania. Zakonserwowana w niskich temperaturach tkanka jest
nastepnie przeszczepiania do organizmy biorcy (ksenotransplantacja) lub doj-
rzate komérki rozrodcze sg pozyskiwane w warunkach hodowli in vitro [Luvoni
2006]. Nalezy tu jednak mie¢ na uwadze, Ze tatwiej poddawac kriokonserwacji
komdrki niz tkanki. Wynika to z faktu, Zze rézne rodzaje komorek charakteryzuja
sie r6zng podatnoscig na kriouszkodzenia i wymagajq specyficznych warunkow
zamrazania. Dodatkowo, potaczenia miedzy komérkami muszg pozostac nie-
naruszone, zZeby zachowac integralnos$¢ tkanki po rozmrozeniu [Luvoni 2006].
Z drugiej strony, w przypadku tkanki jajnikowej dowiedziono, Ze oocyty we
wczesnych stadiach rozwoju sg mniej podatne na kriouszkodzenia niz dojrzate
komorki jajowe, co czyni je tatwiejsze do zamrozZenia [Luvoni 2006]. Kriokonser-
wacja i p6zniejsze wykorzystanie tkanki gonadalnej pozostaje na razie w fazie
eksperymentalnej, ale intensywne badania prowadzone w tej dziedzinie pozwa-
lajg sadzi¢, ze w przysztosci nabierze to wiekszego znaczenia.

Duze nadzieje wigze sie z kriokonserwacjg komoérek somatycznych. Sg
one najtatwiejsze do pozyskania oraz zamrazania - nie wymagajg skompli-
kowanych procedur ani sprzetu [Woelders i in. 2012], dodatkowo pozwalaja
na przeprowadzenie wielu badan genetycznych, toksykologicznych, filogene-
tycznych, epidemiologicznych i innych [Leon-Quinto i in. 2009]. Niestety ich
zastosowanie w przywracaniu bioréznorodnosci populacji jest juz znacznie
bardziej wymagajace. Uzyskanie zarodkow z wykorzystaniem komdrek so-
matycznych mozliwe jest po zastosowaniu transferu jadrowego, popularnie
znanego pod nazwa ,klonowania”. Caty proces obejmuje namnazanie komo-
rek po rozmrozeniu, pozyskanie oocytéw (od samicy tego samego gatunku
lub blisko spokrewnionego) iich dojrzewanie in vitro, zastgpienie jadra
komoérki jajowej jadrem komorki somatycznej, nastepnie hodowle in vitro
i przeszczep wyhodowanych w ten sposéb zarodkéw do macicy biorczyni
tego samego lub blisko spokrewnionego gatunku [Woelders i in. 2012]. Jest
to pracochtonne i kosztowne, dodatkowo na dzien dzisiejszy charakteryzuje
sie mata wydajnoscia. Niemniej jednak udato sie uzyskac¢ w ten sposdb zywe
potomstwo u wielu gatunkéw, w tym od zwierzat dzikich [Gajda i Smorag
2007], co czyni te technike obiecujaca do zastosowania w przysztosci.

Doskonatg ilustracjg zastosowania kriokonserwacji gamet i zarodkow
w potaczeniu z biotechnikami rozrodu jest przypadek opisany przez Pope
[Pope 2014]. W 2003 roku pobrano izakonserwowano w ciektym azocie
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nasienie samca kota czarnotapego (Felis nigripes). Dwa lata p6Zniej, w 2005
roku nasienie to rozmrozono i uzyto do zaptodnienia in vitro. Wyhodowane
w ten sposob zarodki poddano procedurze kriokonserwacji. Siedem lat p6z-
niej, w 2012 roku zarodki te rozmrozono, a nastepnie implantowano w ma-
cicy kotki domowej (Felis catus domesticus), ktéra donosita cigze i urodzita
kocie kota czarnotapego.

Autorzy artykutu majg nadzieje, ze dzieki zastosowaniu biotechnik roz-
rodu opisany samiec ocelota rowniez doczeka sie w przysztosci potomstwa
i jego geny przyczyniag sie do utrzymania ré6znorodnosci genetycznej tego ga-
tunku.

Podsumowanie

Omoéwiony przypadek pokazuje, ze techniki wspomaganego rozrodu,
powszechnie stosowane u zwierzat hodowlanych, moga zosta¢ wykorzysta-
ne w programach ochrony dzikich kotowatych. PoSmiertne pobieranie plem-
nikow iich kriokonserwacja pozwala zachowac¢ geny cennych osobnikow,
tym samym przyczyniajac sie do utrzymania puli genetycznej kurczacych sie
populacji. Mozliwo$¢ zastosowania mrozonego nasienia do sztucznej insemi-
nacji lub zaptodnienia in vitro i embriotransferu stanowi potezne narzedzie
w ratowaniu gingcych gatunkow, a nawet, w przysztosci, daje mozliwos¢ od-
tworzenia gatunku po jego wymarciu.
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