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Embryonic birds’ cell manipulation
Summary

Because of easy access to the developing embryo in the laid eggs, chicken
embryos have been used as a favorite model in embryology and developmental
biology. Several experiments have demonstrated that pluripotent blastodermal
cells (BC) from stage X chicken embryo can be removed, dispersed, and injected
into the subgerminal cavity of recipient embryos at the same stage of develop-
ment. These blastodermal cells are able to colonize somatic tissues of treated
embryos and can contribute to the germline, because stage X blastodermal cells
obtained from freshly laid eggs contain primordial germ cells (PGC) or their pre-
cursor cells. In this overview the methods and two principal applications of
chicken embryo cells manipulation are: 1) production of transgenic birds, and 2)
preserving and reconstituting poultry foundation stocks were presented.
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1. Wstep

Zarodek kurzy jest doskonatym modelem doswiadczalnym
w r6znych badaniach z zakresu biologii rozwoju, embriologii, hi-
stologii, anatomii, fizjologii, medycyny, itd. Sprzyja temu specy-
ficzny cykl rozwojowy ptakéw. Jajo ptaka zostaje zaptonione
w lejku jajowodu, po czym przesuwa sie wzdtuz jajowodu, gdzie
zostaje otoczone btonami. W tym czasie zachodzi w nim bruzd-
kowanie, ktéremu podlega tylko tarczka zarodkowa, potozona
na powierzchni jaja, na biegunie animalnym. W konsekwencji
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w momencie zniesienia jaja (okoto 24 h po zaptodnieniu) tarczka zarodkowa, li-
czaca okoto 40 000-60 000 komorek stanowi blastoderme, oddzielong od masy
z0ktkowej w czesci centralnej jamg podzarodkowa.

Na podkreslenie zastuguje takze tatwos¢ izolacji tarczki zarodkowej z zéttka,
a zwlaszcza whasciwosci komorek embrionalnych ptakéw bedacych w momencie
zniesienia w X-XI1 stadium rozwoju (1).

Poczatkowo wiele przyczyn ztozyto sie na duzo mniejsze zainteresowanie meto-
dami biotechnologii w produkcji drobiarskiej, jedng z nich jest mozliwos¢ uzyskania
znacznie szybhszego niz u ssakéw, postepu genetycznego w liniach ptakéw selekcjo-
nowanych metodami genetyki populacji. Sprzyjaja temu mozliwosci reprodukcyjne
ptakow, np. od kury uzyskuje sie kilkaset sztuk potomstwa w ciggu roku. Krétki od-
step miedzy pokoleniami (okoto 7-8 miesiecy), pozwala natomiast na uzyskanie du-
zej liczby potomstwa zaréwno po ojcu jak i od jednej matki. Mozliwos$¢ wyboru naj-
lepszych reproduktoréw, stanowigcych zaledwie kilka procent sposrod kilkudziesie-
ciu tysiecy ocenianych osobnikéw oraz réznorodnosc ras, a zwihaszcza wyspecjalizo-
wanych homozygotycznych linii ptakdw, umozliwia ponadto szerokie wykorzysta-
nie w ich hodowli zjawiska heterozji (2).

2. Manipulacje komoérkami zarodkowymi

Marzullo (3) wykazat po raz pierwszy, ze rozproszone komorki blastodermalne
(BC), izolowane z tarczki zarodkowej po zniesieniu jaja, zachowujg swoj potencjat
i po iniekcji do zarodka biorcy podlegajg dalszemu rozwojowi. Niektore z iniekowa-
nych komorek ulegaja zréznicowaniu do melanocytéw, co manifestuje sie odpo-
wiednig pigmentacjg upierzenia manipulowanych zarodkéw. W podobnym doswiad-
czeniu, uzyskano piskle charakteryzujace sie fenotypowym chimeryzmem melanocy-
téw i erytrocytow (4). Po czym okazato sie, ze 0,3% potomstwa tego koguta po-
wstato w wyniku zaptodnienia plemnikami pochodzacymi z komoérek dawcow. Zo-
stato to potwierdzone zaréwno w wyniku oceny barwy upierzenia jak i analizy DNA
jego potomstwa.

Whyniki tych doswiadczen staty sie podstawa oryginalnej hipotezy, ze z jednej
strony komorki blastodermalne, w momencie zniesienia jaj zachowujg whasciwosci
totipotentne, z drugiej za$ zawierajg pewna liczbe prekursoréw pierwotnych komé-
rek piciowych. Rola tych ostatnich (pierwotne komorki piciowe - primordial germ
cells, PGC) w réznicowaniu pici ptakéw byla znana od dawna (cyt. za 5). Jednak ich
cykl rozwojowy, a przede wszystkim lokalizacja w kolejnych fazach rozwoju zarod-
ka opisana zostata znacznie p6zniej (6). Obecnie wiadomo, ze komérki macierzyste
PGC zlokalizowane sg w obrebie pola jasnego tarczki zarodkowej w X stadium roz-
woju zarodkowego i przechodza do hipoblastu pomiedzy XI a Xl stadium.

W kolejnych doswiadczeniach udowodniono, ze iniekowane komorki blastoder-
malne dawcéw ulegajg wbudowaniu i zréznicowaniu w réznych tkankach somatycz-
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nych zarodkéw biorcow (7,8), natomiast pierwotne komorki piciowe zdolne sg do
rozwoju i podlegaja normalnej migracji do gonad biorcy, gdzie zachowujg mozliwosci
réznicowania i produkcji funkcjonalnych gamet (9).

3. Tworzenie chimer ptakéw

Mozliwosci tworzenia chimer kregowcdw, w wyniku manipulacji ich komdrkami
znane sg od dawna (10). Takze w odniesieniu do ptakdéw prowadzono odpowiednie
manipulacje. Wykorzystujac m.in. odpowiednie markery morfologiczne w celu zna-
czenia i /lub identyfikacji odmiennych typow komorek w organizmie chimery (11).

Zainteresowanie tworzeniem chimer ptakéw wzrosto w ostatniej dekadzie, po tym
jak cytowany juz Petitte i in. (4) wykazat mozliwo$¢ uzycia komdérek blastodermalnych
kury do produkcji nie tylko chimer fenotypowych, ale takze chimer ptciowych.

Pierwotne komérki ptciowe stanowig teoretycznie doskonate narzedzie do pro-
dukcji chimer piciowych. Jednak chimery po iniekcji PGC uzyskano jedynie w kilku
laboratoriach na $wiecie, a przezywalnos¢ zarodkéw biorcéw jest znacznie ograni-
czona. Ponadto nalezy podkresli¢, ze procedura izolacji PGC oraz ich iniekcja do za-
rodkéw biorcéw jest skomplikowana. Wymaga bowiem pobrania krwi od zarodkéw
bedacych w 14-17 stadium rozwoju (okoto 50-64 godz. inkubacji) i izolacji komérek.
Ta ostatnia przypomina przystowiowe ,,szukanie igly w stogu siana”, zwazywszy, ze
w tym stadium w catym zarodku znajduje sie, jak sie szacuje maksymalnie okoto
200 pierwotnych komarek piciowych. Najczesciej stosowane procedury, to wirowa-
nie krwi w gradiencie Ficoltu (12) tub izolacja z wykorzystaniem odpowiednich mar-
keréw immunologicznych (13). Réwnie skomplikowana jest iniekcja od 100 do 1000
PGC (14,15) do naczyn krwionosnych kilkudziesieciogodzinnego zarodka biorcy,
w taki sposob aby nie ulegty one uszkodzeniu.

Tak zatem narzedziem z wyboru do produkcji chimer ptakéw, jak sie wydaje,
zgodnie z obecnym stanem wiedzy sgq komorki blastodermalne. Podstawowe zna-
czenie mialo opracowanie efektywnej, powtarzalnej metody produkcji chimer, to-
tez wiele prac po$wiecono badaniom mechanizméw ich powstawania. Miejsce po-
brania komérek (centralna lub peryferyjna czes¢ blastodermy), miejsce iniekcji, jak
réwniez wiek iniekowanych zarodkéw wptywat na potencjat rozwojowy komorek
dawcow w blastodermie zarodkéw biorcow (9,16).

Wielu autorow wskazuje na bardzo niskg przezywalno$¢ zarodkéw biorcow
(4,17,18). Sposrod, np. 408. manipulowanych jaj wylegto sie jedynie 2,8%, podczas
gdy w grupie kontrolnej, nie manipulowanej od 61 do 92% pisklat (19). Wysoka za-
mieralno$¢ iniekowanych zarodkéw obserwowana byla réwniez przez Thorawata
i in. (20). Uzyskano takze lepsze wyniki (wylegowos¢ 40,3%), w efekcie prostej mo-
dyfikacji techniki wykonania otworu w skorupie jaja (21).

Przezywalno$¢ zarodkéw biorcow drastycznie zmniejsza sie w czasie pierwszych
dni legu (18,22). Wymieni¢ mozna co najmniej kilka czynnikdw zwiekszajacych pro-
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cent chimer somatycznych i ptciowych: liczba iniekowanych komérek (23), naswietla-
nie promieniowaniem gamma zarodkdw biorcow (7,9) oraz odpowiedni dobor pary
biorca-dawca (7). Podstawowym jest jednak odpowiednio wysoka przezywalno$¢
traktowanych zarodkéw biorcéw, po iniekcji komérek blastodermalnych dawcéw.

Zaproponowana w naszym laboratorium metoda (24), polegajgca m.in. na:

1) doborze odpowiedniego genotypu dawcy komorek,

2) wykonaniu otworu manipulacyjnego w tepym koncu jaja, nad komorg po-
wietrzna,

3) odpowiednim doborze warunkéw manipulacji komoérkami i inkubacji jaj po
iniekcji, pozwolita na istotne zmniejszenie wczesnej zamieralnosci manipulowanych
zarodkow i w konsekwencji kilkukrotne zwiekszenie wylegowosci pisklat, biorcow
komorek (tab. 1). Ponadto na istotne zwiekszenie, w poréwnaniu z metoda trady-
cyjna, liczby pisklat fenotypowych chimer (rys. 1).

Tabela 1
WptyMt metody iniekcji komérek blastodermalnych na wylegowo$¢ manipulowanych zarodkéw*
Metod Powidrzenie L acznie
eloca ! 2 3 4 5 6 2
A
liczba traktowanych zarodkéw 53 22 25 43 * * 143
wylegowos¢ (%) 75 45 16,0 11,6 98 A
B
liczba traktowanych zarodkéw 15 17 18 16 16 23 105
wylegowos¢ (%) 46,7 353 50,0 25,0 375 47,8 409 B

* na podstawie (24).
A, B - wartosci oznaczone réznymi literami réznig sie statystycznie przy P<0,01,

Zaletg zaproponowanej metody, jest statystycznie istotna redukcja wczesnej za-
mieralnos$ci manipulowanych zarodkdw. Jej konsekwencjg byta wyzsza wylegowosé
(40,9%: 43/105), w poréwnaniu z metoda konwencjonalng (9,8%; 14/143). Srednia
wylegowosé (40,9%), wyliczona na podstawie szesciu powtdrzen jest wyzsza od naj-
lepszych publikowanych dotychczas wynikéw (8,25). Przy czym nalezy podkreslic,
ze metoda wiasna (24) jest znacznie tatwiejsza w poréwnaniu z proponowang przez
cytowanych autoréw, wymagajacg transferu czterodniowych zarodkdéw do skorup
zastepczych.

Odrebnym zagadnieniem jest uzyskiwany procent chimer fenotypowych i picio-
wych, wsrdd pisklat wylezonych z manipulowanych zarodkéw. Chcac ten procent
zwiekszyC€ starano sie zawezi¢ stosunek liczbowy pomiedzy liczbg komdrek biorcy
i dawcy. W tym celu realizowano dwie strategie. Pierwsza polega na zwiekszeniu
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Rys. 1. Piskle chimera powstate po iniekcji komoérek blastodermalnych dawcy (Zk) do zarodkéw bior-
cow (WI). Ciemne zabarwienie puchu - fenotypowy marker chimeryzmu.

liczby komérek lub objetosci zawiesiny iniekcyjnej, wprowadzanej do jamy podza-
rodkowej zarodkoéw (4,7,23). Druga natomiast dotyczy ostabienia potencjatu rozwo-
jowego zarodkdw biorcow, w wyniku ich traktowania promieniowaniem gamma (7)
lub preparatami chemicznymi (26), co miatoby faworyzowac rozwdj komorek dawcy.
W badaniach prowadzonych w Oddziale Badawczym Drobiarstwa 1Z, po$wieco-
nych temu zagadnieniu (5), stwierdzono ciekawa prawidlowo$¢. Wiekszo$¢ zarod-
kéw napromieniowanych duzymi dawkami (6 i 7 Gy), ale nie poddanych iniekcji za-
mierata do 3. doby (72-82%), a pozostate do 9. doby legu. Natomiast iniekcja zawie-
siny komorek blastodermalnych, niezaleznie od jej objetosci, do jamy podzarodko-
wej napromieniowanych biorcéw powodowata nie tylko zasadniczg zmiane krzywej
zamieralnosci, bowiem w pierwszych 3 dobach legu zamierato ich znacznie mniej
(30-65%), ale przede wszystkim umozliwiata wylag pisklat (grupa napromieniowana
6 Gy). Interpretujac te wyniki, mozna przypuszczaé, ze w omawianych badaniach
dawka 6 Gy byla krytyczna, letalng dla zarodkéw biorcow, nie poddanych iniekcji
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komérek blastodermalnych, ale umozliwiajgcg ich rozwoj, o ile nastgpita iniekcja
dodatkowych komorek, pochodzacych od dawcy. Kontynuujac ten tok myslenia moz-
na przypuszczaé, ze wszystkie piskleta wylezone w tych grupach byty w rzeczywi-
stosci chimerami, niezaleznie od mozliwosci identyfikacji chimeryzmu na podstawie
markera fenotypowego (barwy upierzenia).

Potwierdzeniem tej hipotezy sg badania (5,27) nad identyfikacja chimeryzmu
w réznych typach komorek: melanocytach (marker - ciemna barwa upierzenia),
gruczotu skorupowego (marker - ciemna barwa skorupy), erytrocytach (marker -
DNA) i plemnikach lub oocytach (marker - wylag pisklat rasy dawcy komdrek), kto-
rych wyniki zestawiono w tabeli 2. Do identyfikacji chimeryzmu w erytrocytach
(18,8%), wykorzystano charakterystyczny dla Zielonondzki kuropatwianej fragment
DNA (28) o dtugosci ok. 780 pz, identyfikowany w reakcji RAPD - PCR, z 10-nukle-
otydowym starterem GTTTCGCTCC. W przedstawionych wynikach wskazuje sie, ze
komérki/tkanki biorcoéw byly w statystycznie réznym stopniu kolonizowane przez
komorki dawcy. W najwiekszym komérki gruczotu skorupowego (71,5%), a w naj-
mniejszym melanocytéw (17,1%), o ile dawca byty kury rasy Barred Plymouth Rock. Na
podkreslenie zastuguje fakt, ze na procent chimeryzmu istotny wptyw miat genotyp
dawcy komdrek Barred Plymouth Rock (17,1%) lub Zielonondzka kuropatwiana
(56,5%). Interesujacy jest zwihaszcza wysoki procent chimer piciowych (31,0%), uzys-
kany po iniekcji do zarodkoéw biorcéw, komorek blastodermalnych.

Tabela 2
Czestotliwo$¢ chimeryzmu w réznych komoérkach biorcow™
Komorki Marker Liczba obserwacji Liczba chimer (%)

melanocyty ciemna barwa upierzenia 70 12 (171) a
dawca (rasa kur): 69 39 (56,5) b
Barred Plymouth Rock

Zielononédzka kuropatwiana

gruczotu skorupowego ciemna barwa skorupy 186 133 (71,5) ¢
erytrocyty fragmenty DNA 16 3 (18,75) a
plemniki i oocyty piskleta Zn lub BPR w F2 29 9 (31,0) ab

(krzyzowanie wsteczne)

*na podstawie wynikow: (27,5);
a, b, ¢, - wartosci oznaczone réznymi literami réznig sie statystycznie przy P<0,05-

Opisana efektywna, mniej pracochtonna, a przede wszystkim umozliwiajgca uzy-
skanie nie tylko chimer fenotypowych, ale takze znaczny odsetek chimer piciowych
metoda wiasna umozliwia rutynows, regularng ich produkcje, a zatem otrzymanie
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licznej, unikatowej populacji chimer, mogacych stanowi¢ podstawe rozwoju rézno-
rodnych, czesto potencjalnych do tej pory kierunkow badawczych.

4. Mozliwosci praktycznego wykorzystania chimer

w ostatnim dziesiecioleciu prowadzono intensywne badania nad praktycznym
wykorzystaniem mozliwosci tworzenia chimer w wyniku manipulacji komoérkami
embrionalnymi ptakéw. Dotycza one dwdch podstawowych kierunkow:

1) produkcji ptakéw transenicznych oraz

2) biokonserwacji genotypdw.

Od kilku lat rozwijajg sie badania nad wykorzystaniem komdrek embrionalnych:
komorek blastodermalnych lub pierwotnych komorek piciowych do wprowadzania
egzogennego DNA do zarodka kury. Wedtug aktualnego stanu wiedzy tworzenie
transgenicznych ptakdéw z wykorzystaniem komérek blastodermalnych moze by¢
metoda z wyboru.

Komdrki blastodermalne znajdujg zastosowanie w produkcji ptakéw transge-
nicznych, bowiem moga by¢ przetrzymywane w kulturze przez wiele dni poprze-
dzajacych iniekcje do zarodkdéw biorcow (29) oraz moga by¢ modyfikowane gene-
tycznie in vitro, na drodze lipofekcji (30) lub elektroporacji (31). Te wtasciwosci czy-
nig komorki blastodermalne idealnym wektorem do wprowadzania modyfikacji ge-
netycznych do komdrek szlaku piciowego.

W ostatnich latach pojawity sie lapidarne informacje o uzyskaniu zmodyfikowa-
nych genetycznie ptakéw, posiadajacych wiasciwosci produkcji specyficznych biatek.
Badania te zostaty jednak zmonopolizowane przez wyspecjalizowane firmy komer-
cyjne (Origen Therapeutics, Inc.; AviGenics i inne), czego efektem jest niestety brak
dalszych publikacji, opisujacych uzyskane wyniki.

W kraju, w Oddziale Badawczym Drobiarstwa 1Z oraz Instytucie Biotechnologii
i Antybiotykéw PAN podjeto wspdlnie, badania nad wprowadzaniem egzogennego
DNA do komorek blastodermalnych, z zamiarem tworzenia ptakéw bioreaktoréw,
produkujgcych w biatku jaja kurzego biatka ludzkie o charakterze leczniczym. Skon-
struowano wektory plazmidowe (32), wyposazone w specyficzne sekwencje regula-
cyjne, umozliwiajace oceng ekspresji wybranych genéw w komérkach blastodermal-
nych Kkury in vitro. Jako element regulujacy ekspresje obcych gendéw w jajowodzie
wybrano promotor ovoalbuminy, podstawowego biata jaja kurzego. Do wektoréw
wiaczono geny reporterowe, np. gen lucyferazy (Luc) lub GFP {green fluorescence pro-
tein), ktorych poziom ekspresji tatwo kontrolowac¢ w celu optymalizacji warunkow
transfekcji.

W pierwszym etapie (33) optymalizowano warunki lipofekcji (rys. 2) stwierdza-
jac, ze ekspresja Luc uzalezniona byfa od koncentracji komorek, rodzaju stosowane-
go kompteksu tipidowego, plazmidu DNA, proporcji lipd/DNA oraz warunkow fi-
zycznych reakcji.
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1 VgDNA
m 2/igDNA
1 3°gDNA
[J SugDNA

0,5:1 0,5:1 01:01 02:01 03:01 05:01 10:01
stosunek DNA/lipid

Rys. 2. Wptyw ilosci DNA i stosunku DNA/lipid na ekspresje genu lucyferazy (wzgledne Jednostki lu-
minescencyjne/mg biatka) w komoérkach blastodermalnych kury.

Obecnos¢ innych gendw w komdrkach i tkankach ptakéw weryfikowano (34) na
bazie obecnosci zielonego biatka fluorescencyjnego lub metoda PCR (rys. 3). Zaklada
sie, ze kury w ktorych genom zostanie wigczony konstrukt, sktadajacy sie z obcego
genu umieszczonego pod kontrolg promotora ovoalbuminy, beda wytwarzaly w cze-
$ci biatkotworczej jajowodu obce biatko, ktore bedzie wydalane wraz z jajem. W ten
sposéb mozliwe bedzie tworzenie ptakow bioreaktoréw o zmodyfikowanym skila-
dzie biatka jaja, umozliwiajagcym produkcje biatek o charakterze terapeutycznym.

1584 bp
1375 bp

Rys. 3. Identyfikacja genu interferonu a2a w transfekowanych komérkach blastodermalnych kury.
M - marker wielkosdci; 1, 2, 3 - grupy doswiadczalne (transfekowane komérki blastodermalne), 4 -
kontrola negatywna (bez DNA), 5 - kontrola pozytywna (plazmid).
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Biorca komérek - WL Dawca komérek - Zn

Wylag manipulowanych
zarodkow 40,9%:

w tym chimer
fenotypowych 87,0%
piciowych 30,0%

Chimery piciowe Chimery piciowe
21,1% plemnikéw Zn_ 21,1%oocytqw Zn
78,9% plemnikéw WL 78,9% oocytow WL

Efekt krzyzowania
chimer piciowych
2,1% pisklat Zn
97,9% pisklagt WL

Rys. 4. Schemat odtworzenia populacji Zielonondzki kuropatwianej (Zn).

Inne, praktyczne zastosowanie komorek blastodermalnych wynika z mozliwosci
ich mrozenia i dtugotrwatego przetrzymywania przed iniekcjg do zarodkow bior-
cow (8,35). Uzyskane w ten sposéb chimery pitciowe, odpowiednio krzyzowane,
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moga odtworzy¢ genotyp dawcéw BC (25), dzieki czemu nie jest konieczne kosz-
towne utrzymanie unikatowych genotypow ptakéw metoda in situ (36).

W najnowszych badaniach (37), udowodniono mozliwo$¢ odtworzenia rodzimej
populacji Zielonondzki kuropatwianej (Zk), dawcow komorek blastodermalnych,
w wyniku krzyzowania chimer piciowych (38), zgodnie z przedstawionym na rysun-
ku 4 sposobem postepowania. Najciekawsze jednak, ze wykazano w oparciu na ba-
daniach polimorfizmu DNA, iz jedna para chimer piciowych zdolna jest do repro-
dukcji potomstwa, z ktérych kazde bedzie posiadato zréznicowany genotyp, inny
niz ten, ktory jest wypadkowa ich biologicznych rodzicéw, jest to mozliwe ponie-
waz kazde z biologicznych rodzicéw (chimer piciowych) uzyskano po iniekcji komo-
rek pochodzacych od dwudziestu dawcow. Teoretycznie zatem ich gonady zdolne
sg do produkcji gamet nosicieli dwudziestu r6znych genotypow dawcow iniekowa-
nych komorek. Praktyczng implikacja tego faktu jest mozliwos¢ rekonstrukcji bio-
réznorodnosci populacji dawcow komorek w oparciu na kojarzeniu zaledwie kilku
chimer piciowych.

Opisane praktyczne wykorzystanie mozliwosci manipulacji komérkami embrio-
nalnymi ptakow jest wynikiem realizowanej w ostatnich latach problematyki badaw-
czej, ktora dotyczyta:

- doskonalenia metod produkcji chimer,

- poprawy przezywalnosci zarodkéw chimer po iniekcji komorek dawcéw,

- metod identyfikacji chimer,

- zwiekszenia stopnia chimeryzmu,

- metod transfekcji komorek BC i PGC,

- obserwacji fizjologicznych, genetycznych i produkcyjnych aspektéw chimery-
zmu, itd.

Dalsze badania z tego zakresu powinny zmierzac¢, jak sie wydaje, z jednej strony
do lepszego wykorzystania PGC w tworzeniu chimer piciowych, z drugiej za$ do
opracowania praktycznych przesiewowych metod identyfikacji transfekowanych ko-
morek oraz zapewnienia trwatej transfekcji komodrek, w celu rutynowej produkcji
ptakow transgenicznych lub bioreaktorow.

Interesujgce ponadto, jak sie wydaje, s3 mozliwosci obserwacji interakcji pomie-
dzy réznymi genotypami komaérek dawcow i biorcéw w organizmie chimery, a przede
wszystkim ocena mozliwosci sterowania picig ptakéw. Tym bardziej, ze udowodnio-
no mozliwo$¢ réznicowania sie PGC w gametach biorcow (39,40), nawet odmiennej
pici i produkcje ta drogg funkcjonalnych gamet.

Niemozliwe do tej pory, badania nad mechanizmem wzajemnego oddziatywania
egzo- i endogennych komérek w organizmie chimery, a tym bardziej jego wptyw na
jej funkcje ptciowe beda mogty by¢ podjete, poniewaz dysponuje sie odpowiednio
licznym materiatem badawczym, ponadto oznaczony zostat profil genetycznych pta-
kéw dawcow i biorcéw komorek embrionalnych (na podstawie polimorfizmu mikro-
satelitarnych sekwencji DNA), a wreszcie opublikowano szybka, przyzyciowg meto-
de oznaczania pici wczesnych zarodkdw kury (41).
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