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Znaczenie niskich temperatur dla diugotrwatego przechowywania nasienia ludzi i zwierzat,
byto juz dostrzegane w drugiej potowie XIX w. Dobrze rozumiano, ze zahamowanie procesow
biochemicznych moze pozwoli¢ na okresowe zatrzymanie zycia komérek. Jednakze stosowane
woéwczas metody zamrazania nasienia, w czasie ktdrych nastepowata krystalizacja wody, pro-
wadzity do niszczenia struktur komorkowych. Badania prowadzone byly w dwdch gtéwnych
kierunkach, a mianowicie - 1) odwadniania komérek i nastepnie bardzo szybkiego zamrazania,
tak aby uzyska¢ bezpostaciowe wymrazanie wody, ktére nie uszkadzatoby struktur komoérko-
wych (witryfikacja) oraz 2) poszukiwania srodkow ostaniajgcych komorki w procesie mrozenia.
Obie drogi nie przyniosty rezultatow. Taki stan trwat prawie do konca lat czterdziestych, kiedy
to Christopher Polge odkryt znaczenie glicerolu jako srodka ostaniajgcego w procesie zamra-
zania nasienia. Szczegolnie podatne na zamrazanie okazalo sie nasienie buhaja. Zastosowano
tu metode opracowang przez Polge i Lovelock (1). Wyniki zostaty potwierdzone uzyskaniem
zacielen po inseminacji nasieniem mrozonym na poziomie fizjologicznym dla bydta (2,3).

Osiggniecie to stanowito podstawe i punkt wyjscia do wszystkich nastepnych poczynan
z zakresu kierowania rozrodem zwierzat, a przede wszystkim dla konstruowania programow
postepu hodowlanego, opartych na wykorzystaniu potencjalu genetycznego samca. Znaczenie
odkrycia ostaniajgcej roli glicerolu w procesie zamrazania komorek, zostato z czasem opraco-
wane i wykorzystane w odniesieniu takze do innych materiatéw biologicznych oraz do nasienia
i zarodkéw roznych gatunkéw zwierzat, w tym takze i cztowieka. Pod koniec lat piecdziesiatych
ciekly azot - jako $rodek chtodzgcy - zostat wprowadzony do praktyki konserwacji materiatow
biologicznych. Zadecydowaly o tym witasciwosci fizyczne i chemiczne cieklego azotu, ktory jest
Srodkiem tanim, stosunkowo tatwym w uzyciu, nie stwarzajgcym wiekszego niebezpieczenstwa
dla obstugi, dajgcym tak niska temperature, ze materialy biologiczne moga by¢ przechowywane
w nim praktycznie przez czas nieograniczony. Ciekly azot ma temperature -196°C, a juz ponizej
-130°C zjawiska biochemiczne ulegaja zahamowaniu. Istotne jest pytanie odnosnie do wplywu
zjawisk fizycznych, takich jak napromieniowanie. Najwyzsza dawka promieniowania zastosowa-
na w doswiadczeniu Lyon i wsp. (4), odpowiadajaca napromieniowaniu, ktére moze by¢ aku-
mulowane w ciggu 400-500 lat, powodowata tylko nieznaczny spadek przezywalnosci zarod-
kow. Wedtug kalkulacji Ashwood-Smith i Grant (5) odnoszacych sie do materiatdw biologicznych
przechowywanych w cieklym azocie, dopiero po okoto 32 000 lat mogtoby doj$¢ do zniszczen
lub uszkodzern chromosomow, odpowiadajgcych tym, jakie nastepujg po niszczacym napro-
mieniowaniu rentgenowskim w temperaturze 22°C. Praktycznie, czas przechowywania materia-
téw biologicznych w temperaturach ponizej -130°C wydaje sie nieograniczony. Testem biolo-
gicznym jest powszechnie stosowana praktyka uzywania nasienia buhajéw - sprawdzonych na
podstawie uzytkowosci potomstwa po 5-7-letnim okresie jego przechowywania - przy zacho-
waniu takiej ptodnosci, jakg sie uzyskuje po nasieniu Swiezym. Sporadycznie, bo nie ma to
praktycznego znaczenia ze wzgledéw hodowlanych, ukazujg sie informacje o urodzeniu cielat
po inseminacji nasieniem przechowywanym, np. 20 lat (6). W rezultacie, przechowywanie
w temperaturze cieklego azotu mozna uwaza¢ za sprawdzong metode konserwacji materiatow
biologicznych. Spadek wartosci biologicznej nasienia i zarodkéw mrozonych, $rednio o 20-30%
w stosunku do Swiezych (z wyjatkiem nasienia buhaja i kozia), nalezy ttumaczy¢ nie opano-
wang jeszcze w zadowalajgcym stopniu technologie zamrazania i rozmnazania nasienia
innych gatunkéw poza bydtem i kozami. W rezultacie, podczas zamrazania obecnie dostep-
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nymi metodanni, dochodzi do uszkodzeh wzglednie zniszczen struktur komérkowych, ktére
stanowig przyczyne powstajgcych strat, obejmujgcych czes$¢ zamrazanego materiatu. Tym
niemniej, praktyczna przydatnos¢ metody dtugotrwatej konserwacji w stanie zamrozonym izolo-
wanych materialdbw genetycznych jest tak duza, ze mimo tych strat, majgcych jeszcze miejsce
w odniesieniu do materialu genetycznego wiekszosci gatunkéw, zamrazanie nasienia i zarod-
kéw znajduje coraz szersze zastosowanie praktyczne. Jednym z takich zastosowan jest tworze-
nie rezerw materialdbw genetycznych zanikajacych ras i gatunkéw.

Zanikanie mniej wydajnych ras zwierzat gospodarskich jest oczywistym nastepstwem
wprowadzania ras bardziej wydajnych. Jest to w obecnym $wiecie proces naturalny, ktérego
me mozna zatrzymac. Lokalne rasy majg jednak pewne szczegodlne wartosci wynikajgce z wielo-
wiekowego procesu adaptacyjnego, zachodzacych mutacji etc. i wartosci te nalezy zachowag,
stosujac metody, ktére pozwolg na ich odtworzenie, gdy zajdzie taka potrzeba. Zanika réwniez
coraz wiecej gatunkow zwierzgt zyjacych dziko, zubozajgc srodowisko. Skala i tempo zanikania
ras i typow zwierzat gospodarskich przybrata tak alarmujgce rozmiary, ze zostaly podjete
przeciwdziatania zaréwno przez poszczegOlne panstwa, jak i miedzynarodowe organizacje
(FAO, UNEP, IUNC, UNESCO, WWF). Zaczeto tworzy¢ banki danych {Data Bank) dla zbierania
charakterystyk istniejacych zasob6w zwierzecych w skali globalnej. Najtrudniejszy jest jednak
fizyczny problem utrzymania i zachowania rezerwy genetycznej ras i typow zwierzat, ktére juz
prawie zanikty, wlasnie zanikajg, albo grozi im to w ciagu najblizszych lat.

Istniejgca sytuacje najlepiej okresli kilka przyktadéw. W Anglii, ktéra jest - jak wiadomo - ojczyzna
tak wielu ras zwierzat domowych, z szeSciu obecnie gtdwnych, tamtejszych ras bydta tylko dwie
{Hereford i Aberdeen-Angus) sa angielskiego pochodzenia, a jako zagrozone i wymagajgce
w zwigzku z tym szczego6lnej ochrony wylicza sie 13 ras bydta, 15 ras owiec, 2 rgsy koz, 7 ras koni
i 7 ras $win (7,8). Realizowany na Wegrzech program zabezpieczenia rezerwy genetycznej rodzimych
ras zwierzat gospodarskich, obejmuje jedng rase bydta, jedng bawotéw wodnych, trzy rasy owiec,
jedng rase $win, szes¢ ras koni oraz kilka ras drobiu i pséw (9). W ZSRR juz zanikly catkowicie,
albo sg w okresie zanikania: 34 rasy bydfa, 25 owiec i 13 swin (10). W Polsce zanikta owca Swiniarka,
a lepsza przyszios¢ dopiero w ostatnich latach zarysowata sie przed prawie ginaca juz owcg wrzo-
sOwka. Zagrozona jest tez jedyna rodzima rasa bydta, mianowicie polskie bydto czerwone.

Tworzenie rezerw genetycznych jest mozliwe przy zastosowaniu dwoéch systemoéw: 1) gdy
tworzy sie stada zachowawcze, 2) gdy gromadzi sie okre$lone ilosci nasienia i zarodkéw.
Syntetyczng kalkulacje stosowania tych systeméw wraz z oceng ich zalet i wad, przeprowadzit
Smith (11). Nie wchodzac w szczeg6towe rozwazania dotyczace tworzenia takich rezerw od
strony genetycznej, trzeba zastanowi¢ sie nad walorami organizacyjnymi i technicznymi obu
mozliwosci. Ot6z utrzymywanie stad zachowawczych, ze wzgledu na nieokreslony zwykle dtugi
czas trwania takiego przedsiewziecia, jest zarowno kosztowne, jak i wymaga ogromnej konsek-
wencji w postepowaniu. Niewielkie z koniecznosci stada, bedag przy tym zawsze narazone na
ré6znego rodzaju niebezpieczenstwa. Natomiast zgromadzenie wymaganej ilosci nasienia i za-
rodkéw, wigze sie oczywiscie ze znacznym wysitkiem finansowym i organizacyjnym, ale samo
przechowywanie ich jest juz postgpowaniem stosunkowo tanim, nie narazonym na wigeksze
ryzyko i nie wymagajacym szczegoélnych dziatan organizacyjnych. Przyjecie pierwszej czy dru-
giej formy organizacyjnej musi jednak wynika¢ z uwarunkowan tokalnych. Za celowoscig istnie-
nia tych dwéch metod przemawia na pewno przypadek jaki miat miejsce w 1989 r. w Jackson
Laboratory, gdzie pozar zniszczyt wiele wyselekcjonowanych szczepdéw myszy. Liczac sie z
podobng sytuacjg, a takze majac na uwadze koszt i ucigzliwo$¢ utrzymywania tak licznych
szczepow, przyjeto metode odtwarzania potrzebnych linii z zamrozonych zarodkéw. W Jackson
Laboratory postepuje sie w ten sposob juz od 1978 r. (12).

W naszych warunkach, gdy w gre wchodzi stosunkowo bardzo niewielka liczba ras, racjo-
nalne wydaje sie potaczenie obu sposobdéw, co zresztg zostato juz zrobione, gdyz zaréwno
istniejg stada zachowawcze bydta czerwonego polskiego, jak i owcy wrzoséwki, a rownoczes-
nie gromadzone sg zapasy nasienia i zarodkéw (13). Kombinowany system tworzenia rezerwy
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genetycznej jest stosowany réwniez w Zwiazku Radzieckim. Kazda strefa geograficzna ma stada
zachowawcze swoich ras, a przy Instytucie Cytologii i Genetyki w Nowosybirsku zostato utwo-
rzone centralne - dla catego kraju - stado zachowawcze. Réwnolegle gromadzone jest nasienie
po okoto 5000 porcji od buhaja (10).

Tworzenie rezerw genetycznych w postaci zamrozonego nasienia i zarodkéw jest metodg
z wyboru dla krajéw rozwijajgcych sie, gdyz utrzymywanie stad zachowawczych jest tam z r6z-
nych powoddw prawie niemozliwe. Poniewaz techniczna strona przedsiewziecia tez nastrecza
trudnosci, pomagajg w tym wyspecjalizowane organizacje miedzynarodowe, przede wszystkim
FAO. W ten spos6b powstat w 1988 r. pierwszy regionalny bank genéw zwierzecych {Regional
Animal Gene Bank) w Ameryce Potudniowej z osrodkami w Argentynie i Brazyli. W obu tych cen-
trach gromadzone sg zarodki i nasienie zagrozonych ras Potudniowej Ameryki. Podobne regionalne
banki genéw zwierzecych majg wkrotce powsta¢ w Afryce i Azji. Natomiast w RFN zostat utworzony
bank danych dla ewidencji zasob6éw genetycznych europejskich ras zwierzat. Z czasem bank ten
ma zgromadzi¢ dane o zasobach genetycznych zwierzat z catego Swiata, przeksztatcajac sie
w Swiatowy Bank Danych Zasobéw Genetycznych Zwierzat (EAAP/FAO - Global Animal Genetic
Resources Data Bank). Powstajg w ten sposéb dwa roéwnolegte i uzupetniajace sie systemy, ktérych
celem jest zabezpieczenie istniejacej substancji genetycznej zwierzat gospodarskich; banki mate-
riatbw genetycznych i banki danych charakteryzujacych istniejgce rasy (14).

Tworzenie rezerw genetycznych z izolowanego materialu genetycznego stwarza jednak
ryzyko infekcji, co musi by¢ brane pod uwage, w celu stosowania wlasciwych srodkoéw zapobie-
gawczych. Metody stosowane przy mrozeniu nasienia i zarodkéw prowadza do réwnie skutecz-
nego zamrazania drobnoustrojéw znajdujgcych sie w nasieniu, na powierzchni zarodkéw, czy tez
w plynach uzywanych do konserwacji i hodowli. Niektére skfadniki tych ptynéw sa pochodzenia
zwierzecego (jaja, mleko,-albuminy, surowica krwi). Stosowany powszechnie dodatek antybiotykéw
do nasienia nalezy uwaza¢ za sposoéb redukujacy tylko ryzyko przeniesienia infekcji za posrednic-
twem nasienia i to jedynie w stosunku do zakazen bakteryjnych. W stosunku do infekcji wirusowych
stanowiacych gtéwne niebezpieczenstwo, dodatek antybiotykéw nie stanowi zadnego zabezpiecze-
nia. Nie ma jeszcze zadnego pewnego sposobu neutralizacji czynnika zakaznego, jezeli ten znajdzie
sie w srodowisku zamrozonego nasienia czy zarodkéw Trzeba tez bra¢ pod uwage zmiany, jakie
moga zachodzi¢ w $rodowisku, i ze obojetne obecnie mikroorganizmy, za lat kilkadziesigt wprowa-
dzone do zmienionego otoczenia, moga stanowi¢ potencjalne niebezpieczenstwo.

Giéwny problem stanowi ryzyko zakazenia za posrednictwem nasienia. Wynika to z faktu, ze
wszystkie wywolywacze chordb infekcyjnych, stanowigcych gtéwne zagrozenie epizootyczne, sag
wydalane z nasieniem. Natomiast zarodek do czasu wylegniecia sie na 8-9 dzien, jest chroniony
nieprzenikliwg dla drobnoustrojow ostonka przejrzystg. Ze znajomosci tych faktow wynikajg zasady
prewencji sanitarno-weterynaryjnej, ktére musza by¢ stosowane przy tworzeniu zasobOw nasienia
i zarodkéw, przewidzianych do diugotrwatego przechowywania jako rezerw genetycznych.

Nasienie musi pochodzi¢ od samcéw uznanych za wolne od nosicielstwa wszystkich wywo-
tywaczy choréb zakaznych, specyficznych dla danego gatunku, czyli wg nomenklatury angiel-
skiej Specific Pathogen Free (SPF). Nasienie tez musi by¢ wolne od warunkowo-patogennych
drobnoustrojéw, a takze liczba wszechobecnych bakterii musi sie miesci¢ w granicach ustalo-
nych przepisami.

Zarodki przedstawiaja znacznie mniejsze ryzyko przeniesienia infekcji, ale réwniez i w ~*m
wypadku muszg by¢ stosowane przepisy OIE przewidujace, ze zona pellucida zarodkéw nie moze
by¢ uszkodzona, a nastepnie, ze zarodki muszg by¢ poddawane 10-krotnemu ptukaniu dla usu-
niecia drobnoustrojow, ktoére ewentualnie mogly sie przyklei¢ do ostony przejrzystej. Musi tez by¢
gwarancja, ze wszystkie skladniki pochodzenia zwierzecego, stosowane do produkcji ptynéw uzy-
wanych do wyptukiwania i przechowywania zarodkéw, musza pochodzi¢ od zwierzat SPF.

Na zakonczenie mozna, jak sie wydaje, stwierdzi¢, ze nastepuje uswiadamianie sobie skut-
kéw postepujacej ekspansji ludzkiej i zaczyna sie stosowa¢ metody, ktére mogg uratowac dla
przysztych pokolen bodaj cze$¢ bogactwa ginacego Swiata zwierzecego
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Creation of genetic reserves of endengered species and breeds as a must

Summary

The creation of animal genetic resources has become a must in the present situation when growing
number of domestic breeds and wild living species are endangered. Methods of the organisation of gene
banks are discussed with special attention paid to the conservation of the isolated genetic materials.

Stefan Wierzbowski, Zaktad Fizjologii Rozrodu i Sztucznego Unasieniania Zwierzat, Instytut
Zootechniki, 32-083 Balice k. Krakowa.

NOWOSCI!

Wihasnos$é intelektualna

W styczniu 1989 r. ukazat sie pierwszy numer pisma ,Intelectual Property in Business” po-
Swieconego problemom prawnym wiasnosci intetektualnej i ochronie patentowo-prawnej osia-
gnie¢ umystowych. Zagadnieniem podstawowym, przewodnim, pierwszego numeru nowego
pisma naukowego jest biotechnologia w aspekcie problemu ochrony praw autorskich. Wydawca
uzasadnia swoéj wybor tej tematyki dla inauguracyjnego zeszytu dwoma podstawowymi faktami:
w roku 2000 Swiatowy rynek biotechnologiczny bedzie reprezentowat warto$¢ minimum 40 mi-
liardbw USD natomiast problemy prawne i patentowe sg bardzo skomplikowane i niejedno-
znaczne (np. w odniesieniu do ochrony patentowej genetycznie modyfikowanych zywych orga-
nizmoéw).

TT
Opracowano na podstawie; (1989), January, Intelectual Property in Business, 1,1.
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