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W hodowli trzody chlewnej wykorzystanie mrożonego nasienia knura do zabiegów inse-
minacyjnych ogranicza się do zwiększenia postępu genetycznego zwierząt. Brak praktycz-
nego wykorzystania nasienia mrożonego w porównaniu z nasieniem przechowywanym  
w stanie płynnym wynika z podatności plemników knura na uszkodzenia kriogeniczne  
i skomplikowaną procedurę mrożenia. Proces schładzania, zamrażania i rozmrażania in-
dukuje fizyczne i chemiczne zmiany w błonie komórkowej plemników. Co więcej, wywo-
łany procedurą kriokonserwacji szok chłodowy i stres oksydacyjny, wpływając na błony 
plazmatyczne plemników, obniżają ich żywotność i zmniejszają efektywność mrożenia. 
Ponadto, po użyciu do inseminacji nasienia zamrożonego-rozmrożonego uzyskuje się ni-
skie wskaźniki rozrodcze i mniejszą liczebność miotu. Celem artykułu jest podsumowanie 
wybranych kierunków badań nad czynnikami, które mogą zwiększyć efektywność kriokon-
serwacji nasienia knura. Jednocześnie została przedstawiona metoda mrożenia nasienia 
knura opracowana w Instytucie Zootechniki PIB.
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Pomimo licznych badań nad opracowaniem skutecznej metody kriokonserwacji 
użycie mrożonego nasienia knura w praktyce jest nadal ograniczone i kształtuje się 
na poziomie poniżej 1% ogólnej liczby wykonywanych zabiegów inseminacyjnych. 
Niskie wskaźniki rozrodu uzyskiwane po inseminacji loch nasieniem mrożonym wy-
nikają głównie z faktu, iż błona komórkowa plemników knura charakteryzuje się dużą 
podatnością na uszkodzenia kriogeniczne (Groβfeld i in., 2008). Plemniki knura są 
w dużo większym stopniu wrażliwe na czynniki związane z zamrażaniem niż plem-
niki innych gatunków zwierząt gospodarskich. Istotnym czynnikiem powodującym 
zwiększoną wrażliwość plemników na zamrażanie jest wysoki udział wielonienasy-

*Praca wykonana w ramach działalności statutowej Instytutu Zootechniki PIB.
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conych kwasów tłuszczowych w lipidach i ich specyficzny skład. W składzie lipidów 
plemników knura wielonienasycone kwasy tłuszczowe (C22:5 i C22:6) stanowią oko-
ło 65% całkowitej zawartości wszystkich kwasów tłuszczowych. Stosunek ilościowy 
kwasów tłuszczowych nienasyconych do nasyconych w plemniach knura wynosi 3,5, 
podczas gdy u buhaja i tryka 2,8. Stres osmotyczny, szok chłodowy oraz tworzenie 
się wewnątrz komórek kryształków lodu powodują uszkodzenia błon plazmatycznych 
i innych organelli komórkowych plemników knura (Holt, 2000). W konsekwencji po 
procedurze mrożenia w plemnikach następują zmiany związane z obniżeniem zawar-
tości sfingomieliny przy równoczesnym zwiększeniu poziomu fosfatydylocholiny. 
Zmiany w interakcjach lipidów plazmolemy kriokonserwowanych plemników oraz 
naruszenie ich wrażliwości na jony Ca2+ skutkują  z kolei zaburzeniami w procesie 
zapłodnienia (Berger i in., 1996). 

Pierwsze próby mrożenia nasienia ssaków podejmowane były w XVIII i XIX wie-
ku, ale dopiero w XX wieku opracowano skuteczne metody kriokonserwacji nasienia 
buhaja (Polge i Rowson, 1952) oraz  nasienia ogiera (Polge, 1957). Natomiast w 1957 
roku zespół Hessa po raz pierwszy uzyskał prosięta po inseminacji loch rozmrożonym 
nasieniem knura. Prowadzone przez kolejne lata intensywne badania nad skuteczną 
i powtarzalną metodą kriokonserwacji nasienia knura doprowadziły do opracowania 
dwóch metod: amerykańskiej (Pursel i Johnson, 1975) oraz niemieckiej (Westendorf 
i in., 1975).

Od tego czasu wiele zespołów badawczych podejmowało próby zwiększenia sku-
teczności kriokonserwacji nasienia knura poprzez modyfikację składu rozrzedzalnika 
mrożeniowego, jak i opracowanie technologicznych procedur postępowania z nasie-
niem. 

Niniejszy artykuł przedstawia wybrane zagadnienia dotyczące kriokonserwacji 
nasienia knura, jak również metodę mrożenia opracowaną w Dziale Biotechnologii 
Rozrodu Zwierząt IZ PIB.

Skład rozcieńczalnika mrożeniowego nasienia knura
Podstawowy skład rozrzedzalnika stosowanego do mrożenia nasienia knura za-

wiera cukry, substancję krioochronną, żółtko jaja ptaków oraz syntetyczny detergent 
dodecylosiarczan sodu (SDS) (Equex STM lub Orvus ES Paste). Najczęściej w skład 
rozrzedzalnika  mrożeniowego  wchodzą cukry proste (glukoza, galaktoza, fruktoza, 
sorbitol) lub dwucukry (laktoza, laktuloza, trehaloza, melibioza). Są one nie tylko 
źródłem energii, ale również wywierają pozytywny wpływ na plemniki ochrania-
jąc je przed dehydratacją i formowaniem kryształków lodu (Yeste, 2015). Z badań 
przeprowadzonych przez Gómeza-Fernándeza i in. (2012) wynika, że zastosowanie 
dwucukrów, a w szczególności trehalozy zapewnia wysoką skuteczność kriokonser-
wacji. Z kolei badania Malo i in. (2010a) wykazały, że użycie do zapłodnienia in vitro 
plemników kriokonserwowanych w rozrzedzalniku zawierającym trehalozę zapewnia 
uzyskanie wyższego wskaźnika zapładnialności (44,8%) w porównaniu z rozrzedzal-
nikiem z dodatkiem laktozy (28,6%) lub glukozy (34,4%).

W celu ochrony błon plazmatycznych plemników przed uszkodzeniami krioge-
nicznymi stosuje się związki o działaniu osłaniającym, m.in.: dimetyloformamid, 
dimetyloacetamid, dimetylosulfotlenek oraz glicerol. Jak wynika z badań przeprowa-
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dzonych przez Buhr i in. (2001), glicerol o stężeniu powyżej 4% wpływa negatywnie 
na zmiany w strukturze lipidów plazmolemy plemnika, obniżając skuteczność krio-
konserwacji. Natomiast glicerol dodawany bezpośrednio przed etapem zamrażania 
o stężeniu wynoszącym 3% (Holt, 2000) lub w przedziale od 2% do 3% (Zeng i in., 
2014) zapewnia optymalną ochronę błon komórkowych plemników przed zmianami 
kriogenicznymi. 

Aby utrzymać odpowiednie ciśnienie osmotyczne oraz ograniczyć uszkodzenia 
błonowe plemników spowodowane przez wolne rodniki tlenowe (ROS), do rozrze-
dzalnika mrożeniowego dodaje się lipoproteiny o niskiej gęstości (LDL), których źró-
dłem jest  żółtko jaja ptaków. Najczęściej w celu ochrony plemników przed szokiem 
chłodowym stosuje się dodatek żółtka jaja kurzego do rozcieńczalnika mrożeniowe-
go. Jednakże doświadczenia przeprowadzone przez Frasera i Strzeżka (2005), wyka-
zały, że LDL ekstrahowane z żółtka jaja strusia afrykańskiego (LPFo) w większym 
stopniu niż LDL żółtka jaja kurzego ograniczają negatywne skutki szoku chłodowego 
plemników knura. Dodatek do rozrzedzalnika mrożeniowego LPFo zwiększa odsetek 
plemników z integralnym DNA (24,4%) w porównaniu ze standardowym rozrzedzal-
nikiem zawierającym żółtko jaja kurzego (17,8%). Obecnie, badania przeprowadzone 
przez Wanga i in. (2014) porównujące wpływ frakcji LDL wyekstrahowanej z żółtka 
jaja różnych gatunków ptaków (kura, struś, kaczka, przepiórka, gołąb) wykazały, że 
dodatek lipoprotein żółtka jaja gołębia do rozrzedzalnika mrożeniowego pozwala na 
uzyskanie po rozmrożeniu 43,2% plemników ruchliwych, 52,57% plemników żywych 
z integralnym akrosomem oraz 48,13%  plemników z integralną błoną komórkową. 

Niezależnie od zastosowanego źródła lipoprotein podczas procesu kriokonserwa-
cji dochodzi do tworzenia agregatów lipoproteinowych, powstających po zmieszaniu 
żółtka jaja ptasiego z białkami plazmy nasienia (Holt, 2000). Dlatego w celu ogra-
niczenia tego zjawiska do składu rozrzedzalnika mrożeniowego stosuje się dodatek 
syntetycznego detergentu dodecylosiarczanu sodu (SDS) (Equex STM  lub Orvus ES 
Paste) (Shimazaki i in., 2015). Jednocześnie prowadzone są badania mające na celu 
zastąpienie tego składnika rozrzedzalnika mrożeniowego substytutami w postaci bia-
łek roślinnych (Masoudi i in., 2016). 

W ostatnich latach wiele prac poświęconych jest modyfikacji składu rozrzedzal-
nika mrożeniowego w oparciu o dodatek substancji o działaniu antyoksydacyjnym  
i osłaniającym błony plazmatyczne plemników. Dodatek związków o działaniu anty-
oksydacyjnym ogranicza negatywne skutki wywołane przez reaktywne formy tlenu 
(RFT) oraz przyczynia się do wzrostu efektywności kriokonserwacji. Do najczęściej 
stosowanych antyoksydantów poprawiających jakość nasienia knura po rozmrożeniu 
można zaliczyć m.in: glutation (Zhang i in., 2012); α-tokoferol (Satorre i in., 2012); 
dysmutazę ponadtlenkową i/lub katalazę (Roca i in., 2005); kwas askorbinowy w po-
łączeniu z glutationem (Giaretta i in., 2015).  Zastosowanie dodatku butylowanego 
hydroksytoluenu (Roca i in., 2004) oraz L-cysteiny (Malo i in., 2010b) do rozrzedzal-
nika mrożeniowego pozwala na uzyskanie wyższego odsetka plemników z integral-
nym akrosomem w porównaniu z kontrolą (60,7% vs. 44,07% oraz 61,2% vs. 46,0%).

Związkami o właściwościach osłaniających błony plazmatyczne plemników, które 
znalazły zastosowanie w kriokonserwacji nasienia knura, są kwas hialuronowy (Peña  
i in., 2004) i gamma-oryzanol (Kaeoket i in., 2012). Jednocześnie wzbogacenie roz-
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rzedzalnika mrożeniowego o 1000 µg/ml kwasu hialuronowego lub 0,1 mg/ml gam-
ma-oryzanol wpływa na wzrost odsetka plemników o ruchu postępowym po rozmro-
żeniu w porównaniu z rozrzedzalnikiem bez ich dodatku (54,8% vs. 31,9% lub 48,5% 
vs. 34,0%).

Technologia kriokonserwacji nasienia knura
W Polsce pierwsze próby opracowania metody kriokonserwacji nasienia knura 

prowadzone były w ośrodkach poznańskim oraz olsztyńskim. W 1985 roku zespół 
pod kierunkiem prof. Jerzego Strzeżka przedstawił kompleksową metodę kriokonser-
wacji nasienia knura nazwaną „kortowską metodą zamrażania nasienia knura” (Strze-
żek i in., 1985). W wyniku inseminacji loszek nasieniem mrożonym z zastosowaniem 
metody kortowskiej uzyskano wskaźnik prośności 77,7% oraz wskaźnik efektywno-
ści rozrodu loch oproszonych – 11,35 żywych prosiąt w miocie (Strzeżek, 2011).

Pomimo różnic technologicznych wszystkie metody kriokonserwacji składają się 
z podobnych etapów postępowania z nasieniem: pobieranie, schładzanie, zagęszcza-
nie, ekwilibracja, glicerolizacja, zamrażanie i rozmrażanie. 

Do kriokonserwacji wykorzystuje się frakcję gęstą ejakulatu, a zastosowanie 
pierwszych 10 ml tej frakcji do mrożenia (Saravia i in., 2010) oraz pobieranie ejaku-
latu w okresie zimowym i wiosennym (Barranco i in., 2013) powoduje wzrost efek-
tywności tego procesu. Frakcję gęstą należy przechowywać do momentu rozpoczęcia 
procedury w temperaturze 15–17°C (Rodriguez-Gil, 2006; Casas i Althouse, 2013). 
Minimalny zalecany czas przechowywania  nasienia knura w komercyjnym rozcień-
czalniku wynosi od 1 do 3 godzin, jednakże większość protokołów mrożeniowych 
sugeruje wydłużenie tego czasu nawet do 24 godzin. Jak donoszą Casas i Althouse 
(2013), takie postępowanie może dodatkowo stabilizować lipidy w błonie komórko-
wej plemników knura, poprawiając efektywność kriokonserwacji.

Do kriokonserwacji kwalifikuje się ejakulaty, w których stwierdza się minimum 
70% plemników ruchliwych i 80% prawidłowych morfologicznie. Jednocześnie 
ze względu na zmienność osobniczą w zamrażalności nasienia pomiędzy knurami 
wprowadza się dodatkową selekcję osobników na podstawie ruchliwości plemników 
ocenianej po rozmrożeniu. Roca i in. (2006) dzielą knury na trzy grupy o wysokiej 
(„good freezers”), średniej („moderate freezers”) oraz niskiej przydatności do mro-
żenia („poor freezers”), u których ruchliwość plemników po rozmrożeniu wynosi 
odpowiednio >60%, 40–60% oraz <40%. Użycie do inseminacji mrożonego nasie-
nia  knurów z pierwszej grupy pozwala na uzyskanie wyższego wskaźnika płodności 
(53,8%) w porównaniu z wynikami uzyskanymi po inseminacji nasieniem o niższej 
jakości (26,3%) (Casas i in., 2009). Jednocześnie badania przeprowadzone przez Her-
nándeza i in. (2007) wykazały, że dodatek do rozcieńczalnika mrożeniowego 5% pla-
zmy nasienia knurów o wysokiej jakości zmniejsza wrażliwość plemników na szok 
chłodowy. Najnowsze badania przeprowadzone przez Fernándeza-Gago i in. (2016) 
wykazały, że 4-godzinna inkubacja plemników po rozmrożeniu w rozrzedzalniku  
z dodatkiem 50% plazmy nasienia zmniejsza podatność chromatyny plemnikowej na 
uszkodzenia powstałe podczas procesu kriokonserwacji. 

Innym rozwiązaniem technologicznym w kriokonserwacji nasienia jest zastoso-
wanie dializ nasienia jako etapu tego procesu. Dializy pozwalają zredukować nie-
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korzystne dla plemników substancje peptydowe oraz wolne jony nieorganiczne.  
Z badań przeprowadzonych przez Frasera i in. (2007) wynika, że zastosowanie  
dializy pozwala na uzyskanie po rozmrożeniu wyższego odsetka plemników z inte-
gralną błoną komórkową (52,8%) w porównaniu z nasieniem niepoddanym dializie 
(43,7%).

Ważnym etapem procesu kriokonserwacji jest właściwy wybór sposobu konfek-
cjonowania nasienia. Mogą to być duże słomki okrągłe-makro i mikro-tuby, płaskie 
słomki, kulki lub plastikowe torebki. Obecnie stosuje się słomki o mniejszej pojem-
ności (0,5 ml), które zmniejszają różnice przepływu szybkości temperatur zamrażania  
i rozmrażania w obrębie słomki poprzez zwiększenie stosunku powierzchni do objęto-
ści (Didion i in., 2013). Zalecana temperatura zamrażania nasienia w takich słomkach 
wynosi 30°C/min przy 3% stężeniu glicerolu (Fiser i Fairfull, 1990). Zastosowanie 
0,5 ml słomek zwiększa przeżywalność plemników po rozmrożeniu w porówna-
niu do plemników zamrożonych i rozmrożonych w dużych słomkach o pojemności  
5–6 ml. W słomkach tych temperatura zamrażania powinna wynosić 16°C/min przy 
3,3% stężeniu glicerolu (Park i Pursel, 1985). 

Kompleksowa technologia kriokonserwacji nasienia knura opracowana  
w IZ PIB

W Dziale Biotechnologii Rozrodu Zwierząt IZ PIB od kilku lat prowadzono prace 
nad opracowaniem składu rozrzedzalnika mrożeniowego, jak również sposobu po-
stępowania z nasieniem knura podczas mrożenia. Realizacja prac była możliwa w ra-
mach projektu badawczego nr N311 524840 pt.: „Antyoksydanty i nowe związki osła-
niające w kriokonserwacji nasienia knura ocenianego przy zastosowaniu markerów 
apoptotycznych” oraz działalności statutowej IZ PIB. Poprawę efektywności kriokon-
serwacji nasienia knura planowano osiągnąć poprzez dodatek substancji przeciwdzia-
łających procesom oksydacyjnym oraz substancji o właściwościach osłaniających 
wrażliwe na uszkodzenia kriogeniczne błony plazmatyczne plemników. W badaniach 
zastosowano suplementację rozrzedzalnika żółtkowo-laktozowo-glicerolowego wy-
branymi antyoksydantami (glutation, butylowany hydroksytoluen, dysmutaza ponad-
tlenkowa i/lub katalaza) oraz solą sodową kwasu hialuronowego jako substancją osła-
niającą. Jakość nasienia po zamrożeniu-rozmrożeniu oceniano na podstawie odsetka 
plemników wykazujących ruch całkowity i postępowy, odsetka plemników żywych 
ocenianych za pomocą markerów apoptotycznych (YOPRO-1/PI, Annexin V-Fluos/
PI), odsetka plemników żywych z integralnym akrosomem (PNA-FITC/PI), plemni-
ków z wysokim potencjałem mitochondrialnym (JC-1) oraz odsetka plemników nie-
wykazujących fragmentacji DNA (TUNEL). Na podstawie przeprowadzonych badań 
(Trzcińska i Bryła, 2015; Trzcińska i in., 2015; Bryła i Trzcińska, 2014) opracowano 
nowy skład rozcieńczalnika mrożeniowego i technologię kriokonserwacji nasienia 
knura. Opracowany nowy rozrzedzalnik do kriokonserwacji nasienia knura zawiera 
następujące części składowe: 

– wyekstrahowany etanolem butylowany hydroksytoluen (BHT; 2,6-bis(1,1-dime-
tyoetylo)-4-metylofenol) dodawany w ilości 1 mmol do rozrzedzalnika zawierającego 
glicerol; 
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– rozrzedzalnik żółtkowo-laktozowy zawierający w swoim składzie 80% laktozy 
oraz 20% żółtka jaja kurzego;

– rozrzedzalnik zawierający glicerol jako związek osłaniający uzyskany poprzez 
dodanie 9% glicerolu oraz 1,5% Equex-STM® do 89,5% rozrzedzalnika żółtkowo-
-laktozowego. 

Technologię kriokonserwacji nasienia knura według metody własnej przedsta-
wiono w instrukcji wdrożeniowej (Trzcińska i in., 2013). Zamrożone nasienie prze-
chowywano w ciekłym azocie (−196°C) przez okres dwóch tygodni (Trzcińska i in., 
2015). W celu określenia skuteczności zastosowanego rozcieńczalnika mrożeniowe-
go opracowano metodę chirurgicznej inseminacji loszek na potrzeby nowej techno-
logii kriokonserwacji nasienia knura (Trzcińska i in., 2014). Dzięki zastosowaniu tej 
metody inseminacji możliwe było wprowadzenie do dróg rodnych samicy niewielkiej 
dawki rozmrożonego nasienia (1×109). Jednocześnie w celu optymalizacji wyników 
płodności zabieg inseminacji loszek kriokonserwowanym nasieniem wykonano około  
4–6 godzin przed owulacją. Przeprowadzone inseminacje nasieniem kriokonserwowa-
nym w rozrzedzalniku żółtkowo-laktozowo-glicerolowym z dodatkiem 1 mM butylo-
wanego hydroksytoluenu pozwoliły na uzyskanie wskaźnika płodności rzędu 86,7% 
i średnio 10,8±1,6 prosięcia w miocie. Niższe wskaźniki płodności i średnią liczbę 
prosiąt w miocie po inseminacji kriokonserwowanym nasieniem  uzyskali zarówno 
Roca i in. (2003) (70% i 9,25±0,23), jak i Bolarin i in. (2008) (71,3% i 10,3±0,3). 
Natomiast po inseminacji nasieniem mrożonym w rozrzedzalniku z dodatkiem 2 mM  
glutationu zespół Estrady (2014) uzyskał wyższy wskaźnik płodności (92,7%) oraz 
wyższą liczbę urodzonych prosiąt w miocie (13,0±1,0).

Opracowana własna metoda mrożenia nasienia knura pozwala na uzyskanie zado-
walających wskaźników płodności porównywalnych do uzyskiwanych po insemina-
cji nasieniem płynnym (Trzcińska i in., 2011; Bryła i Trzcińska, 2015) i może znaleźć 
zastosowanie w bankach zwierzęcego materiału biologicznego.
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Boar semen cryopreservation – some lines of research

SUMMARY

In commercial pig production, frozen-thawed boar semen for artificial insemination is mostly used 
to improve the genetic progress. This semen has not been used under production conditions as efficiently 
as liquid-preserved semen, due to the high susceptibility of boar spermatozoa to damage during cryo-
preservation and a complicated process of deep freezing. The processes of cooling, freezing, and thawing 
produce physical and chemical stress on the sperm membrane. Moreover, the cryopreservation protocol 
produced cold shock and oxidative stress on the sperm membrane, which decreased sperm survival and 
freezing effectiveness. Therefore, the artificial insemination with frozen-thawed boar semen still results in 
low conception rate and small litter sizes. The purpose of this paper is to summarize selected knowledge 
about factors that may contribute positively to increasing the effectiveness of boar semen cryopreserva-
tion. The review also represents the methodology of boar semen cryopreservation developed by the Na-
tional Research Institute of Animal Production.
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