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W hodowli trzody chlewnej wykorzystanie mrozonego nasienia knura do zabiegow inse-
minacyjnych ogranicza si¢ do zwigkszenia postgpu genetycznego zwierzqt. Brak praktycz-
nego wykorzystania nasienia mrozonego w porownaniu z nasieniem przechowywanym
w stanie plynnym wynika z podatnosci plemnikéw knura na uszkodzenia kriogeniczne
i skomplikowang procedure mrozenia. Proces schtadzania, zamrazania i rozmrazania in-
dukuje fizyczne i chemiczne zmiany w blonie komorkowej plemnikow. Co wiecej, wywo-
tany procedurq kriokonserwacji szok chtodowy i stres oksydacyjny, wplywajqc na blony
plazmatyczne plemnikow, obnizajq ich zZywotnos¢ i zmniejszajq efektywnosé mrozenia.
Ponadto, po uzyciu do inseminacji nasienia zamrozonego-rozmrozonego uzyskuje sie ni-
skie wskazniki rozrodcze i mniejszq liczebnos¢ miotu. Celem artykutu jest podsumowanie
wybranych kierunkow badan nad czynnikami, ktore mogq zwigkszy¢ efektywnosé kriokon-
serwacji nasienia knura. Jednoczesnie zostata przedstawiona metoda mrozenia nasienia
knura opracowana w Instytucie Zootechniki PIB.
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Pomimo licznych badan nad opracowaniem skutecznej metody kriokonserwacji
uzycie mrozonego nasienia knura w praktyce jest nadal ograniczone i ksztaltuje si¢
na poziomie ponizej 1% ogoélnej liczby wykonywanych zabiegéw inseminacyjnych.
Niskie wskazniki rozrodu uzyskiwane po inseminacji loch nasieniem mrozonym wy-
nikajg gléwnie z faktu, iz blona komorkowa plemnikow knura charakteryzuje sie duza
podatnoscia na uszkodzenia kriogeniczne (Groffeld i in., 2008). Plemniki knura sa
w duzo wigkszym stopniu wrazliwe na czynniki zwigzane z zamrazaniem niz plem-
niki innych gatunkéw zwierzat gospodarskich. Istotnym czynnikiem powodujagcym
zwigkszong wrazliwo$¢ plemnikéw na zamrazanie jest wysoki udziat wielonienasy-

*Praca wykonana w ramach dziatalnosci statutowej Instytutu Zootechniki PIB.
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conych kwasow thuszczowych w lipidach i ich specyficzny sktad. W sktadzie lipidow
plemnikow knura wielonienasycone kwasy thuszczowe (C22:5 1 C22:6) stanowig oko-
o 65% catkowitej zawartosci wszystkich kwasoéw thuszczowych. Stosunek ilo§ciowy
kwasow ttuszczowych nienasyconych do nasyconych w plemniach knura wynosi 3,5,
podczas gdy u buhaja i tryka 2,8. Stres osmotyczny, szok chtodowy oraz tworzenie
si¢ wewnatrz komorek krysztatkow lodu powoduja uszkodzenia bton plazmatycznych
1 innych organelli komoérkowych plemnikéw knura (Holt, 2000). W konsekwencji po
procedurze mrozenia w plemnikach nastepuja zmiany zwigzane z obniZzeniem zawar-
tosci sfingomieliny przy rownoczesnym zwiekszeniu poziomu fosfatydylocholiny.
Zmiany w interakcjach lipidéw plazmolemy kriokonserwowanych plemnikéw oraz
naruszenie ich wrazliwosci na jony Ca?* skutkujg z kolei zaburzeniami w procesie
zaplodnienia (Berger i in., 1996).

Pierwsze proby mrozenia nasienia ssakow podejmowane byty w XVIII 1 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 zespot Hessa po raz pierwszy uzyskat prosieta po inseminacji loch rozmrozonym
nasieniem knura. Prowadzone przez kolejne lata intensywne badania nad skuteczng
1 powtarzalng metoda kriokonserwacji nasienia knura doprowadzity do opracowania
dwodch metod: amerykanskiej (Pursel i Johnson, 1975) oraz niemieckiej (Westendorf
iin., 1975).

Od tego czasu wiele zespotow badawczych podejmowato proby zwiekszenia sku-
teczno$ci kriokonserwacji nasienia knura poprzez modyfikacje sktadu rozrzedzalnika
mrozeniowego, jak 1 opracowanie technologicznych procedur postepowania z nasie-
niem.

Niniejszy artykut przedstawia wybrane zagadnienia dotyczace kriokonserwacji
nasienia knura, jak réwniez metod¢ mrozenia opracowang w Dziale Biotechnologii
Rozrodu Zwierzat 1Z PIB.

Sklad rozcienczalnika mrozeniowego nasienia knura

Podstawowy sklad rozrzedzalnika stosowanego do mrozenia nasienia knura za-
wiera cukry, substancje krioochronng, zottko jaja ptakow oraz syntetyczny detergent
dodecylosiarczan sodu (SDS) (Equex STM lub Orvus ES Paste). Najczgsciej w sktad
rozrzedzalnika mrozeniowego wchodzg cukry proste (glukoza, galaktoza, fruktoza,
sorbitol) lub dwucukry (laktoza, laktuloza, trehaloza, melibioza). Sa one nie tylko
zrédlem energii, ale rowniez wywieraja pozytywny wpltyw na plemniki ochrania-
jac je przed dehydratacja i formowaniem krysztatkow lodu (Yeste, 2015). Z badan
przeprowadzonych przez Gomeza-Fernandeza i in. (2012) wynika, ze zastosowanie
dwucukrow, a w szczegdlnosci trehalozy zapewnia wysoka skutecznos$¢ kriokonser-
wacji. Z kolei badania Malo i in. (2010a) wykazaty, ze uzycie do zaptodnienia in vitro
plemnikow kriokonserwowanych w rozrzedzalniku zawierajacym trehaloze zapewnia
uzyskanie wyzszego wskaznika zaptadnialno$ci (44,8%) w poréwnaniu z rozrzedzal-
nikiem z dodatkiem laktozy (28,6%) lub glukozy (34,4%).

W celu ochrony bton plazmatycznych plemnikéw przed uszkodzeniami krioge-
nicznymi stosuje si¢ zwiazki o dzialaniu ostaniajacym, m.in.: dimetyloformamid,
dimetyloacetamid, dimetylosulfotlenek oraz glicerol. Jak wynika z badan przeprowa-
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dzonych przez Buhr i in. (2001), glicerol o stezeniu powyzej 4% wplywa negatywnie
na zmiany w strukturze lipidow plazmolemy plemnika, obnizajac skutecznos¢ krio-
konserwacji. Natomiast glicerol dodawany bezposrednio przed etapem zamrazania
o stezeniu wynoszacym 3% (Holt, 2000) lub w przedziale od 2% do 3% (Zeng i in.,
2014) zapewnia optymalng ochrong bton komérkowych plemnikéw przed zmianami
kriogenicznymi.

Aby utrzymac¢ odpowiednie ci$nienie osmotyczne oraz ograniczy¢ uszkodzenia
btonowe plemnikow spowodowane przez wolne rodniki tlenowe (ROS), do rozrze-
dzalnika mrozeniowego dodaje si¢ lipoproteiny o niskiej gestosci (LDL), ktorych zro-
dlem jest zottko jaja ptakoéw. Najczesciej w celu ochrony plemnikow przed szokiem
chtodowym stosuje si¢ dodatek zottka jaja kurzego do rozcienczalnika mrozeniowe-
go. Jednakze do$§wiadczenia przeprowadzone przez Frasera i Strzezka (2005), wyka-
zaty, ze LDL ekstrahowane z z6ltka jaja strusia afrykanskiego (LPFo) w wigkszym
stopniu niz LDL Z6ttka jaja kurzego ograniczaja negatywne skutki szoku chtodowego
plemnikéw knura. Dodatek do rozrzedzalnika mrozeniowego LPFo zwigksza odsetek
plemnikow z integralnym DNA (24,4%) w poréwnaniu ze standardowym rozrzedzal-
nikiem zawierajagcym z6ttko jaja kurzego (17,8%). Obecnie, badania przeprowadzone
przez Wanga i in. (2014) poréwnujace wptyw frakcji LDL wyekstrahowanej z zottka
jaja roznych gatunkow ptakow (kura, strus, kaczka, przepiorka, golab) wykazaty, ze
dodatek lipoprotein zottka jaja golebia do rozrzedzalnika mrozeniowego pozwala na
uzyskanie po rozmrozeniu 43,2% plemnikéw ruchliwych, 52,57% plemnikéw zywych
z integralnym akrosomem oraz 48,13% plemnikéw z integralng blong komorkowa.

Niezaleznie od zastosowanego zrdodla lipoprotein podczas procesu kriokonserwa-
¢ji dochodzi do tworzenia agregatow lipoproteinowych, powstajacych po zmieszaniu
zottka jaja ptasiego z biatkami plazmy nasienia (Holt, 2000). Dlatego w celu ogra-
niczenia tego zjawiska do sktadu rozrzedzalnika mrozeniowego stosuje si¢ dodatek
syntetycznego detergentu dodecylosiarczanu sodu (SDS) (Equex STM Iub Orvus ES
Paste) (Shimazaki i in., 2015). Jednocze$nie prowadzone sg badania majgce na celu
zastgpienie tego sktadnika rozrzedzalnika mrozeniowego substytutami w postaci bia-
tek rodlinnych (Masoudi i in., 2016).

W ostatnich latach wiele prac poswigconych jest modyfikacji sktadu rozrzedzal-
nika mrozeniowego w oparciu o dodatek substancji o dzialaniu antyoksydacyjnym
1 ostaniajagcym btony plazmatyczne plemnikow. Dodatek zwigzkow o dziataniu anty-
oksydacyjnym ogranicza negatywne skutki wywotane przez reaktywne formy tlenu
(RFT) oraz przyczynia si¢ do wzrostu efektywnos$ci kriokonserwacji. Do najczesciej
stosowanych antyoksydantéw poprawiajacych jako$¢ nasienia knura po rozmrozeniu
mozna zaliczy¢ m.in: glutation (Zhang i in., 2012); a-tokoferol (Satorre i in., 2012);
dysmutazg ponadtlenkowg i/lub katalaze (Roca i in., 2005); kwas askorbinowy w po-
faczeniu z glutationem (Giaretta i in., 2015). Zastosowanie dodatku butylowanego
hydroksytoluenu (Roca i in., 2004) oraz L-cysteiny (Malo i in., 2010b) do rozrzedzal-
nika mrozeniowego pozwala na uzyskanie wyzszego odsetka plemnikéw z integral-
nym akrosomem w poroéwnaniu z kontrola (60,7% vs. 44,07% oraz 61,2% vs. 46,0%).

Zwiagzkami o wlasciwosciach ostaniajgcych btony plazmatyczne plemnikow, ktore
znalazly zastosowanie w kriokonserwacji nasienia knura, sa kwas hialuronowy (Pefia
i in., 2004) i gamma-oryzanol (Kaeoket i in., 2012). Jednocze$nie wzbogacenie roz-
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rzedzalnika mrozeniowego o 1000 pg/ml kwasu hialuronowego lub 0,1 mg/ml gam-
ma-oryzanol wptywa na wzrost odsetka plemnikéw o ruchu postepowym po rozmro-
zeniu w poréwnaniu z rozrzedzalnikiem bez ich dodatku (54,8% vs. 31,9% lub 48,5%
vs. 34,0%).

Technologia kriokonserwacji nasienia knura

W Polsce pierwsze proby opracowania metody kriokonserwacji nasienia knura
prowadzone byly w o$rodkach poznaniskim oraz olsztynskim. W 1985 roku zespot
pod kierunkiem prof. Jerzego Strzezka przedstawit kompleksowg metodg kriokonser-
wacji nasienia knura nazwang ,,kortowska metoda zamrazania nasienia knura” (Strze-
zek 11in., 1985). W wyniku inseminacji loszek nasieniem mrozonym z zastosowaniem
metody kortowskiej uzyskano wskaznik prosnosci 77,7% oraz wskaznik efektywno-
$ci rozrodu loch oproszonych — 11,35 zywych prosiat w miocie (Strzezek, 2011).

Pomimo réznic technologicznych wszystkie metody kriokonserwacji sktadaja si¢
z podobnych etapow postepowania z nasieniem: pobieranie, schtadzanie, zaggszcza-
nie, ekwilibracja, glicerolizacja, zamrazanie i rozmrazanie.

Do kriokonserwacji wykorzystuje si¢ frakcje gesta ejakulatu, a zastosowanie
pierwszych 10 ml tej frakcji do mrozenia (Saravia i in., 2010) oraz pobieranie ejaku-
latu w okresie zimowym i wiosennym (Barranco i in., 2013) powoduje wzrost efek-
tywnosci tego procesu. Frakcje gesta nalezy przechowywaé do momentu rozpoczgcia
procedury w temperaturze 15-17°C (Rodriguez-Gil, 2006; Casas i Althouse, 2013).
Minimalny zalecany czas przechowywania nasienia knura w komercyjnym rozcien-
czalniku wynosi od 1 do 3 godzin, jednakze wigkszo$¢ protokotow mrozeniowych
sugeruje wydluzenie tego czasu nawet do 24 godzin. Jak donosza Casas 1 Althouse
(2013), takie postepowanie moze dodatkowo stabilizowa¢ lipidy w btonie komorko-
wej plemnikéw knura, poprawiajac efektywnos¢ kriokonserwacji.

Do kriokonserwacji kwalifikuje si¢ ejakulaty, w ktorych stwierdza si¢ minimum
70% plemnikow ruchliwych i 80% prawidlowych morfologicznie. Jednocze$nie
ze wzgledu na zmienno$¢ osobniczg w zamrazalno$ci nasienia pomigdzy knurami
wprowadza si¢ dodatkowa selekcje osobnikodw na podstawie ruchliwo$ci plemnikow
ocenianej po rozmrozeniu. Roca 1 in. (2006) dzielg knury na trzy grupy o wysokiej
(,,good freezers”), §redniej (,,moderate freezers”) oraz niskiej przydatnosci do mro-
zenia (,,poor freezers”), u ktérych ruchliwos¢ plemnikéw po rozmrozeniu wynosi
odpowiednio >60%, 40-60% oraz <40%. Uzycie do inseminacji mrozonego nasie-
nia knurow z pierwszej grupy pozwala na uzyskanie wyzszego wskaznika ptodnosci
(53,8%) w porownaniu z wynikami uzyskanymi po inseminacji nasieniem o nizszej
jakosci (26,3%) (Casas i in., 2009). Jednoczes$nie badania przeprowadzone przez Her-
nandeza i in. (2007) wykazaty, ze dodatek do rozcienczalnika mrozeniowego 5% pla-
zmy nasienia knuréw o wysokiej jakosci zmniejsza wrazliwos¢ plemnikoéw na szok
chlodowy. Najnowsze badania przeprowadzone przez Fernandeza-Gago i in. (2016)
wykazaty, ze 4-godzinna inkubacja plemnikéw po rozmrozeniu w rozrzedzalniku
z dodatkiem 50% plazmy nasienia zmniejsza podatno$¢ chromatyny plemnikowej na
uszkodzenia powstate podczas procesu kriokonserwacji.

Innym rozwiazaniem technologicznym w kriokonserwacji nasienia jest zastoso-
wanie dializ nasienia jako etapu tego procesu. Dializy pozwalaja zredukowaé nie-
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korzystne dla plemnikow substancje peptydowe oraz wolne jony nieorganiczne.
Z badan przeprowadzonych przez Frasera i in. (2007) wynika, Ze zastosowanie
dializy pozwala na uzyskanie po rozmrozeniu wyzszego odsetka plemnikoéw z inte-
gralng blong komorkowa (52,8%) w pordwnaniu z nasieniem niepoddanym dializie
(43,7%).

Waznym etapem procesu kriokonserwacji jest wtasciwy wybodr sposobu konfek-
cjonowania nasienia. Moga to by¢ duze stomki okragle-makro i mikro-tuby, ptaskie
stomki, kulki lub plastikowe torebki. Obecnie stosuje si¢ stomki o mniejszej pojem-
nosci (0,5 ml), ktore zmniejszajg roznice przeptywu szybko$ci temperatur zamrazania
irozmrazania w obrebie stomki poprzez zwigkszenie stosunku powierzchni do objeto-
$ci (Didion i in., 2013). Zalecana temperatura zamrazania nasienia w takich stomkach
wynosi 30°C/min przy 3% stezeniu glicerolu (Fiser 1 Fairfull, 1990). Zastosowanie
0,5 ml stomek zwicksza przezywalnos¢ plemnikéw po rozmrozeniu w poréwna-
niu do plemnikéw zamrozonych i rozmrozonych w duzych stomkach o pojemnosci
5-6 ml. W stomkach tych temperatura zamrazania powinna wynosi¢ 16°C/min przy
3,3% stegzeniu glicerolu (Park i Pursel, 1985).

Kompleksowa technologia kriokonserwacji nasienia knura opracowana
w 1Z PIB

W Dziale Biotechnologii Rozrodu Zwierzat IZ PIB od kilku lat prowadzono prace
nad opracowaniem sktadu rozrzedzalnika mrozeniowego, jak rowniez sposobu po-
stgpowania z nasieniem knura podczas mrozenia. Realizacja prac byla mozliwa w ra-
mach projektu badawczego nr N311 524840 pt.: ,,Antyoksydanty i nowe zwigzki osta-
niajace w kriokonserwacji nasienia knura ocenianego przy zastosowaniu markerow
apoptotycznych” oraz dziatalnosci statutowej I1Z PIB. Poprawe efektywnosci kriokon-
serwacji nasienia knura planowano osiggna¢ poprzez dodatek substancji przeciwdzia-
fajacych procesom oksydacyjnym oraz substancji o wlasciwosciach ostaniajgcych
wrazliwe na uszkodzenia kriogeniczne btony plazmatyczne plemnikow. W badaniach
zastosowano suplementacj¢ rozrzedzalnika zottkowo-laktozowo-glicerolowego wy-
branymi antyoksydantami (glutation, butylowany hydroksytoluen, dysmutaza ponad-
tlenkowa i/lub katalaza) oraz solag sodowa kwasu hialuronowego jako substancja osta-
niajacg. Jako$¢ nasienia po zamrozeniu-rozmrozeniu oceniano na podstawie odsetka
plemnikéw wykazujacych ruch catkowity i postgpowy, odsetka plemnikéw zywych
ocenianych za pomocg markerdw apoptotycznych (YOPRO-1/PI, Annexin V-Fluos/
PI), odsetka plemnikéw zywych z integralnym akrosomem (PNA-FITC/PI), plemni-
kow z wysokim potencjatem mitochondrialnym (JC-1) oraz odsetka plemnik6éw nie-
wykazujacych fragmentacji DNA (TUNEL). Na podstawie przeprowadzonych badan
(Trzcinska i Bryta, 2015; Trzcinska i in., 2015; Bryta i Trzcinska, 2014) opracowano
nowy sktad rozcienczalnika mrozeniowego i technologie kriokonserwacji nasienia
knura. Opracowany nowy rozrzedzalnik do kriokonserwacji nasienia knura zawiera
nastepujace czesci sktadowe:

—wyekstrahowany etanolem butylowany hydroksytoluen (BHT; 2,6-bis(1,1-dime-
tyoetylo)-4-metylofenol) dodawany w ilo$ci 1 mmol do rozrzedzalnika zawierajacego
glicerol;
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— rozrzedzalnik zoltkowo-laktozowy zawierajacy w swoim sktadzie 80% laktozy
oraz 20% zottka jaja kurzego;

— rozrzedzalnik zawierajacy glicerol jako zwigzek ostaniajgcy uzyskany poprzez
dodanie 9% glicerolu oraz 1,5% Equex-STM® do 89,5% rozrzedzalnika z6itkowo-
-laktozowego.

Technologi¢ kriokonserwacji nasienia knura wedlug metody wiasnej przedsta-
wiono w instrukcji wdrozeniowej (Trzcinska i in., 2013). Zamrozone nasienie prze-
chowywano w ciektym azocie (—196°C) przez okres dwdch tygodni (Trzcinska i in.,
2015). W celu okreslenia skutecznos$ci zastosowanego rozcienczalnika mrozeniowe-
go opracowano metode¢ chirurgicznej inseminacji loszek na potrzeby nowej techno-
logii kriokonserwacji nasienia knura (Trzcinska i in., 2014). Dzigki zastosowaniu tej
metody inseminacji mozliwe bylo wprowadzenie do droég rodnych samicy niewielkiej
dawki rozmrozonego nasienia (1x10%). Jednocze$nie w celu optymalizacji wynikow
ptodnosci zabieg inseminacji loszek kriokonserwowanym nasieniem wykonano okoto
4-6 godzin przed owulacjg. Przeprowadzone inseminacje nasieniem kriokonserwowa-
nym w rozrzedzalniku zéttkowo-laktozowo-glicerolowym z dodatkiem 1 mM butylo-
wanego hydroksytoluenu pozwolily na uzyskanie wskaznika ptodnosci rzedu 86,7%
i $rednio 10,8+1,6 prosiecia w miocie. Nizsze wskazniki plodnos$ci i1 $rednig liczbe
prosigt w miocie po inseminacji kriokonserwowanym nasieniem uzyskali zarowno
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 mrozonym w rozrzedzalniku z dodatkiem 2 mM
glutationu zesp6t Estrady (2014) uzyskat wyzszy wskaznik ptodnosci (92,7%) oraz
wyzszg liczbe urodzonych prosigt w miocie (13,0£1,0).

Opracowana wlasna metoda mrozenia nasienia knura pozwala na uzyskanie zado-
walajacych wskaznikow ptodnosci porownywalnych do uzyskiwanych po insemina-
cji nasieniem plynnym (Trzcinska i in., 2011; Bryta i Trzcinska, 2015) i moze znalez¢
zastosowanie w bankach zwierzecego materiatu biologicznego.
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MONIKA TRZCINSKA, MAGDALENA BRYLA
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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