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Ochrona ras zagrożonych pozwala na zachowanie unikatowych genotypów w hodowli oraz 
zabezpieczenie ich przed wyginięciem. Zadania związane z ochroną zasobów genetycznych 
poszczególnych gatunków i ras są rozszerzane o ochronę ex situ.  Polega ona na groma-
dzeniu w bankach materiału biologicznego w postaci m.in.: gamet, zarodków, komórek so-
matycznych oraz tkanek. Przechowywany materiał może zostać użyty w technikach wspo-
maganego rozrodu lub w zaawansowanych procedurach, np. do klonowania. W Instytucie 
Zootechniki Państwowym Instytucie Badawczym opracowano efektywne metody kriokon-
serwacji, które wykorzystywane są do gromadzenia materiału biologicznego i realizacji za-
łożeń programu ochrony ex situ zasobów genetycznych zwierząt gospodarskich w Polsce. 

Słowa kluczowe: materiał biologiczny, kriokonserwacja, zwierzęta gospodarskie, ochrona 
ex situ

Głównymi zagrożeniami wpływającymi na zmniejszenie bioróżnorodności zwie-
rząt są zmiany środowiska, związane z negatywnym powiększaniem obszarów pod 
uprawę, jak również wprowadzenie do środowiska gatunków o cechach preferowa-
nych przez człowieka. Duże znaczenie ma zatem ochrona zasobów genetycznych 
zwierząt ras rodzimych, które są doskonale przystosowane do miejscowych, często 
bardzo trudnych warunków środowiskowych i odznaczają się wysoką odpornością 
oraz zdrowotnością. Zwierzęta te mogą być utrzymywane przy ubogich zasobach pa-
szowych w oparciu o trwałe użytki zielone, co daje również możliwość zagospodaro-
wania i chronienia obszarów o dużych walorach krajobrazowych (Krupiński, 2012). 
Według World Conservation Union (IUCN) 30 000 gatunków zwierząt i roślin jest 
zagrożonych wyginięciem, co stanowi 27% wszystkich gatunków na Ziemi (https://
www.iucnredlist.org/). Ich wyginięcie może w konsekwencji doprowadzić do nieod-
wracalnej w skutkach utraty bioróżnorodności.
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W Polsce działania na rzecz ochrony zwierząt opierają się na ochronie in situ, czyli 
zachowaniu zwierząt w ich naturalnym środowisku, z ograniczonym wykorzystaniem 
metod hodowlanych. Przesłanką do oparcia ochrony zwierząt gospodarskich  o meto-
dę in situ była konieczność odbudowania liczebności ginących populacji.  Hiemstra  
i in. (2014) zwrócili jednak uwagę na fakt,  że przy planowaniu długofalowej ochrony 
zasobów genetycznych doskonale sprawdza się uzupełnianie metody in situ o metodę 
ex situ, która  polega  na gromadzeniu w bankach materiału biologicznego w postaci 
m.in.: gamet męskich i żeńskich, zarodków czy komórek somatycznych.  Szczegól-
nie jest to istotne w odniesieniu do ras rodzimych, u których niewielkie populacje są  
narażone na wysoki stopień zinbredowania i efekt dryfu genetycznego. W pro-
gramach zachowania bioróżnorodności kriokonserwacja materiału genetycznego  
może być wykorzystywana jako metoda pomocnicza w utrzymaniu populacji zwie-
rząt chronionych żyjących na wolności, rekonstrukcji ras w przypadku ich zanikania 
lub istotnego zmniejszenia liczebności zwierząt. Kriokonserwacja stwarza możliwość 
zarówno kolekcjonowania i przechowywania materiału biologicznego pochodzą-
cego od zwierząt o unikatowych cechach użytkowych i adaptacyjnych przez nieo- 
graniczony czas, jak również pozwala na racjonalne sterowanie rozrodem oraz w spo-
sób istotny wpływa na postęp hodowlany i zachowanie genetycznie uwarunkowa-
nej różnorodności. Ponadto ochrona ex situ jest jedyną metoda pozwalającą na zgro- 
madzenie unikatowego materiału genetycznego i jego wykorzystanie po śmierci  
dawcy.

Na konferencji Narodów Zjednoczonych – Środowisko i Rozwój w Rio de Janerio, 
która obyła się w 1992 roku, 167 krajów zrzeszonych w ONZ podpisało Konwencję 
o Różnorodności Biologicznej i podjęto międzynarodowe działania na rzecz ochrony 
zasobów genetycznych zwierząt gospodarskich (www.cbd.int). Polska ratyfikowała 
tę konwencję, a na mocy rozporządzenia MRiRW z dnia 6 czerwca 2008 r. (Dz. U.  
Nr 108, poz. 691)  Instytut Zootechniki Państwowy Instytut Badawczy został pod-
miotem upoważnionym do koordynacji działań związanych z ochroną zasobów gene-
tycznych w Polsce oraz gromadzeniem i przechowywaniem materiału biologicznego 
pochodzącego od poszczególnych gatunków zwierząt gospodarskich.

Początki ochrony ex situ zasobów genetycznych w Instytucie Zootechniki sięgają 
lat 60. Ministerstwo Rolnictwa w roku 1968 powołało w Instytucie Centralny Bank 
Nasienia (CBN) (obecna nazwa Bank Materiałów Biologicznych). Głównym zada-
niem CBN było przechowywanie nasienia od młodych buhajów, które początkowo 
dostarczano do CBN ze wszystkich zakładów unasieniania w Polsce. Ponadto, z uwa-
gi na rozwijający się import nasienia Ministerstwo Rolnictwa zleciło CBN prowadze-
nie oceny i kwalifikacji tego nasienia do inseminacji w kraju.  W roku 1968 zdepo-
nowano w CBN pierwszy materiał biologiczny w postaci nasienia pochodzącego od 
buhaja rasy polskiej czerwonej.  W ciągu 60 lat funkcjonowania banku jego zasoby 
były sukcesywnie powiększane o nasienie buhajów ras: polskiej czerwonej, polskiej 
czerwono-białej, polskiej czarno-białej oraz białogrzbietej. 

Dzięki temu powstała unikatowa i jedyna w Polsce kolekcja materiału biologicz-
nego, oryginalna zarówno pod względem genotypu, jak i ilości zgromadzonego mate-
riału. W chwili obecnej kolekcja Banku Materiałów Biologicznych składa się z 63 240 
porcji nasienia pochodzącego od 165 buhajów ras rodzimych. Większość materiału 
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stanowi nasienie pozyskane przed wdrożeniem prac hodowlanych, a więc materiał 
pochodzący od zwierząt niepoddanych wypierającemu krzyżowaniu z wysoko wy-
dajnymi rasami bydła mlecznego. Zgromadzona kolekcja materiału biologicznego ras 
rodzimych jest wykorzystywana jako element działań w programach hodowlanych  
w zakresie ochrony in situ  zasobów genetycznych bydła w Polsce (tab. 1).

W 2014 roku w ramach Instytutu Zootechniki PIB powstał Krajowy Bank Mate-
riałów Biologicznych (KBMB) mający na celu gromadzenie materiału biologiczne-
go w postaci nasienia oraz zarodków i oocytów pochodzącego od  kilku gatunków 
zwierząt gospodarskich: świń, koni, owiec i kóz oraz bydła. Do dnia dzisiejszego  
w KBMB zgromadzono nasienie buhajów oraz zarodki świń puławskiej i złotnic-
kiej pstrej. Należy zaznaczyć, że technologie dotyczące kriokonserwacji nasienia 
m.in.: nasienia tryków (Kareta i Wierzbowski, 1993; Gogol i in., 2019) oraz knurów 
(Trzcińska i Bryła, 2015), jak i zamrażanie zarodków świń były rozwijane od wielu lat  
w Zakładzie Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji. Prowadzone w ostatnim cza-
sie badania nad kriokonserwacją nasienia knura doprowadziły do uzyskania w 2018 
roku patentu nr PL 228192 B1 na wynalazek „Rozcieńczalnik do mrożenia nasienia 
knura i sposób mrożenia nasienia”. Dzięki opatentowanej metodzie możliwe jest uzy-
skanie wysokiej jakości nasienia po mrożeniu i jego wykorzystanie w programach 
ochrony zasobów genetycznych, jak i specjalistycznych programach hodowlanych 
mających na celu zachowanie w hodowli wybranych cech, również tych utraconych 
w wyniku intensywnej hodowli (Trzcińska i in., 2015). Ponadto zabezpieczenie ma-
teriału biologicznego świń jest problemem aktualnym ze względu na wzrost ryzyka 
eliminacji całych stad w momencie pojawienia się ogniska afrykańskiego pomoru 
świń (ASF). Problem ten w szczególny sposób dotyczy nielicznych i mocno spokrew-
nionych  stad ras rodzimych świń tj.: puławskiej, złotnickiej pstrej i złotnickiej białej. 
Zgromadzenie  materiału biologicznego w postaci nasienia knurów tych ras jest jedy-
ną możliwością zabezpieczenia puli genetycznej populacji na wypadek jej zubożenia, 
spadku zmienności czy wyginięcia. 

W celu uzyskania wysokiej jakości nasienia po rozmrożeniu stosuje się selekcję 
samców, a także ejakulatów, przeznaczonych do kriokonserwacji. Dobór właściwych  
samców do mrożenia nasienia jest stosunkowo łatwy  w przypadku dużej populacji 
zwierząt. Jednak u gatunków zwierząt zagrożonych lub hodowlanych, objętych pro-
gramami zachowania bioróżnorodności, mamy do czynienia z niską liczbą samców  
w populacji, wśród której wybór odpowiedniego dawcy nasienia o wysokiej  krio-
oporności może być utrudniony. Dlatego w Instytucie prowadzone są badania nad 
opracowaniem skutecznych metod kriokonserwacji nasienia samców niezależnie od 
jakości materiału biologicznego. W tym celu stosuje się nowe rozwiązania technolo-
giczne z wykorzystaniem wysokiego ciśnienia hydrostatycznego (ang. high hydrosta-
tic pressure, HHP) (Bryła i Trzcińska, 2018) do poprawy jakości gamet męskich i żeń-
skich, jak również zarodków (Pribenszky i in., 2010) oraz  komórek macierzystych 
(Dinnyes i in., 2010). Dotychczasowe badania wykazały, że zastosowanie wysokiego 
ciśnienia hydrostatycznego w technikach wspomaganego rozrodu poprawia kriotole-
rancję oocytów, blastocyst (Pribenszky i in., 2008), a także plemników (Pribenszky  
i in., 2008; Huang i in., 2009).
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W odniesieniu do świń ogromne znaczenie miało również opracowanie metody 
witryfikacji zarodków świni w wybranych mieszaninach witryfikacyjnych (Gajda  
i Smorag, 2002) uzyskanych in vitro i in vivo (Gajda i Smorąg, 2004). W wyniku pro-
wadzonych badań w 2003 roku uzyskano pierwsze w Polsce  potomstwo po transplan-
tacji witryfikowanych zarodków świni (Gajda i Smorąg, 2004). W kolejnych latach 
podjęto badania, które pozwoliły na określenie ilości i jakości związków lipidowych 
w poszczególnych stadiach rozwojowych zarodków świni uzyskanych in vivo i po 
hodowli in vitro (Romek i in., 2009, 2010, 2011a, b), oraz wpływu warunków hodowli 
zarodków świni na ich podatność na kriokonserwację (Gajda i Smorąg, 2002). 

Oprócz badań nad doskonaleniem techniki kriokonserwacji prowadzono prace 
mające na celu opracowanie wiarygodnych, kompleksowych metod  oceny jakości 
materiału biologicznego. W perspektywie długoterminowego przechowywania mate-
riału biologicznego istotne jest, aby gromadzony materiał biologiczny był możliwie 
wszechstronnie oceniony pod względem jakości. Skuteczność wykorzystania w prak-
tyce zgromadzonego materiału biologicznego zależy bowiem od jego jakości wyj-
ściowej. 

Stosowane w Instytucie kompleksowe metody diagnostyki andrologicznej opie-
rają się nie tylko na standardowych metodach oceny ruchliwości oraz morfologii za 
pomocą systemu CASA (ang. Computer Assisted Sperm Analysis), ale również na 
ocenie fluorescencyjnej zmian apoptotycznych. Opracowano  metody oceny zmian 
apoptotycznych plemników jako wyznacznika ich zdolności zapładniającej (Trzciń-
ska i in., 2011). Z badań własnych wynika, że wykrywanie zmian apoptotycznych 
w plemnikach pozwala na określenie ich zdolności zapładniających in vivo (Bryła  
i Trzcińska, 2015; Bryła i in., 2009; Trzcińska i in., 2011; Trzcińska i in., 2015; Trzciń-
ska i Bryła, 2015). W czasie procesu apoptozy dochodzi do otwarcia megakanałów 
mitochondrialnych i spadku mitochondrialnego potencjału transbłonowego. Badania 
własne (Trzcińska i in., 2008) na plemnikach knura wykazały pozytywną korelację 
pomiędzy ruchem, spadkiem potencjału mitochonrialnego a odsetkiem plemników 
apoptotycznych. Otwarcie megakanałów i wypływ jonów wapnia z mitochondriów 
poprzedzają inne zmiany charakterystyczne dla apoptozy, takie jak kondensacja chro-
matyny oraz fragmentacja DNA. Ocenę struktury chromatyny plemnikowej wykonu-
je się metodą Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA) (Bochenek i in., 2001; Gogol 
i in., 2000; Gogol i in., 2002).  Badania przeprowadzone przez Bochenek i in. (2001) 
wykazały występowanie wysokiej korelacji pomiędzy wrażliwością chromatyny 
plemnikowej buhajów na denaturację a płodnością uzyskiwaną po inseminacji tym 
nasieniem.  Fragmentację DNA plemników ocenia się za pomocą metody TUNEL 
(ang. terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling). Badania własne 
na nasieniu knura wykazały, że procedura zamrażania-rozmrażania plemników nie 
indukuje fragmentacji DNA (Trzcińska i Bryła, 2015). 

W Instytucie prowadzono również badania nad wpływem czynników środowisko-
wych i technologicznych na stabilność błon plazmatycznych plemników oraz emisji 
fotonowej jako biofizycznego zjawiska związanego z intensywnością i prawidłowo-
ścią procesów metabolicznych zachodzących w komórce. Wykonane prace wykazały 
przydatność pomiaru emisji fotonowej z plemników do oceny jakości nasienia  (Go-
gol i in., 2007;  Gogol i in., 2009).
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Wielokierunkowa działalność Instytutu polegająca  na opracowaniu i zastosowa-
niu biotechnologicznych metod w rozrodzie zwierząt oraz gromadzeniu materiału 
biologicznego pozwala na realizację założeń programu ochrony ex situ zasobów ge-
netycznych zwierząt gospodarskich w Polsce.
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Zatwierdzono do druku: 10 VII 2020

Monika Trzcińska, Magdalena Bryła

The role of the National Research Institute of Animal Production in the development  
of cryopreservation technology of livestock biological material and its use in ex situ conservation

Summary

The protection of endangered breeds allows for the preservation of unique genotypes in breeding and 
protection against extinction. Tasks related to the protection of genetic resources of individual species and 
breeds are extended to ex situ conservation. It involves collecting biological material in banks in the form 
of semen, gametes, embryos, somatic cells and tissues. The stored material can be used in assisted repro-
duction techniques or advanced procedures, e.g. for cloning. Effective cryopreservation methods have 
been developed at the National Research Institute of Animal Production to collect biological material and 
implement the objectives of the ex situ conservation program for livestock genetic resources in Poland.
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