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Ochrona ras zagrozonych pozwala na zachowanie unikatowych genotypow w hodowli oraz
zabezpieczenie ich przed wyginieciem. Zadania zwiqzane z ochrong zasobow genetycznych
poszczegolnych gatunkow i ras sq rozszerzane o ochrong ex situ. Polega ona na groma-
dzeniu w bankach materiatu biologicznego w postaci m.in.: gamet, zarodkow, komorek so-
matycznych oraz tkanek. Przechowywany material moze zostaé uzyty w technikach wspo-
maganego rozrodu lub w zaawansowanych procedurach, np. do klonowania. W Instytucie
Zootechniki Panstwowym Instytucie Badawczym opracowano efektywne metody kriokon-
serwacji, ktore wykorzystywane sq do gromadzenia materiatu biologicznego i realizacji za-
tozen programu ochrony ex situ zasobow genetycznych zwierzgt gospodarskich w Polsce.

Stowa kluczowe: material biologiczny, kriokonserwacja, zwierzeta gospodarskie, ochrona
ex situ

Gléwnymi zagrozeniami wpltywajacymi na zmniejszenie biordznorodno$ci zwie-
rzat sa zmiany Srodowiska, zwigzane z negatywnym powigkszaniem obszaréw pod
uprawg, jak rowniez wprowadzenie do srodowiska gatunkow o cechach preferowa-
nych przez cztowieka. Duze znaczenie ma zatem ochrona zasobow genetycznych
zwierzat ras rodzimych, ktore sa doskonale przystosowane do miejscowych, czgsto
bardzo trudnych warunkow srodowiskowych i1 odznaczajg si¢ wysoka odpornoscia
oraz zdrowotno$cig. Zwierzeta te mogg by¢ utrzymywane przy ubogich zasobach pa-
szowych w oparciu o trwate uzytki zielone, co daje rowniez mozliwos$¢ zagospodaro-
wania i chronienia obszaréw o duzych walorach krajobrazowych (Krupinski, 2012).
Wedhug World Conservation Union (IUCN) 30 000 gatunkéw zwierzat i roslin jest
zagrozonych wyginigciem, co stanowi 27% wszystkich gatunkéw na Ziemi (https:/
www.iucnredlist.org/). Ich wyginiecie moze w konsekwencji doprowadzi¢ do nieod-
wracalnej w skutkach utraty biordznorodnosci.
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W Polsce dziatania na rzecz ochrony zwierzat opierajg si¢ na ochronie in situ, czyli
zachowaniu zwierzat w ich naturalnym srodowisku, z ograniczonym wykorzystaniem
metod hodowlanych. Przestankg do oparcia ochrony zwierzat gospodarskich o meto-
de in situ byta konieczno$¢ odbudowania liczebnosci ginacych populacji. Hiemstra
iin. (2014) zwrocili jednak uwagg na fakt, ze przy planowaniu dtugofalowej ochrony
zasobow genetycznych doskonale sprawdza si¢ uzupehianie metody in situ 0 metode
ex situ, ktéra polega na gromadzeniu w bankach materiatu biologicznego w postaci
m.in.: gamet meskich i zeniskich, zarodkow czy komoérek somatycznych. Szczeg6l-
nie jest to istotne w odniesieniu do ras rodzimych, u ktorych niewielkie populacje sg
narazone na wysoki stopien zinbredowania i efekt dryfu genetycznego. W pro-
gramach zachowania bior6znorodnosci kriokonserwacja materialu genetycznego
moze by¢ wykorzystywana jako metoda pomocnicza w utrzymaniu populacji zwie-
rzat chronionych zyjacych na wolnosci, rekonstrukcji ras w przypadku ich zanikania
lub istotnego zmniejszenia liczebno$ci zwierzat. Kriokonserwacja stwarza mozliwos¢
zarowno kolekcjonowania i przechowywania materialu biologicznego pochodza-
cego od zwierzat o unikatowych cechach uzytkowych i adaptacyjnych przez nieo-
graniczony czas, jak rowniez pozwala na racjonalne sterowanie rozrodem oraz w spo-
sob istotny wptywa na postgp hodowlany i zachowanie genetycznie uwarunkowa-
nej roznorodnosci. Ponadto ochrona ex situ jest jedyng metoda pozwalajaca na zgro-
madzenie unikatowego materialu genetycznego i jego wykorzystanie po $mierci
dawcy.

Na konferencji Narodéow Zjednoczonych — Srodowisko i Rozwoj w Rio de Janerio,
ktora obyta sie w 1992 roku, 167 krajow zrzeszonych w ONZ podpisato Konwencje
0 Réznorodnosci Biologicznej 1 podjeto migdzynarodowe dziatania na rzecz ochrony
zasobow genetycznych zwierzat gospodarskich (www.cbd.int). Polska ratyfikowata
te konwencj¢, a na mocy rozporzadzenia MRiRW z dnia 6 czerwca 2008 r. (Dz. U.
Nr 108, poz. 691) Instytut Zootechniki Panstwowy Instytut Badawczy zostat pod-
miotem upowaznionym do koordynacji dziatan zwiazanych z ochrong zasoboéw gene-
tycznych w Polsce oraz gromadzeniem i przechowywaniem materiatu biologicznego
pochodzacego od poszczegdlnych gatunkdéw zwierzat gospodarskich.

Poczatki ochrony ex situ zasobow genetycznych w Instytucie Zootechniki siegaja
lat 60. Ministerstwo Rolnictwa w roku 1968 powolato w Instytucie Centralny Bank
Nasienia (CBN) (obecna nazwa Bank Materiatow Biologicznych). Glownym zada-
niem CBN bylo przechowywanie nasienia od mtodych buhajow, ktére poczatkowo
dostarczano do CBN ze wszystkich zaktadow unasieniania w Polsce. Ponadto, z uwa-
gi na rozwijajacy si¢ import nasienia Ministerstwo Rolnictwa zlecito CBN prowadze-
nie oceny i kwalifikacji tego nasienia do inseminacji w kraju. W roku 1968 zdepo-
nowano w CBN pierwszy material biologiczny w postaci nasienia pochodzacego od
buhaja rasy polskiej czerwonej. W ciggu 60 lat funkcjonowania banku jego zasoby
byly sukcesywnie powigkszane o nasienie buhajow ras: polskiej czerwonej, polskiej
czerwono-bialej, polskiej czarno-biatej oraz bialogrzbiete;.

Dzigki temu powstata unikatowa i jedyna w Polsce kolekcja materiatu biologicz-
nego, oryginalna zarowno pod wzgledem genotypu, jak i ilosci zgromadzonego mate-
riatu. W chwili obecnej kolekcja Banku Materiatéw Biologicznych sktada si¢ z 63 240
porcji nasienia pochodzacego od 165 buhajow ras rodzimych. Wiekszo$¢ materiatu
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stanowi nasienie pozyskane przed wdrozeniem prac hodowlanych, a wigc materiat
pochodzacy od zwierzat niepoddanych wypierajacemu krzyzowaniu z wysoko wy-
dajnymi rasami bydta mlecznego. Zgromadzona kolekcja materiatu biologicznego ras
rodzimych jest wykorzystywana jako element dziatah w programach hodowlanych
w zakresie ochrony in situ zasobow genetycznych bydta w Polsce (tab. 1).

W 2014 roku w ramach Instytutu Zootechniki PIB powstat Krajowy Bank Mate-
riatéw Biologicznych (KBMB) majacy na celu gromadzenie materiatu biologiczne-
g0 w postaci nasienia oraz zarodkow i oocytow pochodzacego od kilku gatunkéw
zwierzat gospodarskich: swin, koni, owiec 1 koz oraz bydla. Do dnia dzisiejszego
w KBMB zgromadzono nasienie buhajow oraz zarodki $win putawskiej i ztotnic-
kiej pstrej. Nalezy zaznaczy¢, ze technologie dotyczace kriokonserwacji nasienia
m.in.: nasienia trykow (Kareta 1 Wierzbowski, 1993; Gogol i in., 2019) oraz knuréw
(Trzcinska i Bryta, 2015), jak i zamrazanie zarodkow $win byty rozwijane od wielu lat
w Zaktadzie Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji. Prowadzone w ostatnim cza-
sie badania nad kriokonserwacjg nasienia knura doprowadzity do uzyskania w 2018
roku patentu nr PL 228192 B1 na wynalazek ,,Rozcieficzalnik do mrozenia nasienia
knura i sposob mrozenia nasienia”. Dzigki opatentowanej metodzie mozliwe jest uzy-
skanie wysokiej jako$ci nasienia po mrozeniu i jego wykorzystanie w programach
ochrony zasobow genetycznych, jak i specjalistycznych programach hodowlanych
majacych na celu zachowanie w hodowli wybranych cech, réwniez tych utraconych
w wyniku intensywnej hodowli (Trzcinska i in., 2015). Ponadto zabezpieczenie ma-
teriatu biologicznego $win jest problemem aktualnym ze wzglgedu na wzrost ryzyka
eliminacji catych stad w momencie pojawienia si¢ ogniska afrykanskiego pomoru
$win (ASF). Problem ten w szczeg6lny sposob dotyczy nielicznych i mocno spokrew-
nionych stad ras rodzimych $§win tj.: putawskiej, ztotnickiej pstrej i ztotnickiej biate;.
Zgromadzenie materialu biologicznego w postaci nasienia knurdéw tych ras jest jedy-
ng mozliwo$cig zabezpieczenia puli genetycznej populacji na wypadek jej zubozenia,
spadku zmienno$ci czy wyginigcia.

W celu uzyskania wysokiej jakosci nasienia po rozmrozeniu stosuje si¢ selekcje
samcow, a takze ejakulatow, przeznaczonych do kriokonserwacji. Dobdr wlasciwych
samcow do mrozenia nasienia jest stosunkowo tatwy w przypadku duzej populacji
zwierzat. Jednak u gatunkow zwierzat zagrozonych lub hodowlanych, objetych pro-
gramami zachowania bior6znorodno$ci, mamy do czynienia z niskg liczbg samcow
w populacji, wérod ktorej wybor odpowiedniego dawcy nasienia o wysokiej krio-
oporno$ci moze by¢ utrudniony. Dlatego w Instytucie prowadzone sg badania nad
opracowaniem skutecznych metod kriokonserwacji nasienia samcoéw niezaleznie od
jakos$ci materiatu biologicznego. W tym celu stosuje si¢ nowe rozwigzania technolo-
giczne z wykorzystaniem wysokiego ci$nienia hydrostatycznego (ang. high hydrosta-
tic pressure, HHP) (Bryta i Trzcinska, 2018) do poprawy jako$ci gamet meskich i zen-
skich, jak roéwniez zarodkéw (Pribenszky i in., 2010) oraz komorek macierzystych
(Dinnyes i in., 2010). Dotychczasowe badania wykazaty, ze zastosowanie wysokiego
ci$nienia hydrostatycznego w technikach wspomaganego rozrodu poprawia kriotole-
rancj¢ oocytoéw, blastocyst (Pribenszky i in., 2008), a takze plemnikow (Pribenszky
1in., 2008; Huang i in., 2009).
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W odniesieniu do $win ogromne znaczenie miato rdwniez opracowanie metody
witryfikacji zarodkéw $wini w wybranych mieszaninach witryfikacyjnych (Gajda
i Smorag, 2002) uzyskanych in vitro i in vivo (Gajda i Smorag, 2004). W wyniku pro-
wadzonych badan w 2003 roku uzyskano pierwsze w Polsce potomstwo po transplan-
tacji witryfikowanych zarodkow $wini (Gajda i Smorag, 2004). W kolejnych latach
podjeto badania, ktére pozwolity na okreslenie iloci i1 jakosci zwigzkoéw lipidowych
w poszczegolnych stadiach rozwojowych zarodkow §wini uzyskanych in vivo i po
hodowli in vitro (Romek i in., 2009, 2010, 2011a, b), oraz wptywu warunkéw hodowli
zarodkow $wini na ich podatno$¢ na kriokonserwacje (Gajda i Smorag, 2002).

Oprocz badan nad doskonaleniem techniki kriokonserwacji prowadzono prace
majace na celu opracowanie wiarygodnych, kompleksowych metod oceny jako$ci
materiatu biologicznego. W perspektywie dlugoterminowego przechowywania mate-
riatu biologicznego istotne jest, aby gromadzony materiat biologiczny byt mozliwie
wszechstronnie oceniony pod wzgledem jakos$ci. Skuteczno$¢ wykorzystania w prak-
tyce zgromadzonego materiatu biologicznego zalezy bowiem od jego jakosci wyj-
sciowej.

Stosowane w Instytucie kompleksowe metody diagnostyki andrologicznej opie-
raja si¢ nie tylko na standardowych metodach oceny ruchliwosci oraz morfologii za
pomocg systemu CASA (ang. Computer Assisted Sperm Analysis), ale rdéwniez na
ocenie fluorescencyjnej zmian apoptotycznych. Opracowano metody oceny zmian
apoptotycznych plemnikéw jako wyznacznika ich zdolno$ci zaptadniajacej (Trzcin-
ska i in., 2011). Z badan wlasnych wynika, Zze wykrywanie zmian apoptotycznych
w plemnikach pozwala na okreslenie ich zdolnosci zaptadniajacych in vivo (Bryta
i Trzcinska, 2015; Bryta i in., 2009; Trzcinska i in., 2011; Trzcinska i in., 2015; Trzcin-
ska 1 Bryta, 2015). W czasie procesu apoptozy dochodzi do otwarcia megakanatéw
mitochondrialnych i spadku mitochondrialnego potencjatu transblonowego. Badania
whasne (Trzcinska i in., 2008) na plemnikach knura wykazaty pozytywna korelacje
pomigdzy ruchem, spadkiem potencjatu mitochonrialnego a odsetkiem plemnikow
apoptotycznych. Otwarcie megakanatow i wyptyw jonow wapnia z mitochondriéw
poprzedzaja inne zmiany charakterystyczne dla apoptozy, takie jak kondensacja chro-
matyny oraz fragmentacja DNA. Oceng struktury chromatyny plemnikowej wykonu-
je si¢ metoda Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA) (Bochenek i in., 2001; Gogol
i1in., 2000; Gogol i in., 2002). Badania przeprowadzone przez Bochenek i in. (2001)
wykazaly wystepowanie wysokiej korelacji pomiedzy wrazliwo$cig chromatyny
plemnikowej buhajéw na denaturacje a ptodno$cig uzyskiwang po inseminacji tym
nasieniem. Fragmentacje DNA plemnikéw ocenia si¢ za pomocg metody TUNEL
(ang. terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling). Badania wtasne
na nasieniu knura wykazaly, ze procedura zamrazania-rozmrazania plemnikéw nie
indukuje fragmentacji DNA (Trzcinska i Bryta, 2015).

W Instytucie prowadzono réwniez badania nad wptywem czynnikéw srodowisko-
wych i technologicznych na stabilno$¢ bton plazmatycznych plemnikow oraz emisji
fotonowej jako biofizycznego zjawiska zwigzanego z intensywnoscia i prawidlowo-
$cig procesOw metabolicznych zachodzacych w komorce. Wykonane prace wykazaty
przydatno$¢ pomiaru emisji fotonowej z plemnikéw do oceny jakos$ci nasienia (Go-
gol iin., 2007; Gogol i in., 2009).
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Wielokierunkowa dziatalno$¢ Instytutu polegajaca na opracowaniu i zastosowa-
niu biotechnologicznych metod w rozrodzie zwierzat oraz gromadzeniu materiatu
biologicznego pozwala na realizacj¢ zatozen programu ochrony ex situ zasobow ge-
netycznych zwierzat gospodarskich w Polsce.
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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 sifu 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 sifu conservation program for livestock genetic resources in Poland.
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