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ASPEKTY TECHNOLOGICZNE I PRAWNE REGULACJE
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Dziatalnos¢ cztowieka, nowe technologie oraz zmiany klimatu mogg mie¢ w nadchodzq-
cych latach ogromny wplyw na globalng populacje owadow. W zwigzku z obserwowanym
na calym swiecie spadkiem populacji pszczol miodnych (Apis mellifera) jedyng formq
zabezpieczenia nasienia trutni jest jego kriokonserwacja, umozliwiajgca przechowywa-
nie przez nieograniczony czas. W niniejszym artykule omowiona zostala tematyka krot-
ko- i dlugoterminowego przechowywania nasienia trutni, jak rowniez aspekty zwigzane
z regulacjami prawnymi, dotyczgcymi mozliwosci przechowywania mrozonego materiatu
genetycznego pszczoly miodnej.

Stowa kluczowe: pszczota miodna, material biologiczny, kriokonserwacja, regulacje
prawne

W 2014 roku na terenie Instytutu Zootechniki Panstwowego Instytutu Badawcze-
go utworzono Krajowy Bank Materiatéw Biologicznych (KBMB), w ktorym zlokali-
zowane sa centra przechowywania materialu biologicznego zwierzat gospodarskich,
takich jak bydto, konie, $winie oraz owce i1 kozy. Funkcjonowanie i zakres dziatal-
nos$ci centrow przechowywania opiera si¢ na okreslonych przepisach, wynikajacych
z ustawy o organizacji hodowli i rozrodzie zwierzat gospodarskich (Dz. U. 2021
poz. 36) oraz przepisow okreslonych w rozporzadzeniu delegowanym Komisji (UE)
686/2020. W zwigzku z dziatalno$cig Instytutu Zootechniki PIB polegajaca zaréwno
na opracowaniu efektywnych metod konserwacji nasienia zwierzat gospodarskich w
stanie ptynnym i mrozonym, jak réwniez zwigzang z prowadzeniem centrow prze-
chowywania, w artykule podjeto tematyke dotyczacg badan nad opracowaniem metod
krotko- 1 dlugoterminowego przechowywania nasienia trutni, a takze dokonano ana-
lizy regulacji prawnych dotyczacych mozliwosci przechowywania mrozonego mate-
riatu genetycznego pszczoty miodne;.

Ogromne znaczenie pszczoty miodnej (Apis mellifera) dla srodowiska naturalne-
go 1 zycia czlowieka sktonito naukowcow do intensywnych prac nad opracowaniem
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efektywnych metod zabezpieczenia materiatu biologicznego tego gatunku. Pszczoty
miodne sg nieodlaczng czescig ekosystemu, zapylaja ponad 80% roslin (uprawowych,
jak réwniez dziko rosngcych) (Giil i in., 2017; Kucharczyk i in., 2017). Ocenia sig,
ze 1/3 produktow spozywanych przez czlowieka jest zalezna w wigkszym lub mniej-
szym stopniu od zapylania roslin przez owady (Zych i in., 2018). W ciagu ostatnich
dziesiecioleci na catym $wiecie nastapily znaczace straty w rodzinach pszczot miod-
nych (Kucharczyk i in., 2017; Abderkader i in., 2018). Przyczyn tego niekorzystnego
zjawiska jest kilka: niszczenie siedlisk naturalnych, pasozyty, choroby, ekspozycja na
pestycydy czy niedobory w pozywieniu (Czekonska, 2009; Kucharczyk i in., 2017,
Abderkader i in., 2018; Ciereszko i in., 2018; Fisher i Rangel, 2018; Liu i in., 2020).
Jednak czynnikiem najbardziej zagrazajacym pszczotom jest degradacja srodowiska
naturalnego (Giil i in., 2017; Fisher i Rangel, 2018; Kucharczyk i in., 2017). Na tere-
nie Polski wedlug danych Zaktadu Pszczelnictwa Instytutu Ogrodnictwa w Pulawach
znajduje si¢ okoto 1,77 mln rodzin pszczelich (Semkiw, 2020). Mimo widocznego
w ostatnim czasie w kraju systematycznego wzrostu liczby rodzin pszczelich (Sem-
kiw, 2020) liczebnos¢ pszczoét, biorac pod uwage potrzeby zapylania areatow rolnych
szczegOlnie w okresie kwitnienia, jest niewystarczajaca (Kucharczyk i in., 2017).

Pszczota miodna powszechnie uzytkowna przez cztowieka poddawana jest sta-
le intensywnym pracom hodowlanym, ktore w poréwnaniu z innymi gatunkami
zwierzat gospodarskich r6znig si¢ gtdéwnie ze wzgledu na biologi¢ rozrodu i sposob
dziedziczenia. U pszczot miodnych matki pszczele s poliandryczne i w czasie lotu
godowego kopuluja z wieloma trutniami (Crozier i Page, 1985; Collins, 2004; Co-
bey, 2007; Cobey i in., 2013; Cobey, 2016a), co pozwala na zgromadzenie nasienia
w zbiorniczku nasiennym, ktére bedzie wykorzystywane przez matke pszczote do
konca jej zycia (w pasiekach hodowlanych matke uzytkuje si¢ kilka lat) (Woyke,
1998a; Cobey, 2016a,b). Wielokrotna kopulacja sprzyja utrzymaniu réznorodnosci
genetycznej, przez co pozwala na obnizenie wskaznika inbredu w danej populacji
(Woyke, 1998 b; Cobey, 2007; Cobey i in., 2013; Cobey, 2016a,b).

Sztuczne unasienianie matek pszczelich

Pierwsze udane prace nad sztucznym unasienianiem matek pszczelich zapoczat-
kowane przez Lloyda Watsona w latach 30. XX wieku (Woyke, 1960; Cobey, 2016a;
Llewellyn, 2019), a nastepnie kontynuowane w kolejnych dziesiecioleciach, pozwo-
lity na doktadne rozpoznanie czynnikow wplywajacych zarowno negatywnie (infek-
cje, nieodpowiednia dawka nasienia, brak akceptacji rodziny) (Woyke, 1960; Woyke
iJasinski, 1982; Woyke i Jasinski, 1990), jak i pozytywnie (jako$¢ matki pszczelej, jej
wiek w chwili inseminacji, inseminacja odpowiednig dawka nasienia, umieszczenie
matki z robotnicami po unasienianiu) (Woyke, 1960; Vesely, 1970; Woyke 1 Jasinski,
1976; Cobey, 2007; Cobey, 2016a,b; Liu i in., 2020) na skuteczno$¢ tej biotechniki
rozrodu.

Aby zachowac¢ zrdznicowanie genetyczne zblizone do tego, jakie osigga si¢ przy
kryciu naturalnym, podczas sztucznego unasieniania u pszczot nalezy zastosowaé
zarowno wlasciwg liczbe zabiegdéw unasienienia, jak rowniez odpowiednig objgtosé
rozcienczonego nasienia. Woyke 1 Jasinski (1990) wykazali, ze matki pszczele, od
ktérych oczekuje sie¢ jak najdtuzszego czerwienia, powinny by¢ unasieniane podwoj-
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ng dawka nasienia: 2 x 4 mm?® lub 2 x 6 mm? zamiast jednorazowo 8 mm?. Matki una-
sienione sztucznie mniejszymi dawkami nasienia latwiej i szybciej przeprowadzaja
nasienie z jajowodow do zbiorniczka nasiennego, co powoduje efekt wezesniejszego
rozpoczgcia czerwienia (Woyke, 1960). Postep hodowlany mozna osigga¢ np. po-
przez chéw wsobny, co jednak ogranicza frekwencje genow i alleli ptciowych (Mo-
ritz, 1984; Harbo, 1990; Skowronek i in., 1995).

Sztuczne unasienianie matek jest metoda pozwalajacg na sterowanie procesem
kojarzenia (Cobey i in., 2013) i niezbednym narzedziem, zardwno w realizacji pro-
gramow doskonalenia genetycznego pszczol, jak rowniez ich krzyzowania. Nieko-
rzystne warunki atmosferyczne ograniczajace rozrdd naturalny pszczot nie maja juz
znaczenia w przypadku sztucznego unasieniania. Zabieg inseminacji pozwala na una-
sienienie matki pszczelej nasieniem pobranym od jednego lub wielu trutni, a w szcze-
gblnych przypadkach nasieniem pobranym ze zbiorniczka matki czerwiacej (Cobey,
2016a; Kotdynski i Bienkowska, 2018). Za optymalny wiek trutni do pobrania na-
sienia uwaza si¢ okres miedzy 14-21. dniem zycia, odpowiadajacy osiggnigciu przez
nie pelnej dojrzatosci ptciowej (Woyke i Jasifiski, 1978). Po 30 dniach zycia u trutni
stwierdzono znaczny spadek liczby plemnikow (Metz i Tarpy, 2019). Przy pobieraniu
nasienia nalezy zwréci¢ uwagg, aby nie zbiera¢ §luzu wraz z nasieniem. Z badan prze-
prowadzonych przez Woyke i Jasinskiego (1978) wynika bowiem, ze §luz w drogach
rozrodczych zatyka jajowdd i moze doprowadzi¢ do $§mierci matki.

Krétko- i dlugoterminowe przechowywanie nasienia trutni

Rozpoczecie badan nad opracowaniem metod krotko- 1 dlugoterminowego prze-
chowywania nasienia trutni wynikaty z potrzeby wydluzenia sezonu produkcji matek
(w klimacie umiarkowanym nie ma mozliwo$ci wychowu matek wczesng wiosna,
o tej porze roku ograniczeniem jest rowniez brak trutni, a rodziny zaczynaja wy-
chodzi¢ z ula zwykle dopiero w drugiej potowie kwietnia), stworzenia mozliwosci
transportu nasienia oraz czasochtonno$ci polegajacej na pobraniu nasienia od wielu
trutni, przygotowaniu dawki inseminacyjnej i wykonaniu zabiegu inseminacji w tym
samym dniu.

Standardowo nasienie po pobraniu rozciencza si¢ w roznych ptynach, a nastepnie
przechowuje w temperaturach dodatnich (Ruttner, 1975; Locke i Peng, 1993; Skow-
ronek i in., 1995; Ciereszko i in., 2017; Yaniz i in., 2019). Najlepsze wyniki uzyskuje
sie, przechowujac nasienie w zamknietych kapilarach szklanych. Matki unasieniane
takim nasieniem gromadzg zblizong liczb¢ plemnikéw w poréwnaniu do matek una-
sienianych nasieniem §wiezym (Skowronek i Szymula, 1998). Z kolei doswiadczenia
przeprowadzone przez Collins (2000) wykazaly, ze przechowywanie plemnikow trut-
ni w temp. 12°C przez okres 6 tygodni umozliwia utrzymanie zywotno$ci plemnikow
na poziomie 80%, natomiast wydtuzenie czasu przechowywania do 39 tygodni powo-
duje obnizenie zywotno$ci plemnikoéw do 65%, co jednak nie wptywa negatywnie na
wyniki ptodnosci matek (Cobey, 2007; Cobey i in., 2013).

Jedyng metodg pozwalajaca na dlugoterminowe przechowywanie nasienia trutni
jest kriokonserwacja. Uzycie do inseminacji kriokonserwowanego nasienia pszczot
miodnych pozwala na wykonanie tego zabiegu o kazdej porze roku, racjonalne ste-
rowanie rozrodem oraz w sposob istotny wptywa na postep hodowlany i zachowanie
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pozadanej roznorodnosci genetycznej (Paillard i in., 2017). Prace nad kriokonserwa-
cja nasienia trutni rozpoczely si¢ w latach 70. i1 trwaja do dnia dzisiejszego, nadal
jednak nie opracowano skutecznej metody mrozenia umozliwiajacej uzyskanie za-
dowalajacych wynikdéw unasieniania matek pszczelich (Podlewski i in., 2000; Wilde
iin., 2001; Podlewski i in., 2003; Cobey, 2016a).

W celu ochrony plemnikow przed uszkodzeniami kriogenicznymi stosuje si¢ roz-
ne krioprotektanty. W przypadku kriokonserwacji nasienia trutni testowano m.in.: di-
metylosulfotlenek (DMSO), glicerol, metylosulfotlenek (MeSO), dimetyloformamid,
1,3-propoanodiol, 2,3-butanodiol i glikol etylenowy (Hopkins i Herr, 2010; Wegener
i Bienefeld, 2012; Wegener i in., 2014). Glicerol powszechnie stosowany jako doda-
tek do rozcienczalnika mrozeniowego nasienia zwierzat gospodarskich nie znajduje
jednak zastosowania w przypadku pszczot. W badaniach przeprowadzonych przez
Harbo (1979) wynika, ze glicerol powoduje uszkodzenia bton komoérkowych plemni-
koéw trutni podczas procesu kriokonserwacji. Badania z wykorzystaniem DMSO wy-
kazaly, ze jest on skutecznym krioprotektantem (Wilde i in., 2001; Taylor i in., 2009),
a jego dodatek do rozcieficzalnika mrozeniowego w stezeniu 10% pozwala na uzyska-
nie odpowiedniego odsetka zywych plemnikow trutni (Hopkins i Herr, 2010). Wcze-
$niejsze badania wykazaly réwniez, ze dodatek do rozcienczalnika mrozeniowego
DMSO nie wplywa negatywnie na odsetek plemnikow docierajacych do zbiorniczka
nasiennego matki (Harbo, 1977). Z kolei Hopkins i Herr (2010) zaobserwowali, ze
15-procentowe stezenie DMSO obniza zywotnos¢ plemnikow po rozmrozeniu. Wy-
konanie unasieniania nasieniem kriokonserwowanym z rozcienczalnikiem z dodat-
kiem DMSO moze by¢ ponadto toksyczne dla matki pszczelej (Harbo 1 Hered, 1986;
Wegener i Bienefeld, 2012).

Miarg skutecznej i efektywnej kriokonserwacji nasienia trutni jest produkcja przez
unasieniang matke odpowiedniej liczby robotnic, niezbednych dla prawidlowego
funkcjonowania rodziny pszczelej. Wedtug Collinsa (2004) technika kriokonserwa-
cji umozliwiajaca zachowanie co najmniej 50% zywych plemnikow, pozwolitaby
hodowcom wychowywanie matek-corek o pozadanych genotypach z hodowlanego
punktu widzenia. Stucky 1 in. (2008) wykazali, ze dodatek DMSO do rozcienczalnika
mrozeniowego umozliwia uzyskanie po rozmrozeniu zywotnosci plemnikow powy-
zej 50%. Z badan Dadkhah i in. (2016) wynika, ze kriokonserwacja nasienia trutni
w rozcienczalniku zawierajacym z6ttko jaja kurzego oraz lecytyne sojowa wpltywa
korzystnie na jako$¢ plemnikow po rozmrozeniu i pozwala na uzyskanie 50% plemni-
koéw zywych. W badaniach przeprowadzonych przez Hopkinsa i in. (2012) stwierdzo-
no, ze ruchliwo$¢ plemnikow kriokonserwowanych w rozcienczalniku bez dodatku
jaja kurzego jest nizsza, a matki pszczele unasienione takim nasieniem produkowaty
tylko trutnie. W przypadku kriokonserwacji nasienia trutni przy uzyciu rozcienczal-
nika z dodatkiem zaréwno zottka jaja kurzego i 10-procentowego DMSO uzyskano
wysoka przezywalnos$¢ plemnikow wynoszacg 90% (Hopkins i Herr, 2010). W bada-
niach tych nie przeprowadzono jednak oceny zdolnos$ci zaptadniajacych kriokonser-
wowanych plemnikow trutni.

W kriokonserwacji nasienia kluczowe znaczenie ma odpowiednia szybkos¢
schladzania, ktora powinna odbywac si¢ w optymalnym dla danego gatunku tempie,
w przeciwnym razie dochodzi do uszkodzenia plemnikéow (Harbo, 1979; Kaftanoglu
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i Peng, 1984; Hopkins i Herr, 2010). W przypadku plemnikéw pszcz6t miodnych kon-
trolowane wolne tempo schladzania jest warunkiem uzyskania odpowiedniej jako-
$ci plemnikow po rozmrozeniu. Pierwsze proby kriokonserwacji nasienia trutni przy
zastosowaniu wolnego schtadzania rozcienczonego nasienia (3—4°C/min) wykazaty
jego pozytywny wptyw na ruchliwos¢ plemnikow po rozmrozeniu. Matki unasieniane
takim nasieniem produkowaly jednak mniej niz 50% robotnic (Harbo, 1979; Hopkins
i Herr, 2010).

Z dotychczasowych badan wynika, Ze rozmrazanie nasienia powinno odbywac
sie z szybkos$cig od kilku sekund do jednej minuty w temperaturze 25—40°C (Harbo,
1979; Peng i in., 1992; Hopkins i Herr, 2010; Wegener i Bienefeld, 2012).

Pomimo prowadzenia intensywnych badan nad opracowaniem skutecznej metody
kriokonserwacji nasienia trutni nadal nie uzyskano w petni zadowalajacych wyni-
kéw spetniajacych warunki praktycznego stosowania tej metody. Mimo to z uwagi
na straty w rodzinach pszczo6t miodnych podejmowane sa dziatania majace na celu
zabezpieczenie materiatu biologicznego tego gatunku. Na Uniwersytecie Stanu Wa-
szyngton w USA utworzono pierwszy na $wiecie bank, w ktéorym przechowywane
jest kriokonserwowane nasienie trutni — Washington State University (Wasson, 2013).

Regulacje prawne oraz przepisy weterynaryjne dotyczace przechowywania
kriokonserwowanego nasienia trutni

Pszczota miodna (4pis mellifera) jest gatunkiem owada uznanym za zwierzg go-
spodarskie zgodnie z art. 2 (pkt 1b) ustawy o hodowli i rozrodzie zwierzat gospodar-
skich z dnia 10 grudnia 2020 roku (Dz. U. 2021 poz. 36). Ustawa o ochronie zdro-
wia zwierzat oraz zwalczaniu chordb zakaznych z 11 marca 2004 roku (Dz. U. 2020
poz. 1421) okresla wymagania weterynaryjne dla podejmowania i prowadzenia dzia-
falnoéci w zakresie zarobkowego wytwarzania, pozyskania, konserwacji, obrobki,
przechowywania, prowadzenia obrotu lub wykorzystania materiatu biologicznego.
Zgodnie z ustawg (Dz. U. 2021 poz. 36) materiatem biologicznym jest nasienie, ko-
morki jajowe, zarodki oraz tkanki uzyte do ich produkcji, pochodzace od zwierzat,
przeznaczone do wykorzystania w rozrodzie, z wytaczeniem jaj wylggowych drobiu
oraz akwakultury. Stosownie do tego zapisu, materialem biologicznym jest takze nasie-
nie pochodzace od trutni pszczoly miodnej. Oznacza to, ze prowadzenie dziatalnosci
w zakresie przechowywania i obrotu nasieniem pszczoty miodnej jest dziatalnosciag
nadzorowang i podlega przepisom ustawy zgodnie z art. 1 (Dz. U. 2020 poz. 1421).

Podmiot, ktory zamierza prowadzi¢ dziatalno$¢ nadzorowana, polegajaca na za-
robkowym przechowywaniu lub obrocie mrozonym nasieniem pszczoty miodnej,
moze podjac taka dziatalnos¢ po stwierdzeniu przez powiatowego lekarza weterynarii
w drodze decyzji spetnienia przez ten podmiot okreslonych wymagan weterynaryj-
nych. Jednoczesnie MRiRW nie wydato rozporzadzenia okreslajacego szczegdtowe
warunki weterynaryjne dla prowadzenia dziatalno$ci nadzorowanej w postaci prze-
chowywania nasienia pszczoly miodnej, jak ma to miejsce w przypadku przepiséw
dotyczacych materiatu biologicznego bydta, §wif, koniowatych, kéz oraz owiec.
Oznacza to, ze w chwili obecnej nie ma przepiséw regulujacych funkcjonowanie
centrum przechowywania nasienia pszczoly miodnej, a tym samym szczegdtowych
regulacji dotyczacych dokumentacji niezbednej do przyjmowania i wydawania mate-
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riatu biologicznego do centrum. Zgodnie z rozporzadzeniem UE 429/2016 regulacje
dotyczace przechowywania i obrotu mrozonym nasieniem pszczoty miodnej nie ule-
gng zasadniczym zmianom. Unijny legislator nie przewidziat szczegdlnych przepi-
sow dedykowanych materiatlowi biologicznemu pszczoly miodnej, w odrdznieniu od
samej pszczoty miodnej, ktdrej poswigcone sg szczegotowe postanowienia dotyczace
przechowywania, obrotu i importu.

Podsumowanie

Jedynag formg zabezpieczenia nasienia trutni jest kriokonserwacja, umozliwiajaca
przechowywanie przez nieograniczony czas, dajaca mozliwo$¢ zachowania rezerwy
genetycznej oraz transportu materiatu biologicznego na znaczne odlegtosci, a tym sa-
mym wykorzystania zamrozonego nasienia do unasieniania matek pszczelich, zarow-
no w kraju, jak i zagranica. Jak wynika z niniejszego opracowania, pomimo licznych
badan nad opracowaniem skutecznej metody kriokonserwacji nasienia trutni nadal
nie uzyskano w peli zadowalajacych wynikéw. Opracowanie efektywnej metody
kriokonserwacji nasienia trutni i spetnienie przez nig warunkow praktycznego zasto-
sowania bedzie podstawg do ustanowienia regulacji prawnych okreslajacych zasady
funkcjonowania centrum przechowywania nasienia pszczoty miodnej, jak réwniez
regulacji dotyczacych dokumentacji niezbgdnej w obrocie materiatem biologicznym
w ramach centrum.
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Cryopreservation and storage of honeybee drone semen — technological aspects
and legal regulations

SUMMARY

Human activity, new technologies and climate change may have a huge impact on the global insect
population in the coming years. Due to the decreasing population of honeybee (4Apis mellifera) observed
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all over the world, the only method of protection of drone semen is cryopreservation, enabling its storage
for an unlimited time. This article discusses the subject of short- and long-term storage of drone semen
as well as aspects related to legal regulations regarding the possibility of storing frozen honeybee genetic
material.

Key words: honeybee, biological material, cryopreservation, legal regulations



