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Abstrakt

W hodowli pszczoly miodnej Apis mellifera w Polsce sukcesywnie wzrasta zainteresowanie
wykorzystaniem sztucznej inseminacji w rozrodzie matek pszczelich. W selekcji oraz doborze
materialu matecznego i ojcowskiego do kojarzen bierze si¢ pod uwage wyniki oceny cech
uzytkowych, takich jak produkcyjnos¢, tagodnosc czy nierojliwosé, a takze zimotrwatosé
I dostosowanie rozwoju rodzin pszczelich do warunkow srodowiska, w ktérym sq utrzymywa-
ne. Z roku na rok rosnie zapotrzebowanie na matki pszczele o wysokiej jakosci, ktorych cechy
rozrodcze i produkcyjne wplywajq na wzrost liczebnosci i poprawe kondycji rodzin pszcze-
lich. Rozwoj techniki sztucznej inseminacji odbywa si¢ gtéownie W oparciu 0 wykorzystanie
nasienia swiezego, jednak w przyszfosci zastosowanie nasienia kriokonserwowanego pozwoli
na przyspieszenie postepu hodowlanego i przyczyni si¢ do wzrostu roznorodnosci genetycznej
populacji pszczoty miodnej w Polsce. W artykule omowiono kluczowe rozwigzania biotechno-
logiczne i perspektywy badawcze polegajgce na wykorzystaniu kriogenicznie zabezpieczonego
nasienia trutni w hodowli pszczotly miodnej.
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Wstep

Pszczoty miodne, zapylajac ponad 80% roslin, zar6wno uprawnych, jak 1 dziko rosnacych,
stanowig integralng cz¢$¢ ekosystemu (Giil i in., 2017; Kucharczyk i in., 2017). Szacuje sie,
ze 1/3 produktow spozywanych przez ludzi zalezy w mniejszym lub wigkszym stopniu od
owadow zapylajacych rosliny (Zych i in., 2020). W ostatnich latach na catym §wiecie odno-
towano jednak znaczne straty w rodzinach pszczelich (Kucharczyk i in., 2017; Ben Abdelka-
der i in., 2018). Wsrdd najwazniejszych przyczyn tego niekorzystnego zjawiska jest wyste-
powanie chordb zakaznych 1 przenoszonych przez ekto- i endopasozyty, bakterie, mykopla-
zmy, grzyby i wirusy, stosowanie nawozow i pestycydow w rolnictwie (Ciereszko i in., 2017;
Ben Abdelkader i in., 2018; Fisher i in., 2018; Bugin i in., 2022; Smilga-Spalvina i in., 2023)
oraz degradacja $srodowiska naturalnego, intensywne rolnictwo monokulturowe i wzrost po-
wierzchni terenow zurbanizowanych (Giil i in., 2017; Kucharczyk i in., 2017; Fisher i in.,
2018). Gwaltowny spadek liczby owadow zapylajacych coraz czgsciej zwigzany jest z wyste-
powaniem syndromu masowego ginigcia pszczot (ang. Colony Collapse Disorder, CCD), ma-
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jacym miejsce gdy wiekszos$¢ robotnic pozostawia pozywienie i matke pszczelg z kilkoma
robotnicami i odlatuje z ula (Smilga-Spalvina i in., 2023).

Dziatania na rzecz ochrony populacji pszczoty miodnej w Polsce w kontekscie kolej-
nych lat powinny obejmowac nie tylko utrzymanie, ale tez zwigkszanie obecnego poziomu jej
liczebnosci oraz poprawe kondycji rodzin pszczelich i wartoSci uzytkowej pszczot. Wprowa-
dzanie do pasiek matek pszczelich o wysokiej wartosci hodowlanej pozwala na utrwalanie
w populacji pozadanych cech uzytkowych, takich jak produkcyjno$é, tagodno$é, nierojliwosc,
zimotrwato$¢ czy dostosowanie rozwoju rodzin pszczelich do warunkow srodowiska, w kto-
rym sg utrzymywane. Dlatego wzrasta liczba pasiek realizujacych programy hodowlane, kto-
rych podstawowym narzedziem jest sztuczna inseminacja matek pszczelich. Jej znaczenie
w hodowli pszczot jest szczegdlne i wynika z zachowania matek i trutni w okresie godowym,
podczas ktorego samica kopuluje z kilkoma lub kilkunastoma samcami (Withrow i Tarpy,
2018; Tarpy i Page, 2000). W naturalnych warunkach okoto 10% ejakulatu kazdego samca
jest przenoszone do jajowodoéw matki pszczelej (Brutscher i in., 2019) i mieszane (Haberl
i Tautz, 1998), dlatego dobor materiatu ojcowskiego do kojarzen jest niemozliwy. Jedynie
zastosowanie sztucznej inseminacji umozliwia sterowanie doborem kojarzen matek i trutni, co
pozwala hodowcy decydowaé o jakos$ci materiatu genetycznego rodzin pszczelich (czystos¢
rasowa czy kontrolowane mieszance mi¢dzyliniowe i migdzyrasowe) oraz 0 selekcji w kie-
runku istotnych cech uzytkowych, ktore beda dziedziczone i przekazywane nastepnemu poko-
leniu pszczot.

Sztuczna inseminacja u pszczoty miodnej zostata zainicjowana przez Lloyda Watsona
w latach 30. XX wieku (Cobey, 2016). Kolejne badania trwajace do chwili obecnej pozwolity
na doktadng identyfikacj¢ czynnikéw wptywajacych zarowno negatywnie (infekcje, nieodpo-
wiednia dawka nasienia, brak akceptacji matki przez rodzing pszczela) (Woyke, 1960; Woyke
i Jasinski, 1982, 1990), jak i pozytywnie (jakos¢ matki pszczelej, jej wiek w momencie inse-
minacji, inseminacja odpowiednig dawka nasienia, umieszczenie matki z robotnicami po in-
seminacji) (Woyke, 1960; Woyke i Jasinski, 1976) na skutecznos$¢ tej metody biotechnolo-
gicznej. W ostatnich latach badania koncentrujg si¢ na wykorzystaniu do zabiegdéw sztucznej
inseminacji nasienia trutni nie tylko $wiezego zaraz po pobraniu, ale réwniez przechowywa-
nego krétkoterminowo (Harbo, 1977; Collins, 2000; Ozkok i Selcuk, 2020) i kriokonserwo-
wango (Harbo, 1979; Hopkins i Herr, 2010; Hopkins i in., 2012).

Kriokonserwacja nasienia trutni i jego wykorzystanie do inseminacji matek
pszczelich

Kriokonserwacja nasienia trutni to jedyna metoda biotechnologiczna pozwalajgca na dtugo-
terminowe przechowywanie materialu genetycznego samcow pszczoty miodnej przez nieo-
graniczony okres czasu i transport materiatu biologicznego na duze odleglo$ci, a tym samym
wykorzystanie zamrozonego nasienia do inseminacji matek pszczelich, zarowno w kraju, jak
i za granicg. Ponadto kriogenicznie zabezpieczone nasienie samcoéw pehni istotng role w za-
chowaniu pozadanej puli genetycznej populacji przed nieprzewidzianymi zagrozeniami, taki-
mi jak epidemie chorob pszczot, zmiany klimatyczne czy inne czynniki Srodowiskowe, ktore
mogg negatywnie wptywac na liczebno$¢ pszczot. Uzycie do inseminacji mrozonego nasienia
trutni umozliwia elastyczne zarzadzanie hodowlg pszczot i uniezaleznienie si¢ od sezonowej
dostepnosci dobrej jakosci nasienia od dojrzatych plciowo trutni. Efektywna technologia
kriokonserwacji nasienia trutni pozwala na tworzenie bankoéw materiatu genetycznego, ktore
w przysztoSci mogg sta¢ si¢ kluczowym elementem strategii ochrony bioréznorodnosci
pszczot zwlaszeza matych populacji ras rodzimych w Polsce. Zabezpieczone w cieklym azo-
cie nasienie trutni umozliwia odbudowanie populacji pszczoét o pozadanych cechach czy prze-
ciwdziatanie stratom allelicznym spowodowanych przez pasozyty np.: Varroa destructor,
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inwazje infekcji wirusowych (Topolska i in., 2008; Pohorecka i in., 2011) czy zesp6t maso-
wego ginigcia pszczot. Wykorzystanie kriogenicznie zabezpieczonego nasienia od samcow o
duzej zmienno$ci genetycznej do inseminacji moze wpltynaé na wzrost zywotnosci rodzin
pszczelich i zdolno$ci adaptacyjnych pszczot oraz wyzszg tolerancje na choroby determino-
wane genetycznie (Tarpy, 2003; Tarpy i Seeley, 2006; Mattila i Seeley, 2007). Z danych lite-
raturowych wynika, ze w populacji bardziej zréoznicowanej genetycznie czgstotliwosé wyste-
powania chordb i $miertelno$¢ rodzin pszczelich jest nizsza (Tarpy, 2003; Mattila i Seeley,
2007).

Po raz pierwszy do inseminacji wykorzystano kriokonserwowane nasienie trutni pod
koniec lat 70. i na poczatku 80. XX wieku (Harbo, 1977, 1983; Kaftanoglu i Peng, 1984).
Takie dziatanie pozwala na wydluzenie sezonu pszczelarskiego, racjonalne sterowanie rozro-
dem i dobor materialu matecznego i ojcowskiego, co znaczaco wptywa na postgp hodowlany
i zachowanie pozadanej réznorodno$ci genetycznej bez efektu inbredu w populacji (Pailliard
i in., 2017). Wykorzystanie mrozonego nasienia trutni jest jednak ograniczone, ze wzgledu na
brak skutecznej i powtarzalnej metody kriogenicznego zabezpieczania materialu genetyczne-
go oraz zadowalajacych wynikow po inseminacji matek pszczelich tym nasieniem (Cobey,
2016, Smilga-Spalvina i in., 2023).

Glownymi wskaznikami zdolnosci zaptadniajacych nasienia trutni poddanych proce-
durze zamrazania-rozmrazania sg odsetek i przezywalno$¢ czerwu zenskiego, ktory produkuja
zaptodnione matki pszczele oraz liczba plemnikow, ktére docierajg do spermateki. W 1984 r.
Kaftanoglu i Peng, wykorzystujac nasienie trutni wstepnie wyselekcjonowane pod katem wy-
sokiej ruchliwo$ci plemnikow po rozmrozeniu, uzyskali czerwienie na poziomie 56% i 290
000 plemnikow w spermatece, tymczasem Hopkins i in. (2012) uzyskali przezywalno$¢ czer-
wu na poziomie 50%. Nadmieni¢ nalezy, ze badania te nie obejmowaty selekcji jakosci nasie-
nia po kriokonserwacji.

Na kondycje¢ fizyczng matek pszczelich i ich zdolno$ci reprodukcyjne po inseminacji
wplywaja roéwniez procedury niezbedne do wykonywania samego zabiegu sztucznej insemi-
nacji, takie jak: separacja matek od robotnic, narkoza dwutlenkiem wegla, zastosowanie roz-
cienczalnikow mrozeniowych do nasienia trutni. Czgsto matki pszczele inseminowane nasie-
niem zamrozonym-rozmrozonym majg obnizong zywotnos¢ i w ciggu dwoch miesiecy od
zabiegu nastgpuje ich cicha wymiana. Jest to sygnat, Ze liczba plemnikéw w spermatece byla
zbyt niska lub sktadniki rozcienczalnika mrozeniowego szkodliwie wplynety na samice (We-
generiin., 2014).

W ciagu ostatnich lat nastgpit postgp w badaniach nad zwigkszeniem skutecznos$ci
inseminacji matek pszczelich i jakosci kriokonserwowanego nasienia trutni poprzez modyfi-
kacj¢ sktadu rozcienczalnika mrozeniowego i optymalizacje technologii kriokonserwacji
(Hopkins i in., 2012; Wegener i Bienefeld, 2012). Technologia kriokonserwacji nasienia skta-
da si¢ z kilku etapow: selekcja dojrzatych piciowo samcow, pobieranie nasienia, badanie ja-
kosci nasienia, rozcienczanie nasienia, dodawanie krioprotektantow, konfekcjonowanie, za-
mrazanie i ocena nasienia po rozmrozeniu (Smilga-Spalvina i in., 2023). Szukanie nowych
rozwigzan technologicznych pozwala na ograniczenie uszkodzen kriogenicznych plemnikéw
wywotanych obnizong temperaturg, szokiem termicznym i tworzeniem si¢ wewngtrzkomor-
kowych krysztatkow lodu (Pegg, 2002). W przypadku plemnikéw trutnia kontrolowane po-
wolne tempo chtodzenia do okoto 4-5°C jest warunkiem wstgpnym uzyskania odpowiedniej
jakosci nasienia po rozmrozeniu (Taylor i in., 2009; Hopkins i Herr, 2010). Pierwsze proby
kriokonserwacji plemnikéw trutni poprzez powolne chiodzenie nasienia z szybkoscig 3—
4°C/min wykazaty pozytywny wptyw na ruchliwos¢ plemnikow po rozmrozeniu, a matki in-
seminowane takim nasieniem czerwily na poziomie 50% (Harbo, 1979; Hopkins i Herr,
2010). Z dostgpnych materiatbw wynika, ze w skutecznej technologii kriokonserwacji po
wstepnym schtadzaniu nasienia nast¢puje jego konfekcjonowanie w stomkach 0,25 ml lub
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kapilarach o objetosci 22 ul, a nastgpnie stopniowe schtadzanie z predkoscia nieprzekraczaja-
cg 3°C/min do temperatury —120°C, a nastepnie zanurzenie porcji nasienia w ciekltym azocie
w —196°C (Harbo, 1983; Alcay i in., 2019). Z kolei rozmrazanie nasienia trutni powinno od-
bywac si¢ W zakresie temperatur od 25 do 40°C z szybkoscig od kilku sekund do jednej minu-
ty (Wegener i Bienefeld, 2012).

Zwiazki oslaniajace i substancje antyoksydacyjne jako skladnik rozcien-
czalnika mrozeniowego

Skutkiem procesu kriokonserwacji nasienia jest wystepowanie funkcjonalno-strukturalnych
uszkodzen plemnikoéw objawiajacych si¢ w postaci obnizonej ruchliwosci, zaburzenia inte-
gralnosci bton plazmatycznych, integralnosci blony akrosomowej, zwigkszonego odsetka
uszkodzen chromatyny plemnikowej, spadku potencjatu mitochondrialnego (Pegg, 2002; Al-
cay i in., 2022). Podczas procesu zamrazania-rozmrazania powstaja reaktywne formy tlenu
(ang. Reactive Oxidative Species, ROS) w wyniku peroksydacji lipidow w btonie cytopla-
zmatycznej, a powstajace wolne rodniki wptywaja negatywnie na parametry ruchliwosci
plemnikow po rozmrozeniu, CO prowadzi do obnizenia efektywnos$ci sztucznej inseminacji.

W celu ochrony plemnikéw przed uszkodzeniami kriogenicznymi wywotanymi proce-
sem kriokonserwacji stosuje si¢ dodatek do rozcienczalnika substancji ostaniajacych btony
plazmatyczne. Do chwili obecnej na plemnikach trutni testowano dziatanie dimetylosulfo-
tlenku (DMSO), glicerolu, dimetyloformamidu, 1,3-propanodiolu, 2,3-butanodiolu i glikolu
etylenowego (Hopkins i Herr, 2010; Wegener i Bienefeld, 2012; Wegener i in., 2014; Alcay
i in., 2022). Glicerol, powszechnie stosowany jako dodatek do rozcienczalnika mrozeniowego
nasienia wigkszosci zwierzat gospodarskich, nie znalazt zastosowania w odniesieniu do plem-
nikow trutni pszczoly miodnej. Badania przeprowadzone przez Harbo (1979) wykazatly, ze
glicerol uszkadza blony komorkowe plemnikow trutni podczas procesu kriokonserwacji.
DMSO wykazuje natomiast silne dziatanie krioprotekcyjne (Taylor i in., 2009), a jego doda-
nie do rozcienczalnika do zamrazania w stezeniu 10% pozwala na uzyskanie wysokiego od-
setka ruchliwych plemnikéw trutni (Hopkins i Herr, 2010). Stucky i in. (2008) wykazali, ze
dodatek DMSO do kriokonserwacji umozliwia uzyskanie po rozmrozeniu ponad 50% odsetka
plemnikow zywych. Ponadto DMSO nie wplywa negatywnie na odsetek plemnikow dociera-
jacych do spermateki matki po inseminacji. Hopkins i Herr (2010) zaobserwowali rowniez, ze
15% stezenie DMSO obniza zywotno$¢ plemnikow po rozmrozeniu. Wykonywanie zabiegu
sztucznej inseminacji kriokonserwowanym nasieniem z rozcienczalnikiem zawierajacym
DMSO moze wptywaé toksycznie na matki pszczele (Wegener i Bienefeld, 2012; Smilga-
Spalvina i in., 2023) W niektorych badaniach do przeciwdziatania uszkodzeniom kriogenicz-
nym oprocz krioprotektanta stosowano zottko jaja kurzego. Hopkins i in. (2012) wykazali, ze
ruchliwos$¢ plemnikéw kriokonserwowanych w rozcienczalniku bez jaja kurzego byta nizsza,
a matki pszczele zaplodnione takim nasieniem produkowaty tylko trutnie. Gdy nasienie trutni
byto kriokonserwowane przy uzyciu rozcienczalnika zawierajacego zaréwno zottko jaja ku-
rzego, jak i 10% DMSO, po rozmrozeniu uzyskiwano odsetek plemnikoéw ruchliwych na po-
ziomie 90% (Hopkins i Herr, 2010). Stosowanie tego dodatku do rozcienczalnika mrozenio-
wego ze wzgledu na pochodzenie i niejednolity sktad moze jednak przyczyniaé si¢ do zanie-
czyszczenia nasienia, zmniejszenia powtarzalnosci technologii kriokonserwacji i wzrostu ry-
zyka obnizonej ptodnosci matek pszczelich poprzez mozliwos¢ wystgpienia niedroznosci ja-
jowodow i infekcji (Hopkins i in., 2012).

W ostatnich latach prowadzone sa intensywne prace nad modyfikacjg sktadu rozcien-
czenia w oparciu o dodatek substancji o dziataniu antyoksydacyjnym i ostaniajacym btony
plazmatyczne plemnikow. Dodatek takich zwigzkéw zmniejsza negatywne skutki wywotywa-
ne przez ROS, co przyczynia si¢ do zwigkszenia skutecznosci kriokonserwacji i jako$ci na-
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sienia po rozmrozeniu. W dostepnych materiatach zrodtowych przedstawiono wyniki doty-
czace wptywu dodatku katalazy na jako$¢ nasienia trutni po rozmrozeniu, wykazujac wyzszy
odsetek plemnikoéw z integralng btong komorkowa po dodatku antyoksydantu do rozcienczal-
nika mrozeniowego w stezeniu 1.59 mM/L (Taylor i in., 2009). Z kolei badania, ktore prze-
prowadzili Alcay i in. (2021), wykazaly, ze niezaleznie od zastosowanego stezenia dodatek
katalazy nie wptywa znaczaco na poziom ruchliwo$ci plemnikow po rozmrozeniu, podczas
gdy suplementacja rozcienczalnika mrozeniowego 5 mM L-karnityng pozwala na uzyskanie
zarowno wyzszego odsetka plemnikéw ruchliwych jak i wyzszego odsetka plemnikéw z za-
chowang integralnos$cig bton plazmatycznych oraz wysokim potencjalem mitochondrialnym.
Inne stosowane zwigzki w kontek$cie nasienia trutni obejmuja (1) trehaloze, ktora minimali-
zuje uszkodzenia kriogeniczne podczas procesu zamrazania-rozmrazania poprzez zwickszenie
osmolarnosci rozcienczalnia (Nur i in., 2020) oraz (2) mleczko pszczele, ktore petni ochronng
rol¢ w utrzymaniu stabilnosci blon plazmatycznych plemnikow (Alcay i in., 2019a). Badania
przeprowadzone przez Nur i in. (2020) wykazaty, Zze uzupetnienie rozcienczalnika mrozenio-
wego o trehaloz¢ o stezeniach 0,1 lub 0,05 M oraz 12% DMSO pozwolito uzyska¢ po roz-
mrozeniu wyzszy odsetek plemnikéw ruchliwych 0 wysokiej integralnosci bton plemniko-
wych w poréwnaniu z rozcienczalnikiem kontrolnym bez dodatku antyoksydanta. Jednocze-
$nie badania przeprowadzone przez Alcay i in. (2019a) wykazaly korzystny wptyw dodatku
1% mleczka pszczelego do rozcienczalnika na parametry jakosciowe plemnikow trutnia, takie
jak ruchliwos¢, integralnos¢ bton plazmatycznych i bton akrosomowych po rozmrozeniu.
Z kolei badania, w ktorych testowano rozcienczalniki uzupetnione o albuming surowicy by-
dlgcej (BSA) (Alcay i in., 2019b) i lecytyne sojowa (Dadkhah i in., 2016) wykazaty, ze taka
suplementacja zwicksza odsetek plemnikoéw ruchliwych do 50% a takze poprawia parametry
strukturalno-funkcjonalne takie jak: integralno$¢ bton plazmatycznych oraz akrosomowych
po rozmrozeniu w poréwnaniu z rozcienczalnikami bez tych dodatkow.

Poréwnujac najnowsze wyniki badan (Taylor i in., 2009; Dadkhah i in., 2016; Alcay
i in., 2019a,b; Nur i in., 2020; Alcay i in., 2021) warto podkresli¢, ze najwyzsze parametry
jakosciowe (zwigzane z oceng ruchliwosci plemnikoéw po rozmrozeniu) zostaty odnotowane
zarowno w przypadku kriokonserwacji plemnikéw trutni w rozcienczalnikach uzupetnionych
L-karnityng (Alcay i in., 2021), jak i trehaloza (Nur i in., 2020).

Ocena jakoS$ci nasienia trutni

Jednym z czynnikéw ograniczajacych skuteczng reprodukcje pszczoty miodnej jest jakos¢
nasienia trutni. Biorgc pod uwagg fakt, ze krolowa matka po sztucznej inseminacji przecho-
wuje plemniki w spermatece przez kilka lat, badanie jakos$ci nasienia wykorzystywanego do
tej procedury biotechnologicznej jest szczegolnie istotne, poniewaz determinuje sukces repro-
dukcyjny matki pszczelej, a w konsekwencji przetrwanie rodziny i jej wysoki poziom produk-
tywnosci (Pettis i in., 2016). Czynniki wptywajace na jako$¢ nasienia trutni to przede wszyst-
kim wiek trutni (Rhodes i in., 2011; Stiirup i in., 2013; Rousseau i in., 2015), wielkos¢ ciata
samca (Schluns i in., 2003), rodzaj linii hodowlanej (Rhodes i in., 2011; Rousseau i in., 2015),
temperatura otoczenia (Stiirup i in., 2013; Czekonska i in., 2013), rodzaj pozywienia (Stiirup
i in., 2013), choroby pszczele (Collins i Pettis, 2001), $rodki owadobojcze (Ciereszko i in.,
2017) zastosowana technologia konserwacji (Taylor i in., 2009; Hopkins i Herr, 2010; Wege-
ner i in., 2012; Hopkins i in., 2017).

Badania jakosci nasienia trutni koncentruja si¢ gtownie na identyfikacji kilku parame-
trow, takich jak objetos$¢ nasienia, koncentracja plemnikéw i/lub zywotno$¢ plemnikow oraz
ich morfologia (Wegener i in., 2012). Objetos¢ nasienia, ktérag mozna pobra¢ od pojedynczego
trutnia, waha si¢ w zakresie 0,4-2,4 uL. Z kolei koncentracja plemnikow w nasieniu trutnia
wynosi zazwyczaj od 2 do 9 milionéw plemnikéw w 1 pL, a jej oceng przeprowadza si¢ przy
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uzyciu hemocytometru (Collins 1 Pettis, 2001; Rousseau i in., 2015) lub spektrofotometru
(Ciereszko 1 in., 2017). Uzyskane wyniki oceny koncetracji nasienia cechuje jednak duza
zmienno$¢ z powodu trudnosci w uzyskaniu jednorodnego, powtarzalnego rozcienczenia
plemnikéw w badanej probce i w komorze obserwacyjnej (Collins, 2000; Koeniger i in.,
2005).

Ocena morfologii plemnikoéw trutni wykazata nieliczny odsetek plemnikéw z wadami
morfologicznymi. Wérdd obserwowanych wad mozna wymieni¢ nieprawidtowe formy zwi-
nietej, postrzepionej czy podwdjnie zakonczonej witki plemnikéw (Lodesani i in., 2004). Je-
dynie w nasieniu poddawanym procedurze zamrazania-rozmrazania odsetek wad morfolo-
gicznych moze wzrastaé, ale dotyczy on gtownie rejonu gtéwki plemnikéw martwych (Payn-
teriin., 2014).

Podstawowym parametrem okres$lajacym jakosci nasienia u zwierzat gospodarskich
jest ruchliwo$¢. W przypadku pszczoty miodnej ten parametr jako$ciowy jest oceniany spora-
dycznie (Yaniz i in., 2019), pomimo ze badania przeprowadzone przez Hopkinsa i in., (2017)
wykazaty, ze odsetek plemnikéw ruchliwych jest pozytywnie skorelowany z efektywnoscia
zabiegu sztucznej inseminacji matek pszczelich. Wigkszo$¢ metod oceny tego parametru
u pszczoty miodnej opiera si¢ na subiektywnej 4—6-stopniowej skali, zgodnej z odsetkiem
ruchliwych plemnikéw (Taylor i in., 2009; Nur i in., 2012; Dadkhah 1 in., 2016) lub tez na
podstawie odsetka plemnikéw poruszajacych si¢ okreslonym rodzajem ruchu (Wegener i in.,
2012; Wegener 1 in., 2014; Ciereszko 1 in., 2017; Yaniz i in., 2019). Najistotniejszym wskaz-
nikiem wysokiej jakosci nasienia trutni jest odsetek plemnikow ruchliwych poruszajacych sie¢
ruchem okreznym (Wegener 1 in., 2012; Ciereszko i in., 2017).

Kolejnym parametrem plemnikéw jest ich zywotnos$¢ oceniana na podstawie integral-
nosci blon plazmatycznych 1 akrosomalnych. Metody oceny opieraja si¢ na zastosowaniu
barwnikow fluorescencyjnych takich jak jodek propidyny (PI), SYBR-14, Hoechst 33342 lub
oranzu akrydyny (Dadkhah i in., 2016; Alcay i in., 2015) lub poprzez zastosowanie testu
pecznienia hipoosmotycznego (HOST) (Nur i in., 2012; Alcay 1 in., 2019). Do oceny integral-
nosci akrosomu stosowano z kolei barwienie lektyna Pisum sativum agglutinin (PSA),
a badania przeprowadzono na utrwalonych plemnikach, przy czym akrosomy o intensywnej
fluorescencji uznawano za prawidtowe, natomiast te o stabszej lub niejednolitej fluorescencji
za uszkodzone (Alcay i in., 2019a).

Nieliczne doniesienia wskazuja na mozliwos$¢ zastosowania obiektywnych metod oce-
ny ruchliwosci 1 parametrow kinetycznych nasienia trutni poprzez zastosowanie komputero-
wej analizy systemem CASA (Murray i in., 2022; Divason i in., 2024), a takze innych para-
metrow jakosciowych takich jak integralno$¢ bton komorkowych 1 akrosomowych, stopien
fragmentacji DNA, potencjal mitochondrialny czy zmiany apoptotyczne z wykorzystaniem
cytometrii przeplywowej (Peng 1 in., 2014; Paynter 1 in., 2014). Pomimo prowadzonych badan
w tym zakresie wiedza na temat oceny wyzej wymienionych parametrow jakosciowych tego
gatunku jest nadal znacznie ograniczona w poréwnaniu do innych gatunkow zwierzat gospo-
darskich. Specyficzna budowa morfologiczna i rodzaj ruchu plemnikéw trutni wymuszaja
opracowanie spersonalizowanych protokoléw pozwalajacych na zdefiniowanie parametrow
strukturalno-funkcjonalnych dla tego gatunku i uzyskanie wiarygodnych, powtarzalnych wy-
nikdw oceny.

Podsumowanie i perspektywy badawcze

Opracowanie optymalnych procedur zabezpieczania materialu biologicznego ma szczegdlne
znaczenie w aspekcie ochrony in situ zasobéw genetycznych ras rodzimych w Polsce. Obecny
program obejmuje monitoring i ochron¢ pszczét miodnych w ich naturalnych enklawach,
w ktorych dotychczas przebywaty, ze wzgledu na swoja odrebnos$¢ genetyczng i unikalne ce-
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chy przystosowania do naturalnych warunkoéw klimatycznych i pokarmowych (Leclerck i in.,
2023; Fine i in., 2023). Utrzymywanie matych populacji pszcz6t miodnych przy uzyciu wy-
acznie sztucznej inseminacji zmusza jednak do koniecznosci krzyzowania z innymi liniami
pszczot (Gil 1 in., 2017). Opracowanie skutecznej, powtarzalnej metody kriokonserwacji na-
sienia trutni 1 spetnienie warunkow do jej praktycznego zastosowania pozwoli na stworzenie
kolekcji nasienia jako unikalnej puli rezerwy genetycznej ex situ populacji pszczoty miodnej
(Rajamohan iin., 2020; Gil i in., 2022; Oleksa i in., 2023). Ponadto skuteczna technologia
kriokonserwacji pozwoli na zachowanie wysokiej jakosci nasienia po procedurze zamraza-
nia/rozmrazania i przyczyni si¢ do zastosowania kontrolowanego komponentu ojcowskiego
do sztucznej inseminacji matek pszczelich, co umozliwi hodowcom uzyskiwanie corek
pszczelich o pozadanym genotypie (Paillard i in., 2017).

W Zaktadzie Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji 1Z-PIB w roku 2024 w ra-
mach realizacji zadania o numerze 04-19-15-11 rozpoczeto badania nad opracowaniem za-
réwno sktadu rozcienczalnika mrozeniowego, jak i technologii kriokonserwacji, pozwalajace;j
na efektywne kriogeniczne zabezpieczenie nasienia trutni. Ponadto w ramach podjetej tema-
tyki badawczej zostang przygotowane spersonalizowane protokoty do automatycznego po-
miaru jakosci nasienia trutni pszczoty miodnej po procedurze zamrazania-rozmrazania Z Wy-
korzystaniem komputerowo wspomaganej analizy nasienia (CASA) oraz cytometrii przepty-
wowej. Dziatania te pozwola na zdefiniowanie podstawowych parametréw jakosci plemni-
koéw m.in. rodzaju i charakterystyki ruchu plemnikéw, koncentracji ejakulatu, parametrow
kinetycznych ruchu, odsetka ruchliwych plemnikéw w badanej probie, zmian morfologicz-
nych i morfometrycznych a takze okreslenie parametréw strukturalnych obejmujacych ocene
zywotnos$ci, integralno$ci bton plazmatycznych, poziomu transbtonowego potencjalu mito-
chondrialnego oraz stopnia fragmentacji chromatyny plemnikowej.

Obiektywna ocena jakosci kriokonserwowanego nasienia trutni pszczoty miodnej na
podstawie szerokiego panelu parametréw strukturalno-funkcjonalnych pozwoli na okreslenie
jego zdolno$ci zaptadniajacych i przydatnosci do sztucznej inseminacji.
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CRYOGENIC PRESERVATION OF SEMEN OF HONEYBEE DRONES
APIS MELLIFERA - BIOTECHNOLOGICAL SOLUTIONS AND RESEARCH
PERSPECTIVES

Magdalena Bryla, Monika Trzcinska
SUMMARY

In the breeding of the honeybee Apis mellifera in Poland, interest in the use of artificial in-
semination of bee queens in reproduction is gradually increasing. In the selection and selec-
tion of maternal and paternal material for mating, account is taken of the results of the evalua-
tion of functional traits, such as productivity, gentleness or no tendency for swarming, as well
as winter hardiness and adaptation of the development of bee colonies to the environmental
conditions in which they are kept. From year to year there is a growing demand for high-
quality bee queens, whose reproductive and productive qualities increase the number and im-
prove the condition of bee colonies. The development of artificial insemination technology is
mainly based on the use of fresh semen, but in the future, it is the use of cryopreserved semen
that will accelerate breeding progress and contribute to the increase in genetic diversity of the
honeybee population in Poland. The article discusses key biotechnological solutions and re-
search prospects involving the use of cryogenically preserved semen of drones in honeybee
breeding.

Keywords: drone semen, artificial insemination, cryopreservation, protective compounds,
antioxidants



