Rocz. Nauk. Zoot., T. 53, z. 1 (2026): 59-70 DOI: 10.58146/n4k8-j579

KRIOKONSERWOWANE NASIENIE W OCHRONIE EX SITU
ZASOBOW GENETYCZNYCH KONI

Julia Warchol, Piotr Gogol

Instytut Zootechniki — Panstwowy Instytut Badawczy, Krajowy Bank Materiatow Biologicz-
nych, 32-083 Balice k. Krakowa
E-mail: julia.warchol@iz.edu.pl; piotr.gogol@iz.edu.pl

Julia Warchot: https://orcid.org/0009-0007-7550-4587
Piotr Gogol: https://orcid.org/0000-0002-8713-6474

Abstrakt

Ochrona ex situ, obok ochrony in situ, stanowi istotny element ochrony zasobow genetycznych
zwierzgt gospodarskich. Gromadzony w bankach kriokonserwowany material biologiczny two-
rzy rezerwowq pulg genow, zabezpieczajqcg bioroznorodnosc¢ populacji w sytuacjach zagroze-
nia, takich jak wymieranie ras czy epidemie chorob. W Polsce ochrong objeto siedem populacji
koni: huculskq, slgskq, malopolskq, wielkopolskq, konie zimnokrwiste w typie sokolskim
i sztumskim oraz konika polskiego. Pomimo Ze w rozrodzie koni objetych programem ochrony
zasobow genetycznych obowiqzuje krycie naturalne, to w uzasadnionych przypadkach zaleca
sig pozyskiwanie i przechowywanie zamrozonego nasienia wytypowanych ogierow w celu za-
chowania ciggtosci linii hodowlanych. Aby tworzona kolekcja nasienia ogierow mogta by¢
w przysztosci skutecznie uzyta jako element dzialan w zakresie ochrony rasy, konieczna jest
troska nie tylko o ilosé¢, ale rowniez o jakos¢ kriokonserwowanego materiatu. W artykule przed-
stawiono aktualne kierunki badawcze nad udoskonalaniem metod zabezpieczania nasienia
ogierow przed skutkami zmian temperatury podczas jego zamrazania i rozmrazania oraz tech-
nik inseminacji, ktore mogq by¢ szczegolnie przydatne w rozrodzie zagrozonych ras koni.

Stowa kluczowe: konie, rasy zachowawcze, kriokonserwacja nasienia ogierow, bioroznorod-
nosc¢, ochrona ex situ

Wstep

W celu ochrony ex situ zasobow genetycznych zwierzat gospodarskich w roku 2014 w Instytu-
cie Zootechniki PIB utworzono Krajowy Bank Materialow Biologicznych (KBMB). Kluczowa
rola KBMB jest pozyskiwanie 1 przechowywanie kriokonserwowanego materialu biologicz-
nego od ras objetych Programem Ochrony Zasobow Genetycznych oraz zwierzat o wybitnych
cechach produkcyjnych 1 hodowlanych. Gromadzony w KBMB material stanowi rezerwowa
pule gendw na wypadek pojawienia si¢ czynnikow zagrazajacych bior6znorodnosci populacji,
takich jak wymieranie ras czy epidemie chordb zwierzecych. Obecnie w Polsce programem
ochrony zasobow genetycznych objetych jest 7 populacji koni. Sg to konie huculskie, $laskie,
matopolskie, wielkopolskie, zimnokrwiste w typie sokolskim 1 sztumskim oraz konik polski.
W populacjach koni objetych programem ochrony zasobow genetycznych obowigzkowo sto-
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sowany jest rozroéd naturalny. Inseminacja nasieniem §wiezym lub schtodzonym oraz insemi-
nacja nasieniem rozmrozonym dozwolona jest wylacznie w szczego6lnych sytuacjach. Jednak
w celu zabezpieczenia ciggtosci linii meskich 1 zenskich, w uzasadnionych przypadkach, zaleca
si¢ gromadzenie i przechowywanie materialu biologicznego w postaci zamrozonego nasienia
pochodzacego od wytypowanych ogierow. Aby tworzona w KBMB kolekcja nasienia ogierow
mogla by¢ w przysztosci skutecznie wykorzystana jako element dziatan w zakresie ochrony in
situ, konieczna jest troska nie tylko o i1lo$¢, ale réwniez o jako$ kriokonserwowanego materiatu.

Cho¢ inseminacja kriokonserwowanym nasieniem jest rutynowo stosowana w hodowli
koni, a jej zalety sg powszechnie znane, na jej powodzenie wplywaja takie czynniki, jak jako$¢
nasienia, liczba plemnikoéw w dawce inseminacyjnej, wybrana metoda inseminacji i przygoto-
wanie klaczy (Miller, 2008). Czesto wystepujaca u ogierow niska kriotolerancja nasienia, po-
wodujaca znaczny spadek jego jakosci po rozmrozeniu, ogranicza jednak praktyczne zastoso-
wanie mrozonego nasienia, szczegdlnie w przypadku zagrozonych ras koni, ktérych nie selek-
cjonuje si¢ na podstawie podatno$ci nasienia na kriokonserwacje (Smits i in., 2012).

Ocena i metody konserwacji nasienia

Ejakulat dojrzatego ogiera gorgcokrwistego (po 6. roku zycia) $rednio osigga objetos¢ 50—-60
ml i mozna podzieli¢ go na 3 frakcje. Sa to frakcja przedejakulacyjna, frakcja plemnikowa —
wiasciwa 1 frakcja poplemnikowa, ktorej funkcja jest wypchniecie z kanatu moczowo-pitcio-
wego poprzedzajacych frakceji. Na ilos¢ produkowanego dobowo nasienia gldéwny wplyw maja
wiek, rasa, budowa i rozmiar jader, kondycja zwierz¢cia, a takze sezon pobrania nasienia.
U ogieréw w pelni dojrzatych, w szczycie stanowkowej formy (620 lat) w czasie sezonu roz-
rodczego (maj-sierpien) liczba plemnikéw w ejakulacie si¢ga okoto 6,4 mld, a poza sezonem
okoto 3,2 mld. Szczyt sezonowej produkcji plemnikdéw ogiery osiggaja w maju i czerwcu.
Ogiery wlaczone do programu sztucznego unasieniania oddaja zwykle nasienie co drugi dzien
(Kosiniak-Kamysz, 2007; Tischner, 2010). Wedlug badan Podico i in. (2023) pierwszy i drugi
ejakulat z sezonu, pobrane w odstepie godziny réznity si¢ liczbg plemnikow, ale nie jakoscia.
Roéwniez jako$¢ nasienia po rozmrozeniu nie roznita si¢ migdzy pierwszym a drugim ejakula-
tem. Chociaz nie unasieniano klaczy, wyniki sugeruja, Ze istnieje minimalna r6znica mi¢dzy
pierwszym a drugim ejakulatem pochodzacym od nieaktywnych ogieré6w hodowlanych i1 ze oba
nadaja si¢ tak samo do dalszego przetwarzania w celu schtodzenia lub zamrozenia.

Klasyczne badanie kondycji hodowlanej ogiera (Breeding Soundness Examination —
BSE) wprowadzone w 1975 roku, zgodnie z propozycja Towarzystwa Teriogenologicznego,
zaleca, aby warunkiem uznania osobnika za potencjalnie zadowalajacego ogiera czolowego
byto pozyskanie co najmniej miliarda plemnikéw o ruchu postgpowym, morfologicznie prawi-
dtowych (progressively motile, morphologically normal sperm — PMMNS) w drugim z dwéch
ejakulatow pobranych w odstgpie 1 godziny. Od momentu wprowadzenia tych kryteridw
PMMNS jest gtownym elementem oceny potencjalnej przydatnosci ejakulatow do inseminacji
(Whitesell i in., 2020).

Oceng nasienia ogierow do BSE poczatkowo przeprowadzano za pomoca wizualnej, su-
biektywnej oceny mikroskopowej. Wybarwione preparaty oceniano za pomocg zwyktego mi-
kroskopu $wietlnego, natomiast rozmazy niewybarwione za pomocg mikroskopu z kontrastem
fazowym. Koncentracj¢ plemnikow szacowano najczesciej za pomocg spektrofotometru. Wraz
z rozwojem technologii i powstaniem systemow komputerowych, mozliwosci doktadnego
1 obiektywnego okreslania jako$ci nasienia znaczaco wzrosty (Jasko i in., 1988; Varner, 2008).

Obecnie do analizy ruchu plemnikow powszechnie uzywa si¢ systemu CASA (compu-
ter-assisted sperm analysis), do oceny morfologii plemnikow mikroskopi¢ z kontrastem rozni-
cowo-interferencyjnym (differential interference contrast — DIC). Do doktadnej oceny koncen-
tracji uzywana jest technologia oparta na fluorescencji i zautomatyzowanym liczniku komoérek
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(Whitesell 1 in., 2020). Do celow okreslenia stopnia fragmentacji DNA, integralno$ci blony
komorkowej, aktywno$ci enzyméw wewnatrzkomorkowych plemnikow, jak i seksowania na-
sienia, uzywany jest cytometr przeptywowy (Bochenek, 2003). Metody te pomagaja ujednolici¢
wyniki oceny nasienia i wykluczy¢ subiektywno$¢ ocen diagnosty, a zastosowanie wyzej wy-
mienionej metody w kwalifikacji nasienia do mrozenia umozliwia wydajng prac¢ oraz pozwala
na uzyskanie powtarzalnych wynikow, co w przypadku oceny manualnej jest niemozliwe
(Egyptien i in., 2023).

Do inseminacji klaczy moze by¢ wykorzystywane nasienie §wieze, schtodzone lub mro-
zone. Prowadzone sg takze badania nad witryfikacja plemnikéw ogierow (Hidalgo, 2025). Na-
sienie $wieze co prawda cechuje si¢ najwyzszg skutecznoscig zaptodnien, jednak w praktyce
jest rzadko stosowane ze wzgledu na krotki czas przydatnosci i zwigzany z tym brak mozliwo-
$ci transportu na dalsze odleglo$ci. Zdecydowanie czgsciej do inseminacji wykorzystywane jest
nasienie schtodzone, ze wzgledu na mozliwos¢ wydtuzenia czasu jego przechowywania nawet
do 72 godzin. Jest to jednak metoda logistycznie najbardziej wymagajaca. Jedynie kriokonser-
wacja daje mozliwo$¢ dtugotrwatego, praktycznie nieograniczonego, przechowywania nasienia
i wykorzystania go w inseminacji nawet w przypadku osobnikdéw juz niezyjacych. Stanowi to
nieoceniong wartos¢ w przypadku prac nad zachowaniem bioréznorodnosci poprzez ochrone
ras zachowawczych metodami ex sifu. Kriokonserwacja nasienia pozwala réwniez na uniknig-
cie przenoszenia choréb pomigdzy osobnikami.

Poniewaz wyniki przezywalnosci plemnikéw nasienia ogierOw po rozmrozeniu zaleza
od wielu czynnikéw 1 nie sg przewidywalne, niezbgdna jest dalsza praca nad optymalizacja
protokotow mrozenia i modyfikacja sktadu rozcienczalnikéw oraz medidw do mrozenia gwa-
rantujacych lepsze efekty. Jest to trudne z uwagi na fakt, ze ogiery nie sa dobierane do hodowli
pod wzgledem jakos$ci nasienia, a pod wzgledem pochodzenia i wynikdw uzytkowosci wlasnej
czy potomstwa. W przypadku nasienia ogierow, gldwnym problemem jest niska ruchliwos¢
plemnikéw po rozmrozeniu, pomimo dobrej jakosci §wiezego nasienia przed poddaniem go
procesowi kriokonserwacji (Ponthier i in., 2012; Ponthier i in., 2013).

Od lat popularnym kierunkiem badan naukowcow jest opracowanie testow prognozuja-
cych jako$¢ nasienia ogierdw po rozmrozeniu (Ponthier i in., 2013; Ponthier i in., 2014; Martin-
Cano 11n., 2020; Gaitskell-Phillips 1 in., 2021a; Gaitskell-Phillips 1 in., 2021b; Dordas-Perpinya
11in., 2022). Ponthier i in. (2013) oraz Pukazhenthi i in. (2014) uwazaja, Ze nalezy wciaz testo-
wac rozne rozcienczalniki 1 metody zamrazania, aby poprawic jakos¢ rozmrazanego nasienia
osobnikow, ktorych nasienie wykazuje stabg tolerancje na kriokonserwacje. Wedtug Egyptien
11n. (2023) w przypadku, gdy do inseminacji stosowana jest zalecana dawka plemnikéw o ru-
chu postepowym, a wskazniki zaptodnienia nie sa zadowalajace, zaleca si¢ diagnostyke nasie-
nia za pomocg zaawansowanych technologii, takich jak cytometria przeptywowa, czy analiza
proteomiczna.

Metody kriokonserwacji

Nasienie ogiera pobiera si¢ przy uzyciu sztucznej pochwy (otwartej lub zamknigtej), z pomoca
fantomu lub klaczy prowokatorki. Istnieje takze mozliwo$¢ pobrania nasienia metoda indukcji
farmakologicznej lub manualnego masazu pracia (Tischner, 2010). Wedlug Egyptien 1 in.
(2023) metoda pobierania ma wptyw na objetos$¢ 1 koncentracje plemnikow, ale catkowita
liczba plemnikow zalezy od produkcji jader 1 czestotliwosci pobierania. Natomiast pH nasienia,
aktywno$¢ peroksydacyjna i niektére enzymy maja wptyw na jakos$¢ nasienia i jego kriokon-
serwacj¢. Komorki inne niz plemniki, zawieszone w osoczu nasienia, rowniez mogg miec¢
wplyw na zamrazanie nasienia.
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Swiezo pobrane nasienie od ogierdw jest zazwyczaj filtrowane, wstgpnie oceniane, roz-
cienczane i w zaleznosci od potrzeb podlega dalszym czynno$ciom. Przed zamrozeniem nasie-
nia rutynowo stosuje si¢ wirowanie, cho¢ plemniki ogiera wykazujg na t¢ procedur¢ wysoka
wrazliwos$¢ (Tischner, 2010). Wirowanie nasienia z reguly wykonuje si¢ po dodaniu rozcien-
czalnika, ktory ma za zadanie chroni¢ plemniki i przedtuza¢ ich zywotnos¢. Wirowanie z roz-
cienczalnikiem umozliwia takze wirowanie nasienia przy wyzszej sile g, aby zmaksymalizowac
odsetek plemnikow odzyskanych po wirowaniu bez negatywnego wptywu na ich zywotnos¢
(Bradecamp, 2021). Za ochrong plemnikéw podczas wirowania odpowiedzialny jest jodiksanol
dodawany do nowoczesnych rozcienczalnikow. Zalecenia dotyczace wirowania nasienia ogie-
réw bez dodatku jodiksanolu to 400 g przez 20 min, z dodatkiem jodiksanolu 1000g przez 20
min (Kelley, 2023).

Obecnie na rynku dostepnych jest szereg komercyjnych rozcienczalnikéw do mrozenia
nasienia ogiera. Wigkszo$¢ z nich uzywana jest takze do przygotowywania nasienia schtodzo-
nego i gwarantuje zachowanie jakosci ejakulatu przez 24 godziny. Po tym okresie zywotno$¢
plemnikéw zmniejsza si¢ (Batellier 1 in., 1997). Rozcienczalniki w swoim skladzie zawierajg
zazwyczaj cukry, elektrolity, bufory, z6ttko jaja, mleko i produkty mleczne (Ramires i in.,
2015). Zawarta w rozcienczalnikach glukoza zwigksza ruchliwo$¢ plemnikow, a $rodki bufo-
rujace zapewniaja przedtuzenie ich ruchliwosci podczas przechowywania (Dean i in., 2012).
Z6ttko jaja, mleko i jego sktadniki majg za zadanie chroni¢ plemniki przed szokiem termicznym
(Manjunath, 2012). Jednym z najczg¢sciej stosowanych rozcienczalnikow jest rozcienczalnik na
bazie odtluszczonego mleka (Ramires 1 in., 2015). Mleko jako produkt biologiczny o bogatym,
ztozonym i niejednolitym skladzie zawiera elementy zarowno korzystne, jak i szkodliwe dla
przezywalnosci plemnikow. Sktadowe mleka, takie jak a-laktoglobulina, negatywnie wplywaja
na ruchliwo$¢ plemnikow, natomiast B-laktoglobulina i kazeiniany oddziatuja pozytywnie
(Pagl i in., 2006). W zwigzku ze zr6znicowanym wptywem skladnikow mleka stworzono roz-
cienczalniki syntetyczne, o zrownowazonym i w petni zdefiniowanym, stalym sktadzie. Skta-
daja si¢ one z substancji wyraznie korzystnych dla plemnikéw i zmniejszaja ewentualne nie-
spdjnosci roznych partii, w poréwnaniu do stosowania odtluszczonego mleka (LeFrapper i in.,
2010; Plante 1 in., 2015). Obecnie najczgsciej stosowanym komercyjnie chemicznym rozcien-
czalnikiem jest INRA 96. Jest to rozcienczalnik, ktorego baza sa modyfikowane sole Hanksa
uzupetnione kazeinianami (Batellier i in., 1997; Hartwig 1 in., 2014; Ramires i in., 2015).
W ostatnich latach na rynek wprowadzono takze nowe rozcienczalniki, na przyktad popularny
BotuSemen Gold, w ktérego sktad wchodzi kazeinian sodu w potaczeniu z cyklodekstryna
(Novello 1 in., 2020). Aktywnymi sktadnikami tego rozcienczalnika majacymi za zadanie dzia-
ta¢ jako protektor dla plemnikow sg micele kazeinowe (Bergeron i Manjunath, 2006). Wigzanie
biatek osocza nasienia 1 zmniejszenie utraty lipidow z btony plemnika tworzy mechanizm
ochraniajacy plemniki podczas przechowywania nasienia w rozcienczalniku (Manjunath,
2012). Cholesterol zawarty w rozcienczalniku BotuSemen Gold prowadzi do obnizenia tempe-
ratury, w ktorej zachodzi przemiana fazowa lipidéw, utrzymujac stan ptynny w nizszych tem-
peraturach 1 w konsekwencji zmniejszajac uszkodzenia struktury btony plazmatycznej (Amann
1 Pickett, 1987).

Reckova 1 in. (2022) przetestowali jako$¢ nasienia po zastosowaniu rozcienczalnika na
bazie mleka oraz dostgpnych w handlu rozcienczalnikdw o chemicznie zdefiniowanym sktadzie
Equi Pro, Equi Plus, INRA 96 1 BotuSemen Gold. Najlepsze wyniki uzyskat rozcienczalnik na
bazie odtluszczonego mleka, INRA 96 i BotuSemen Gold, przy czym rozcienczalnik na bazie
odtluszczonego mleka dziatat lepiej niz niektore nowe rozcienczalniki.

Po procesie rozcienczania i wirowania, aby podda¢ nasienie kriokonserwacji nalezy
uzy¢ mediow zawierajacych krioprotektanty, umozliwiajace przezycie plemnikow w ciektym
azocie. Najczesciej jako srodki krioochronne wykorzystywane sa odtluszczone mleko, zottko
jajai glicerol (2—5%) (Martin i in., 1979; Heitland 1 in., 1996; Sieme i in., 2016). W 2005 roku
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Alvarenga 1 in. dokonali przetomowych badan, ktore staty si¢ podstawa do opracowania ko-
mercyjnego medium do kriokonserwowania nasienia ogierow — Botucrio. Badania te wykazaty,
ze zastgpienie glicerolu amidami, ktére s3 mniej toksyczne dla plemnikow niz glicerol, popra-
wito ruchliwos¢ 1 integralno$¢ bton plemnikow ogierdw po rozmrozeniu. Botucrio zawiera sto-
sunkowo niskie stezenie glicerolu (1%), a ponadto 4% metyloformamidu i 10% zottka jaja. Jest
on zalecany jako odpowiedni rozcienczalnik do stosowania w przypadku obnizonej podatnosci
nasienia na zamrazanie.

Poniewaz proces mrozenia nasienia jest kosztowny z uwagi na wymagany specjali-
styczny sprzet 1 wykwalifikowang kadre oraz konieczny transport ogiera do o$rodkow, w kto-
rych mozliwa jest kriokonserwacja nasienia, na rynku pojawity si¢ wyspecjalizowane zespoty
wraz z liniami przystosowanymi do mrozenia w mobilnych laboratoriach. Wykonuja one
ustuge mrozenia nasienia w miejscu przebywania ogiera. Niestety, alternatywa ta takze gene-
ruje wysokie koszty, ktore ponoszg wilasciciele klaczy ptacac za dawke nasienia, co cz¢sto sta-
nowi barier¢ w powszechnym uzyciu nasienia mrozonego ze wzgledu na ograniczenia finan-
sowe. Ferrer 1 in. (2020) proponujg rozwigzanie, ktére mogtoby obnizy¢ koszty kriokonserwa-
cji. Mrozenie nasienia transportowanego w warunkach schtodzonych pozwalaloby na pobiera-
nie ejakulatow od ogieréw 1 wysylanie nasienia do scentralizowanych zaktadow w celu dal-
szego przetwarzania. Zbadali oni zatem trzy dostepne w handlu rozcienczalniki dla nasienia
schlodzonego przed etapem mrozenia. Wyniki wykazaty, ze po przybyciu do laboratorium na-
sienia schlodzonego przed transportem, wirowanie i dodanie rozcienczalnika do mrozenia
mozna wykonaé¢ w temperaturze pokojowej lub chtodniczej. Ponadto wykazano, ze do kriokon-
serwacji tak przygotowanego nasienia zalecane sg rozcienczalniki Botucrio i EZ Mixin Cryo-
max LE.

Nasienie ogierow moze by¢ zamrazane w sposob konwencjonalny lub w petni zautoma-
tyzowany. Sposob konwencjonalny polega na mrozeniu w wanience w parach cieklego azotu.
Charakteryzuje si¢ niskg mozliwos$cig kontrolowania spadkéw temperatury, co moze prowadzi¢
do uszkodzenia plemnikow poprzez zbyt szybkie zamrozenie. W przypadku metody zautoma-
tyzowanej, do mrozenia nasienia uzywa si¢ freezerdéw, ktore umozliwiaja zaprogramowane ob-
nizanie temperatury w okreslonym czasie. Na przyklad IMV Technology, L'Aigle, Francja,
producent frezera Mini-Digitcool ZH 400, zaleca schiadzanie z szybkoscig 15°C na minute
migdzy temperaturg +5°C a —10°C, a nastepnie z szybkoscia 10°C na minute migdzy —10°C a
—100°C. Protokot mrozenia stosowany przez Aurich 1 in. (2020) zaleca natomiast, aby nasienie
najpierw schiadza¢ do 5°C z szybkoscig 0,3°C/min, nastgpnie w ciggu 3 minut do —25°C
(10°C/min), a na koncu do —140°C z szybkoscig chtodzenia 25°C/min. Nastepnie stomki po
wyjeciu z komory zamrazalniczej nalezy umieszczaé bezposrednio w cieklym azocie.

Inseminacja klaczy nasieniem mrozonym — metody i zalecana dawka

Na skuteczno$¢ inseminacji mrozonym nasieniem wptyw maja prawidtowa ocena ejakulatu,
odpowiednie rozcieficzenie 1 dobrze dobrany protokot kriokonserwacji nasienia. ROwnie wazne
jest takze odpowiednie okre§lenie momentu unasieniania na podstawie oceny owulacji u klaczy
1 poprawne dobranie techniki oraz procedury inseminacyjne;.

Stomki (8 x 0,5 ml) zawierajace okoto 800 milionéw wszystkich plemnikéw 1 minimum
250 milionéw plemnikéw o progresywnej ruchliwosci byty uwazane standardowo za prawi-
dltowa pojedyncza dawke inseminacyjng kriokonserwowanego nasienia ogiera (Pasch 1 in.,
2024). Migdzynarodowe zalecenia handlowe dotyczace kriokonserwacji nasienia koniowatych
okreslaja, ze odsetek ruchliwosci postgpowej plemnikdéw powinien wynosi¢ 50-70% przed za-
mrozeniem i 30-35% po rozmrozeniu. Te minimalne wymagania dotyczace jakos$ci §wiezego
nasienia w konwencjonalnych programach zamrazania nasienia koniowatych sg potrzebne do
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uzyskania dobrej jakosci nasienia po rozmrozeniu, a wsrod nich poczatkowa ruchliwo$¢ plem-
nikow jest najwazniejsza zmienng. Wielokrotnie wykazano jednak, ze zwigzek pomiedzy ru-
chliwoscig plemnikéw po rozmrozeniu a ptodnoscig ogierow in vivo jest niewielki (Miiller,
1987; Samper i in., 1991; Wilhelm 1 in., 1996; Kirk i in., 2005; Kuisma i in., 2006; Barrier-
Battut 1 in., 2017). Aurich i in. (2020) donosza, ze jakos$¢ nasienia dopuszczanego do insemi-
nacji po rozmrozeniu rézni si¢ nie tylko osobniczo pomi¢dzy ogierami, ale réwniez pomi¢dzy
rasami. Analiza regresji logistycznej dowiodta, ze zmiennymi najbardziej wptywajacymi na
jako$¢ nasienia po rozmrozeniu byly wiek i rasa. Oznacza to, ze kriotolerancja nasienia koni
moze mie¢ podtoze genetyczne.

W zwigzku z drozejacymi dawkami nasienia cennych ogierow oraz czegstymi przypad-
kami braku zadowalajacej liczby progresywnych plemnikow po rozmrozeniu, w ostatnich
dwoch dekadach nastgpit znaczny postep technik inseminacyjnych klaczy. Dazono do maksy-
malnego zmniejszenia jednorazowej dawki inseminacyjnej, co w efekcie pozwolito na opraco-
wanie dwoch metod inseminacji ze zmniejszong liczbg plemnikéw (Lindsey i in., 2001, 2002).
Gtowng metoda, dzigki ktorej mozna stosowac¢ dawki inseminacyjne o obnizonej zawartosci
plemnikéw, jest metoda glgbokiej inseminacji domacicznej do rogu macicy DHAI (Deep Horn
Artificial Insemination) lub tez RI (Rectally guided deep horn insemination) (Samper i1 Plough,
2010). Jest to metoda modyfikujaca tradycyjng inseminacje do trzonu macicy, w ktorej kateter
inseminacyjny prowadzony jest przez trzon macicy az do ipsilateralnego rogu macicy co ocze-
kiwana lub potwierdzona owulacja (Pasch i in., 2024; Samper i Plough, 2010). Nasienie mozna
takze dostarczy¢ histeroskopowo (Histeroscopic insemination, HI). Polega to na zdeponowaniu
nasienia gleboko domacicznie przy brodawce jajowodu z pomoca endoskopu. Metody te po-
zwalaja znacznie zmniejszy¢ jednorazowg skuteczng dawke do unasienienia, ktéra moze wy-
nosi¢ od 1 do 25 milionéw plemnikoéw, zaleca si¢ jednak, aby dawki o zawartosci plemnikow
ponizej 5 milionéw dostarczaé histeroskopowo (Samper 1 Plough, 2010). Techniki te zalecane
sa do stosowania, gdy ograniczona jest ilo$¢ oraz jako$¢ mrozonego nasienia danego ogiera lub
gdy reproduktor o cennych walorach genetycznych nie oddaje oczekiwanych ilo$ci nasienia
o pozadanej przezywalnosci. Sg to takze metody pozwalajace na maksymalne wykorzystanie
potencjatu pojedynczych ejakulatow (Samper i Plough, 2010; Pasch i in., 2024).

Istnieje takze mozliwo$¢ inseminowania klaczy nasieniem seksowanym. W takim wy-
padku, wedtug Lindsey i in. (2002) 1 Gibb i in. (2017), zaleca si¢ zastosowanie metody, ktora
pozwala na inseminacj¢ dawka o obnizonej zawartosci plemnikow, z uwagi na przewidywang
obnizong jako$¢ nasienia spowodowang znaczaca ingerencja zewngtrzng na ejakulat oraz wy-
dluzonym czasem od pobrania nasienia do inseminacji. Nasienie sortowane za pomocg cyto-
metrii przeplywowej jest szczegolnie atrakcyjne dla hodowcoéw 1 w ochronie ras zagrozonych
ze wzgledu na mozliwo$¢ wyznaczenia pozadanej plci zrebigcia juz w momencie inseminacji.
W roku 2001 Lidsey i in. zbadali wskaznik Zrebnosci klaczy inseminowanych §wiezym sorto-
wanym nasieniem. Wynosit on tyle samo, co wskaznik zazrebien nasieniem niesortowanym
kriokonserwowanym (37,5%). Dla nasienia sortowanego i kriokonserwowanego byto to zaled-
wie 13% zazrebien. W 2017 roku Gibb 1 in. po inseminacji nasieniem seksowanym 1 kriokon-
serwowanym uzyskali wskaznik Zrebno$ci na poziomie 27%. Wciaz prowadzone sg badania
nad udoskonaleniem tej przyszio$ciowej metody. Samper 1 in. (2025) opracowywali w ostatnim
czasie ulepszony proces seksowania nasienia koni. Wyniki wykazaty poprawe ruchliwosci, zy-
wotnosci 1 obnizenie fragmentacji DNA plemnikow po seksowaniu. Chociaz zaobserwowano
niewielki, staly wzrost peroksydacji lipidéw w plemnikach sortowanych, jako$¢ plemnikow
w ciggu pierwszych 24 godzin po seksowaniu byta porownywalna z jakos$cia nieseksowanego,
schtodzonego nasienia. Wskazniki ptodnosci w przypadku $wiezego nasienia nie rdznily si¢
migdzy plemnikami seksowanymi a plemnikami konwencjonalnymi.
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Skuteczno$¢ mrozonego nasienia — wskazniki zaplodnienia

Istnieje niewiele dostepnych danych poréwnujacych bezposrednio skuteczno$¢ zaptodnienia
u koni w zalezno$ci od rodzaju uzytego nasienia — §wiezego, schtodzonego czy mrozonego.
W badaniach przeprowadzonych przez Squires i in. (2006) podano, ze wskazniki zaptodnienia
wyniosty odpowiednio: 60% dla nasienia §wiezego, 44% dla schtodzonego 1 46% dla mrozo-
nego. W przypadku inseminacji $wieze nasienie ogiera uznawane jest za najskuteczniejsze.
Srednie wskazniki ciaz na jeden cykl wynosza zazwyczaj od 60% do 76%, a warto$ci ponizej
60% moga wskazywaé na problemy z plodnosciag ogiera (Kelly, 2022). Podobnie w artykule
opublikowanym na tamach portalu The Horse, sredni wskaznik cigz przy inseminacji §wiezym
nasieniem wynosi 65-75% na cykl. Ponizej tej granicy plodno$¢ ogiera moze by¢ uznana za
obnizong (Vigouroux, 2024). Porownujac wyniki z trzech opracowan, kolejno z lat 1989, 2004
1 2014, wskazniki cigz po inseminacji nasieniem §wiezym wahaja si¢ pomigdzy 76% a 83%
(Vogelsang i in., 1989; Blanchard i in., 2004; Morrell i in., 2014). Z kolei badanie Haadem 1 in.
(2015) wykazato, ze 77% klaczy inseminowanych $§wiezym nasieniem zaszlo w cigzg juz
w pierwszym cyklu. Dla poréwnania, skutecznos¢ dla nasienia schtodzonego wyniosta 43%.
Skuteczno$¢ na poziomie 75,7% na cykl przy zastosowaniu schtodzonego nasienia uzyskali
Gaspardy 1 in. (2020). Z kolei Tanner i1 Barrell (2023) uzyskali nizszy wskaznik cigz dla schlo-
dzonego nasienia, wynoszacy 44%. Wyniki te sa zgodne z wcze$niejszymi obserwacjami, gdzie
skuteczno$¢ inseminacji schtodzonym nasieniem wahata si¢ od 43% do 80% (Squires 1 in.,
20006).

Wskazniki zaptodnief po uzyciu mrozonego nasienia wystepuja w aktualnych wynikach
badan naukowych do$¢ rzadko. Wedlug Squires i in. (2006) i Tanner i Barrell (2023) w progra-
mach hodowlanych wahaja si¢ zazwyczaj od 40% do 60% na jeden cykl rujowy. W artykule
przegladowym z 2022 roku przedstawiono czynniki wptywajace na skuteczno$¢ inseminacji
mrozonym nasieniem, w tym jako$¢ nasienia, liczb¢ plemnikow, czas owulacji i dos§wiadczenie
technika. Skuteczno$¢ wahata si¢ zwykle od 30% do 50% na cykl (Kelly, 2022).

Podsumowanie

Dynamiczny rozwdj technik reprodukcyjnych pozwolit na opracowanie wielu zaawansowa-
nych procedur odpowiadajacych oczekiwaniom hodowcow koni. Kontynuacja badan dotycza-
cych optymalizacji protokotéw kriokonserwacji nasienia ogierdw, z uwagi na znaczace roznice
osobnicze, zdaje si¢ by¢ najbardziej konieczna, aczkolwiek na rynku komercyjnym funkcjonuja
juz dobrze sprawdzajace si¢ media i procedury do kriokonserwacji. Ochrona biordznorodnosci
ras objetych programami ochrony ex situ powinna opiera¢ si¢ na najnowoczes$niejszych meto-
dach, ktére sa w stanie sprosta¢ wigkszosci zagrozen wynikajacych z malejacych populacji
chronionych ras. Najlepiej poznang, podstawowg 1 uniwersalng z nich jest przechowywanie
kriokonserwowanego nasienia, ktore w znaczacym stopniu jest w stanie zabezpieczy¢ zasoby
genetyczne na nieograniczony czas. Kazda z omoéwionych metod biotechnik rozrodu moze by¢
pomocna w ochronie zasobow genetycznych, w zalezno$ci od zastosowania ich do konkretnych
indywidualnych przypadkow 1 potrzeb.
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THE USE OF CRYOPRESERVED SEMEN IN THE EX SITU CONSERVATION OF
EQUINE GENETIC RESOURCES

Julia Warchol, Piotr Gogol

SUMMARY

Ex situ conservation, alongside in situ conservation, is a crucial element of livestock genetic
resources conservation. Cryopreserved biological material collected in gene banks constitutes
a reserve gene pool that safeguards the biodiversity of populations in emergency situations,
such as breed extinction or disease epidemics. In Poland, seven horse populations are protected:
Matopolski, Wielkopolski, Silesian, Sokolski, Sztumski, Hucul and Polish Konik. Although
natural mating is required for the reproduction of these breeds, in justified cases it is recom-
mended to obtain and store frozen semen from selected stallions in order to maintain the conti-
nuity of breeding lines. In order for the collection of stallion semen to be effectively used in the
future as part of breed conservation efforts, it is necessary to pay close attention not only to the
quantity but also to the quality of the cryopreserved material. This article presents current re-
search directions in improving cryogenic preservation of stallion semen and the development
of insemination techniques that may be particularly useful in the reproduction of endangered
horse breeds.

Keywords: horses, heritage breeds, stallion semen cryopreservation, biodiversity, ex situ con-
servation



