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Реферат: В представленном обзоре описывается текущее состояние проблемы криоконсервирования сперматозоидов, 

ооцитов и эмбрионов животных. Проанализированы методические подходы для эффективного низкотемпературного сохра-
нения генетических ресурсов животного мира, описаны этапы криоконсервирования гамет и эмбрионов животных. Показана 
результативность применения технологии криоконсервирования репродуктивных клеток и эмбрионов животных. Отмечено, 
что на данный момент успешно криоконсервированы половые клетки и эмбрионы многих видов лабораторных, сельскохо-
зяйственных и диких животных, однако остаются нерешенными вопросы криоконсервирования ооцитов и эмбрионов неко-
торых видов птиц, рыб и млекопитающих. В работе обсуждаются подходы к разработке методов сохранения генетического 
материала тех видов, которые на сегодняшний день криоконсервировать не удалось.

Ключевые слова: криоконсервирование, сперматозоиды, ооциты, эмбрионы, витрификация.
Реферат: У представленому огляді описується поточний стан проблеми кріоконсервування сперматозоїдів, ооцитів і ем-

бріонів тварин. Проаналізовано методичні підходи для ефективного низькотемпературного збереження генетичних ресурсів 
тваринного світу, описано етапи кріоконсервування гамет і ембріонів тварин. Показана результативність застосування техно-
логії кріоконсервування репродуктивних клітин і ембріонів тварин. Відзначено, що на даний момент успішно кріоконсервовані 
статеві клітини і ембріони багатьох видів лабораторних, сільськогосподарських і диких тварин, проте залишаються невирі-
шеними питання кріоконсервування ооцитів і ембріонів деяких видів птахів, риб і ссавців. У роботі обговорюються підходи 
до розробки методів збереження генетичного матеріалу тих видів, які на сьогоднішній день кріоконсервувати не вдалося.

Ключові слова: кріоконсервування, сперматозоїди, ооцити, ембріони, вітрифікація.
Abstract: This review describes the state of the art in cryopreservation of animal spermatozoa, oocytes and embryos. We have 

analyzed methodical approaches for the eff ective low-temperature preservation of the genetic resources of animal world and specifi ed 
the procedures of cryopreservation of animal gametes and embryos. The history of effi  cient cryopreservation for animal reproductive 
cells and embryos was described. To date the germ cells and embryos of many laboratory, agricultural and wild animals have been 
successfully cryopreserved, nevertheless there is still pending the issue with the oocytes and embryos of some species of birds, 
fi shes and mammals. The paper discusses the ways for developing the methods to preserve the genetic material of those species 
that have not been successfully cryopreserved yet.
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На территории Украины обитает более 45 000 
видов животных, из которых 542 вида находится 
под угрозой исчезновения [3]. Для сохранения 
ценных мировых генетических ресурсов живот-
ных комитет ООН по вопросам продовольствия 
и сельского хозяйства рекомендует проводить
мероприятия, направленные на воссоздание их 
популяций [71].

В Украине один из приоритетов государствен-
ной политики на 2005–2025 гг. в сфере приро-

More than 45,000 animal species inhabit Ukraine, 
among those 542 are endangered ones [18]. In order 
to conserve the world’s valuable animal genetic 
resources, Food and Agriculture Organization of 
the United Nations recommends the activities to be 
undertaken to recreate their populations [71].

Biodiversity conservation is one of the Ukrainian 
state policy priorities for 2005–2025 in nature 
management, environmental safety and environ-
mental protection [61].
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допользования, экологической безопасности и 
охраны окружающей среды – сохранение биораз-
нообразия [12].

Наилучшим способом поддержания популя-
ции животных является их разведение путем 
естественного спаривания. Однако в результате 
влияния антропогенных факторов сокращаются
природные ареалы обитания животных, что ус-
ложняет их размножение и препятствует восста-
новлению популяций: в мире половина из 6379 
популяций находится на грани исчезновения [71]. 
Сохранение видового разнообразия возможно
в заповедниках (in situ), при этом следует учи-
тывать тот факт, что в естественной среде обита-
ния породы животных могут эволюционировать 
и адаптироваться к изменяющимся условиям. 
Существуют и другие способы сохранения ви-
дового разнообразия: содержание вне естест-
венных условий размножения и обитания (ex 
situ); криоконсервирование гамет и эмбрионов
(ex situ in vitro), позволяющие создавать кол-
лекции наиболее полного аллельного разнообра-
зия для каждого вида и породы с целью после-
дующего воспроизводства. Стратегия сохра-
нения животных ex situ in vitro основывается на 
достижениях криобиологии и реализуется с по-
мощью вспомогательных репродуктивных техно-
логий (ВРТ). В последнее время во многих странах
мира выделяются значительные средства для соз-
дания криобанков репродуктивных клеток и эм-
брионов диких, мутантных и трансгенных видов 
лабораторных животных, пород домашнего ско-
та, а также представителей дикой фауны [14].

В связи с этим необходима разработка эффек-
тивных способов криоконсервирования, которое 
является одним из этапов биотехнологического 
процесса долгосрочного хранения генетическо-
го материала ценных и исчезающих видов жи-
вотных [2]. Перспективным в этом направлении 
является сохранение генетического материала в 
условиях in vitro, поскольку для его реализации 
требуются небольшие финансовые затраты и тех-
нологически простые методики [56]. Для воссоз-
дания организмов из половых клеток, хранящихся 
в криобанках, используются только геномы осо-
бей банковского резерва. Поэтому для поддержа-
ния биоразнообразия важно увеличивать запасы 
репродуктивного материала особей в пределах 
одного вида. Кроме того следует учитывать, что 
при реинтродукции восстановленных видов в 
естественную популяцию изменяется ее генети-
ческая структура, что может быть причиной не-
регулируемых «вспышек» размножения, нару-
шения биологических связей в сообществах и 
аномального поведения животных. 

The best way to maintain a population of ani-
mals is to breed them via natural mating. Howe-
ver, infl uence of anthropogenic factors results in a
reduction of natural habitats of animals, that com-
plicates their reproduction and prevents the res-
toration of populations: half of the 6,379 world po-
pulations are on the extinction verge [71]. Conser-
vation of species diversity is possible in wildlife 
sanctuaries (in situ), and it should be borne in mind 
that animal breeds can evolve and adapt to changing 
conditions in their natural habitat.

There are other ways to preserve species di-
versity: keeping beyond the natural conditions of 
reproduction and habitat (ex situ); cryopreservation 
of gametes and embryos (ex situ in vitro), allowing 
to establish the collections of the most full allele 
diversity for each species and breed with the 
aim of further reproduction. The ex situ in vitro
animal conservation strategy is based on the achi-
evements of cryobiology and is implemented 
using the assisted reproductive technologies (ART). 
Recently, many countries of the world allocated 
signifi cant funds for the establishing the cryo-
banks of reproductive cells and embryos of wild, 
mutant and transgenic species of laboratory ani-
mals, livestock breeds, as well as representatives
of wild fauna [2]. In this regard, the develop-
ment of eff ective cryopreservation methods, that 
is one of the stages of the biotechnological process 
of long-term storage of genetic material of valu-
able and endangered species of animals, is vital 
[27].

Prospective direction is the preservation of ge-
netic material in vitro, since its implementation 
requires quite a low funding and simple techno-
logical appoarch [49]. To get organisms from germ 
cells stored in cryobanks one can use only geno-
mes of individuals being a part of the bank re-
serve. Therefore, to maintain biodiversity, it is 
important to enhance the stocks of reproductive 
material of the individuals within the same spe-
cies. In addition, it should be taken into account 
that the reintroduction of the ‘restored’ individuals
into natural population changes its genetic struc-
ture, which may be the cause of unregulated
‘outbreaks’ of reproduction, disruption of com-
munity networks and abnormal behavior of ani-
mals.

An important cryobiological task is to pre-
serve not only the biodiversity of gametes and 
embryos, but also their morphofunctional integ-
rity, as well as genetic stability [27]. It is known 
that the genetic apparatus of reproductive cells and 
embryos can be damaged during cryopreservation
and long-term storage [40]. To uncover the mecha-
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Важной криобиологической задачей является 
сохранение не только биоразнообразия гамет и 
эмбрионов, но и их морфофункциональной це-
лостности, а также генетической стабильности 
[2]. Известно, что генетический аппарат репро-
дуктивных клеток и эмбрионов может повреж-
даться в процессе криоконсервирования и дол-
госрочного хранения [48]. Для установления 
механизмов криоповреждений генома гамет и
эмбрионов необходимо проведение фундамен-
тальных исследований, направленных на изуче-
ние морфологических, цитологических и цитоге-
нетических характеристик клеток, что позволит 
сохранить не только структуру, функциональ-
ные характеристики, но и геном репродуктивных 
клеток и эмбрионов животных.

Цель работы ‒ обобщение сведений, касаю-
щихся проблемы криоконсервирования репро-
дуктивных клеток и эмбрионов для сохранения 
генетического материала лабораторных, домаш-
них и диких животных.

Этапы криоконсервирования гамет и эмб-
рионов. Криоконсервирование как способ со-
вершенствовался параллельно с развитием ВРТ, 
направленных на лечение бесплодия человека 
[10], которые включают в себя: криоконсервиро-
вание сперматозоидов человека [8] и долгосроч-
ное низкотемпературное хранение ооцитов и эм-
брионов [1, 9].

Криоконсервирование большинства биообъек-
тов, в том числе гамет и эмбрионов разных видов
животных, состоит из нескольких технологичес-
ких этапов: получение биоматериала; транспор-
тировка биообъектов, гипотермическое хранение; 
экспозиция биоматериала с криозащитными сре-
дами; выбор контейнера для криоконсервирова-
ния биоматериала; охлаждение биообъектов до 
температуры жидкого азота и последующее их 
хранение в криобанке; нагрев биообъектов и уда-
ление криопротектора; оценка жизнеспособности 
биоматериала.

Для снижения повреждающего действия низ-
ких температур на биообъект важен подбор крио-
протекторов для среды, обеспечивающей защиту
и обладающей низкой токсичностью [15]. При 
этом должны учитываться структура и свойства
замораживаемого материала, а также видовые
отличия каждого типа клеток. Проникающие
криопротекторы (глицерин, диметилсульфоксид 
(ДМСО), этиленгликоль (ЭГ), 1,2-пропандиол 
(1,2-ПД), диметилацетамид (ДMAА), диметилфор
мамид (ДМФА) и др.) снижают точку замер-
зания раствора, взаимодействуют с мембранны-
ми структурами клетки, предотвращают рост 

nisms of cryogenic damage in the genome of ga-
metes and embryos, it is necessary to perform fun-
damental studies of morphological, cytological 
and cytogenetic characteristics of cells, which will 
help to preserve not only the structure and func-
tional characteristics, but also of the genome of 
reproductive cells and animal embryos.

The purpose of the work was to compile in-
formation on the cryopreservation of reproductive 
cells and embryos used for the conservation of the 
genetic material of laboratory, domestic and wild 
animals.

Stages in cryopreservation of gametes and emb-
ryos. Cryopreservation as a method was developed 
simultaneously with the improvement of ART in
terms of human infertility treatment [67], and in-
cluded human sperm cryopreservation [65] and
long-term low-temperature storage of oocytes and 
embryos [7, 66].

Cryopreservation of most biological objects, in-
cluding gametes and embryos of various animal 
species, consists of several technological steps: bio-
material obtaining; transportation of biological ob-
jects, hypothermic storage; exposure of biomate-
rial with cryoprotective media; selection of the
container for biomaterial cryopreservation; cooling 
of biological objects down to the temperature of 
liquid nitrogen and their subsequent storage at 
cryobank; warming of biological objects and cryo-
protectant removing; assessment of the biomaterial 
viability.

To reduce the damaging eff ect of low tempera-
tures on a biological object, the selection of proper 
cryoprotectant medium, providing the protection and 
having a low toxicity is important [3]. This should 
take into account the structure and properties of the 
specimens which is planned to be frozen, as well as 
the species diff erences for each cell type. Penetra-
ting cryoprotectants (glycerol, dimethyl sulfoxide 
(DMSO), ethylene glycol (EG), 1,2-propanediol (1,2-
PD), dimethyl acetamide (DMAA), dimethylforma-
mide (DMF), etc.) reduce the freezing point of the 
solution, interact with membrane structures of cells, 
prevent the growth of concentrations of intra- and 
extracellular electrolytes resulting from the water 
transport, in particular during its freezing. Non-
penetrating cryoprotectants (sucrose, trehalose, po-
lyvinylpyrrolidol (PVP), polyethylene glycol (PEG), 
etc.) protect cells against osmotic pressure changes 
during cryopreservation [70].

Depending on the applied cooling rate of a bio-
object cooling there are the following types of free-
zing regimens: very slow (less than 1 deg/min),
slow (1–10 deg/min), rapid (10–100 deg/min), very 



6 проблеми кріобіології і кріомедицини
problems of cryobiology and cryomedicine

том/volume 29, №/issue 1, 2019

концентраций внутри- и внеклеточных электро-
литов в результате транспорта воды, в частности 
при ее вымерзании. Непроникающие криопро-
текторы (сахароза, трегалоза, поливинилпирро-
лидол (ПВП), полиэтиленгликоль (ПЭГ) и др.)
защищают клетки от перепадов осмотического 
давления в процессе криоконсервирования [11].

В зависимости от применяемой скорости ох-
лаждения биообъекта выделяют очень медленные 
(менее 1 град/мин), медленные (1–10 град/мин), 
быстрые (10–100 град/мин), очень быстрые
(100–1000 град/мин) и сверхбыстрые (1000–
10 000 град/мин и более) режимы. Для крио-
консервирования гамет и эмбрионов животных 
обычно используют медленное охлаждение, ре-
ализуемое с помощью программных заморажи-
вателей. Однако дороговизна и сложность ис-
пользования данного оборудования в полевых 
условиях являются существенными его недостат-
ками. Альтернативой стандартному заморажива-
нию различных биообъектов можно считать вит-
рификацию, которая широко применяется для 
криоконсервирования ооцитов и эмбрионов [45]. 
Витрификация предполагает стеклование всего 
объема образца за счет использования высоких 
концентраций растворов криопротекторов и/или 
сверхвысоких скоростей охлаждения, что позво-
ляет избежать повреждения клеточных структур 
кристаллами льда.

Для криоконсервирования репродуктивных 
клеток, эмбрионов и тканей используют специ-
альные контейнеры. Они должны быть биобезо-
пасными и сохранять прочность при длительном 
низкотемпературном хранении. Для заморажи-
вания сперматозоидов применяют пластиковые 
криовиалы [49], соломинки [92], для ооцитов и 
эмбрионов – преимущественно соломинки (за-
крытая система замораживания) и носители типа 
микропластин, криотеки и криотопы (открытая 
система замораживания) [41, 57].

Выживаемость гамет и эмбрионов после дол-
госрочного низкотемпературного хранения во 
многом зависит от параметров процесса нагре-
ва. Для клеток, охлажденных с контролируемой 
низкой скоростью, показан медленный нагрев 
с целью регидратации и выхода из них криоза-
щитного вещества. При быстром охлаждении
необходим быстрый нагрев, который предотв-
ращает развитие процесса рекристаллизации. 
Выбор режима нагрева зависит от объекта крио-
консервирования, способа замораживания и типа 
криопротектора. В настоящее время технология 
нагрева гамет и эмбрионов не стандартизирована. 

Следующим этапом после нагрева является 
удаление криопротекторов, которые могут ока-

rapid (100–1000 deg/min) and ultra-rapid (1,000–
10,000 deg/min and higher). Cryopreservation of ga-
metes and embryos of animals usually involves
slow cooling, which is performed with program-
mable freezers. Nevertheless it has signifi cant draw-
backs like, high operation costs and complexity
of using this equipment in the fi eld. An alternative 
to the conventional freezing of various biological 
objects is vitrifi cation, which is widely used for 
cryopreservation of oocytes and embryos [36].
Vitrifi cation is basically the glass transition of
the entire volume of the sample due to the use of 
high concentrations of cryoprotectant solutions and/
or ultra-high cooling rates, and allows the avoi-
ding of damage to the cell structures by ice crys-
tals.

Special containers are used for cryopreservation
of reproductive cells, embryos and tissues. They must 
be biosafe and retain strength during long-term low-
temperature storage. Plastic cryovials [41], straws 
[92] are applied for freezing sperm, for oocytes and 
embryos – mainly straws (closed freezing system)
and microplate type carriers, cryotecs and cryotops 
(open freezing system) [32, 50 ].

The survival of gametes and embryos after long-
term low-temperature storage depends largely on the 
parameters of the heating process. For cells cooled
at a controlled low rate, slow heating is recom-
mended for rehydration and removal of a cryo-
protectant from them. In case of rapid cooling, 
rapid heating is necessary, which helps to prevent 
the recrystallization. The choice of heating regimen
depends on the nature of cryopreserved object, 
freezing method and type of cryoprotectant. At 
present, the warming techniques for gametes and 
embryos are not standardized.

The next stage after heating is the removal of 
cryoprotectants, which can have a cytotoxic eff ect 
on gametes and embryos. In the case of sperm 
cryopreservation, this is usually achieved by a 
single dilution of the cell suspension with culture 
medium and centrifugation followed by removal 
of the supernatant [79]. Reduction of osmotic 
shock in cryopreserved oocytes and embryos could 
be achieved by stepwise wash-out of penetrating
cryoprotectant from the cells using a non-penet-
rating osmotic component, e. g. sucrose.

To date, many stages of cryopreservation are
standardized, which allows to improve the repro-
ducibility of the results and to achieve high pre-
servation rate of gametes and embryos of many 
species of animals (Table).

Cryopreservation of animal sperm. The fi rst at-
tempt for cryopreservation of sperm of some spe-
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зывать цитотоксическое действие на гаметы и 
эмбрионы. В случае криоконсервирования спер-
матозоидов это достигается, как правило, путем 
однократного разведения клеточной суспезии 
культуральной средой и центрифугированием
с последующим удалением супернатанта [79]. 
При криоконсервировании ооцитов и эмбрионов
для снижения осмотического шока отмывку кле-
ток от проникающего криопротектора проводят 
ступенчато с использованием непроникающего 
осмотического компонента, например, сахарозы.

На сегодняшний день многие этапы криокон-
сервирования стандартизированы, что позволяет 
улучшить воспроизводимость результатов и до-
биться высокой сохранности гамет и эмбрионов 
многих видов животных (таблица). 

Криоконсервирование сперматозоидов жи-
вотных. Первая попытка криоконсервирования 
сперматозоидов некоторых видов сельскохозяйст-
венных животных была предпринята в 1949 г. 
после открытия защитных свойств глицерина [69]. 
В настоящее время разработаны способы низ-
котемпературного хранения cперматозоидов для 
более 80 видов млекопитающих, 10 видов птиц, 
множества видов рептилий, амфибий, рыб и не-
которых беспозвоночных (иглокожих, моллюсков, 
ракообразных). Во многих странах мира для раз-
ведения домашних животных используют искус-
ственную инсеминацию криоконсервированной 
спермой. Наибольшее практическое применение
технология имеет при разведении лошадей, сви-
ней, овец, коз, кроликов, птиц и рыб [69, 80]. Полу-
чение эякуляторных сперматозоидов может быть
затруднено у некоторых видов животных, напри-
мер, у диких стадных животных, овец и домашней 
птицы [78]. Поэтому в последнее время разраба-
тываются новые способы криоконсервирования 
сперматозоидов, полученных при аспирации или 
экстракции сперматозоидов из яичка или при-
датка яичка [44]. Одна из особенностей эякуля-
торных и эпидидимальных сперматозоидов – вы-
сокое содержание в их плазматической мембране 
полиненасыщенных жирных кислот [85]. Опре-
деленный липидный состав эякуляторных спер-
матозоидов достигается только после эпидиди-
мального созревания и специфичен не только
для классов [70], но и для видов животных [61,
86], а также для фертильных и субфертильных
популяций одного и того же вида [13]. Видовыми 
различиями состава жирных кислот и соотношени-
ем липидов в сперматозоидах, которые определяют 
криорезистентность при замораживании-оттаива-
нии [68], объясняется разнообразие применяемых 
криозащитных сред и режимов охлаждения гамет 

cies of farm animals was undertaken in 1949 after 
the discovery of the protective properties of gly-
cerol [69]. Currently, there are the methods for the 
storage of low temperature spermatozoa for more 
than 80 species of mammals, 10 species of birds, 
many species of reptiles, amphibians, fi sh, and
some invertebrates (echinoderms, mollusks, crusta-
ceans). In many countries of the world, artifi cial 
insemination with cryopreserved sperm is used
for breeding domestic animals. The technology
has the greatest practical application for breeding 
horses, pigs, sheep, goats, rabbits, birds and fi sh 
[69, 80]. The production of ejaculatory spermatozoa
can be diffi  cult in some animal species, for exam-
ple, wild herd animals, sheep and poultry [78]. 
Therefore, recently, new methods of cryopreser-
vation of spermatozoa obtained by aspiration or 
extraction of sperm from the testicle or epididymis 
have been developed [35]. One of the features of 
the ejaculatory and epididymal spermatozoa is the 
high content of polyunsaturated fatty acids in their 
plasma membrane [85]. A certain lipid composi-
tion of ejaculatory spermatozoa is a result of
epididymal maturation and is peculiar not only for 
taxonomical classes [69], but also for species 
[56, 86], as well as for fertile and subfertile po-
pulations [1]. The species specifi c diff erences in
fatty acid composition and lipid ratios in sperma-
tozoa, which may determine cryoresistance du
ring freeze-thawing [64], explain the diversity of 
cryoprotective media used as well as the cooling
regimens applied for gametes of various animal 
classes (mammals, birds, fi sh) and species within 
the class.

For cryopreservation of spermatozoa of most 
mammalian species one uses 5–10% glycerol as a 
protective solution and slow cooling: from room 
temperature to down −5°C at a rate of 0.3‒1 deg/
min, initiation of crystallization and subsequent 
cooling down to −80°C at a rate of 1–10 deg/min 
with following immersion into liquid nitrogen. 
During rapid cooling, the biological object is kept for
12–30 min in nitrogen vapor (e. g. 8 cm above
the nitrogen surface), then it is immersed into liquid 
to nitrogen (cooling rate 100–150 deg/min) [17]. 
It should be noted that these regimens are not ap-
plicable to all bioobjects. For example, the buf-
falo sperm are the most susceptible to damage
during slow cooling (due to the low content of 
phospholipids in the membranes and lipid loss
during freezing-heating) [77]. Adding of egg yolk
to cryoprotective media stabilizes the spermato-
zoan phospholipid membrane and increases its re-
sistance to the damaging factors of freezing due
to the low density lipoproteins contained in it [62].
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Результативность криоконсервирования репродуктивных 
клеток и эмбрионов животных

Effi  ciency of cryopreservation of reproductive cells 
and embryos of animals 

Примечания: «+» – высокие результаты в практике; «±» – поло-
жительные результаты, в практике не используются; «–» – отсут-
ствие способов криоконсервирования; * – существуют способы 
криоконсервирования ткани яичников.
Notes: «+» – high results in practice;  «±» –  positive results, but not 
used in practice; «–» – lack of cryopreservation methods; * – existing 
methods of cryopreservation of ovarian tissue.

Виды / Species Сперматозоиды
Spermatozoa

Ооциты 
Oocytes

Эмбрионы 
Embryos

Лабораторные животные / Laboratory Animals 

Мышь / Mouse + + +

Крыса / Rat + + +

Хомяки / Hamsters + ± +

Кролики / Rabbits + + +

Сельскохозяйственные животные / Agricutural Animals

Крупный рогатый скот / Cattle 
(Bos sp., var. dom.) + + +

Овца / Sheep (Ovis sp., var. dom) +   ±* +

Коза / Goat (Capra sp., var. dom) + ± +

Лошадь / Horse (Equus sp., var. dom) + ± ±

Свинья / Pig (Sus sp., var. dom) + + ±

Курица / Chicken
(Gallus sp., var. dom) + – –

Гусь / Goose (Anser sp., var. dom) + – –

Индюк / Turkey 
(Meleagris sp., var. dom) + – –

Осетр / Sturgeon 
(Acipenser sp., var. dom) + – –

Форель / Trout (Salmo sp., var. dom) + – –

Карп / Carp (Cyprinus sp., var. dom) + – –

Дикие животные / Wild Animals

Олень / Deer (Cervus sp.) + ± +

Носорог / Rhinoceros 
(Rhinoceros sp.) + ± +

Антилопа / Antelope (Antilope sp.) + ± +

Волк / Wolf (Canis sp.) + ± +

Лисица / Fox (Vulpes sp.) + ± +

Медведь / Bear (Ursus sp.) + ± ±

Тигр / Tiger (Panthera tigris) + ± ±

Пума / Puma (Puma sp.) + ± +

Леопард / Leopard (Panthera pardus) + ± +

Горилла / Gorilla (Gorilla sp.) + + +

различных классов животных (млекопи-
тающие, птицы, рыбы) и видов в преде-
лах класса. 

Для криоконсервирования сперма-
тозоидов большинства видов млекопи-
тающих в качестве защитного раствора
применяют 5–10%-й глицерин и медлен-
ное охлаждение: от комнатной темпера-
туры до −5°C со скоростью 0,3‒1 град/мин,
инициацию кристаллизации и последую-
щее охлаждение до −80°C со скоростью
1–10 град/мин с погружением в жид-
кий азот. При быстром охлаждении 
биообъект выдерживают в течение 12–
30 мин в парах азота (8 см над поверх-
ностью азота), затем его погружают в
жидкий азот (скорость охлаждения 100–
150 град/мин) [28]. Следует отметить, что 
указанные режимы применимы не для
всех биообъектов. Так, наиболее вос-
приимчивы к повреждениям при мед-
ленном охлаждении сперматозоиды буй-
вола (из-за низкого содержания фосфо-
липидов в мембранах и потери липидов 
при замораживании-нагреве) [77]. Яичный 
желток в составе криозащитных сред 
благодаря содержащимся в нем липопро-
теинам низкой плотности стабилизирует
фосфолипидную мембрану сперматозои-
дов и повышает ее устойчивость к повреж-
дающим факторам замораживания [66].

При криоконсервировании сперма-
тозоидов козла необходимо предвари-
тельное отделение клеток от семенной
плазмы, поскольку она содержит фермент, 
изменяющий плазматические мембраны
сперматозоидов после взаимодействия с 
липидами и фосфолипидами [74]. Спер-
му барана успешно криоконсервируют с 
использоваием медленного режима ох-
лаждения в присутствии 5–10%-го гли-
церина [73]. Криорезистентность спермы
этого вида животного зависит от времени 
года получения клеток [25]. Для крио-
консервирования спермы свиней ши-
роко применяют медленное охлаждение
и комбинированную среду на основе 
лактозно-яичного консерванта и глице-
рина [91].

При использовании криопротекторов
глицерина и ЭГ сперматозоиды кролика 
имеют низкую криорезистентность. Ис-
пользование защитных сред на основе
сочетания проникающих и непрони-
кающих криопротекторов (ацетамида,
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треалозы и метилцеллюлозы) повышает жизне-
способность криоконсервированной спермы ука-
занного вида [26].

В настоящее время для криоконсервирова-
ния сперматозоидов некоторых видов обезьян,
оленей и других видов животных применяют  
медленное охлаждение, раствор трис-буфера с 
яичным желтком и 5%-м глицерином [24].

Криоконсервированную сперму используют, 
как правило, при искусственной инсеминации
с целью получения потомства от ценных пле-
менных самцов многих видов домашних и сельс-
кохозяйственных животных [18]. По сравнению с
естественным размножением искусственная инсе-
минация позволяет максимизировать репродук-
тивный потенциал, разделяя на порции эякулят,
осеменять сразу нескольких самок, улучшать
генетические характеристики пород сельско-
хозяйственных животных. Искусственную инсе-
минацию криоконсервированной спермой при-
меняют в зоопарках при отказе животных от
спаривания. Кроме того, инсеминацию можно
проводить в благоприятный для реципиента день
и транспортировать криоконсервированный об-
разец спермы в отдаленное хозяйство. В 1973 г.
впервые успешно была проведена искусственная
инсеминация криоконсервированной спермы вол-
чице в дикой природе [32], затем успешное осе-
менение гориллы [36]. Однако попытки искус-
ственно оплодотворить некоторые виды диких
кошек оказались неудачными. 

В птицеводстве криоконсервирование спермы
до настоящего времени находится на стадии раз-
работки. В научной литературе описаны методы, 
позволяющие сохранять подвижность спермато-
зоидов птиц (петух, гусь, перепел) после крио-
консервирования. При этом не все клетки после 
оттаивания могут быть функционально-полно-
ценными, поэтому частота оплодотворения оста-
ется низкой и составляет 1–30% [5]. Повреждения, 
возникающие в процессе криоконсервирования
сперматозоидов птиц, в основном затрагивают
клеточные мембраны и, прежде всего, митохонд-
риальные. Кинетическая активность спермато-
зоидов, которые должны длительно храниться в 
маточно-вагинальных железах самки, снижает-
ся, что негативно влияет на частоту оплодотворе-
ния [54]. 

В случае возникновения эпидемий птичье-
го гриппа необходима разработка эффективных 
методов криоконсервирования спермы. Наличие
банка спермы высокопродуктивных пород поз-
волит повысить результативность селекционно-
генетической работы и восстановление пород при
утрате их отличительных адаптивных генов. 

Cryopreservation of goat spermatozoa requires 
a preliminary separation of spermatozoa from se-
minal plasma, because it contains an enzyme that 
changes the plasma membranes of spermatozoa
after interacting with external lipids and phospho-
lipids [74]. Ram semen is successfully cryopreser-
ved using a slow cooling regimen in the pre-
sence of 5–10% glycerol [73]. The cryoresistance
of sperm in this species depends on the season 
of year when the cells were obtained [14]. For 
cryopreservation of pig sperm one uses a com-
bination medium based on lactose-egg preser-
vative and glycerol and slow cooling is applied 
[91].

Rabbit spermatozoa show low cryoresiatnce if
glycerol and EG are used as cryoprotectants, rabbit 
spermatozoa have low cryoresistance. The use of
protective media based on a combination of penet-
rating and non-penetrating cryoprotectants (aceta-
mide, trealose and methylcellulose) increases the 
viability of the cryopreserved sperm in this spe-
cies [15].

Currently, cryopreservation of spermatozoa of 
some species of monkeys, deer and other animal 
species involves the use of a solution of Tris-
buff er with egg yolk and 5% glycerol and slow 
cooling [13].

Cryopreserved sperm is used, as a rule, during 
artifi cial insemination in order to obtain off spring 
from valuable breeding males of many species of 
domestic and farm animals [6]. Compared with 
natural reproduction, artifi cial insemination allows 
maximizing reproductive potential by separation 
of ejaculate into several portions, insemination of
several females at once, and improving the ge-
netic characteristics of breeds of farm animals. 
Artifi cial insemination with cryopreserved sperm
is used in zoos when animals refuse to mate. In 
addition, this method allows an insemination in 
the day favorable for the recipient and transpor-
tation of the cryopreserved sperm sample to a
remote facility. In 1973, artifi cial insemination 
with cryopreserved sperm was carried out for the
fi rst time for a wild wolf [22], later a successful
insemination of the gorilla was performed [26].
However, attempts to artifi cially fertilize some 
species of wild cats remain unsuccessful.

In the poultry industry, sperm cryopreservation
is still under development. There are the reports
with the described methods that allow the preser-
vation of birds semen motility (rooster, goose, quail) 
after cryopreservation. At the same time, not all
of the cells after thawing can be functionally high-
grade, therefore the rate of fertilization remains
low, i. e. 1–30% [45]. The injuries arising in the 
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Работы по криоконсервированию спермато-
зоидов проводились более чем с 200 видами рыб, 
в основном с пресноводными, которые исполь-
зуются в аквакультуре. Эффективность криокон-
сервирования сперматозоидов разных видов рыб 
отличается, при этом более высокие результаты 
достигнуты при криоконсервировании спермы 
морских видов рыб, чем пресноводных [40]. Опи-
саны методики криоконсервирования половых 
клеток рыб, в частности осетровых [90] и карпо-
вых [52]. Сперму рыб можно криоконсервиро-
вать как в лабораторных, так и полевых усло-
виях (без использования сложных замораживаю-
щих установок). Медленное охлаждение, которое 
предполагает использование высокотехничес-
кого оборудования, для криоконсервирования 
спермы исчезающих видов рыб в полевых ус-
ловиях не представляется возможным. В этой
связи актуальной является разработка простых
и доступных способов, позволяющих заморо-
зить образец быстро и эффективно [16, 40, 42].
В качестве криопротекторов чаще всего исполь-
зуют ДМСО, глицерин, ЭГ, метанол, 1,2-ПД и 
ДМАЦ в концентрации 5–15% (v/v). Насыщение 
образцов криопротекторным раствором прово-
дят в течение 10–15 мин при 4°С. Процедура их 
охлаждения обычно осуществляется медленным 
способом, при этом она аналогична той, которая 
применяется для криоконсервирования сперма-
тозоидов млекопитающих. Нагрев спермы прово-
дят преимущественно на водяной бане с темпера-
турой до 40°С, после чего ее немедленно использу-
ют для искусственного оплодотворения, поскольку
с течением времени подвижность и оплодот-
воряющая способность сперматозоидов быстро
снижаются. Повышение осмотического давления 
на мембраны сперматозоидов во время смеши-
вания спермы с криозащитной средой является
одним из основных повреждающих факторов, вли-
яющих на результат криоконсервирования [29].
Кроме того, в процессе охлаждения-нагрева су-
щественно изменяется осмолярность среды, вы-
ходя за пределы физиологических значений для 
сперматозоидов [21]. Известно, что в анизоос-
мотических условиях сперматозоиды пресновод-
ных рыб не способны к сохранению объема
клетки, поэтому их криорезистентность ниже, 
чем у сперматозоидов морских видов [4, 47]. 

Криоконсервирование ооцитов животных. 
Ооциты животных, в отличие от сперматозоидов, 
характеризуются низкой выживаемостью после 
замораживания-оттаивания. Основные проблемы
криоконсервирования ооцитов обусловлены осо-
бенностями строения плазматической мембраны,

process of cryopreservation of bird spermatozoa 
mainly aff ects the cell membranes and mainly the 
mitochondrial membrane. The kinetic activity of 
spermatozoa, which must be stored for a long time
in the uterine-vaginal glands of the female, is re-
duced, which negatively aff ects the fertilization
rate [47].

Due to repeating avian infl uenza outbreaks, the
development of eff ective methods for sperm cryopre-
servation is important. The existence of the sperm 
bank of highly productive breeds will increase the 
eff ectiveness of breeding and procedures, as well
as restore the breed if the distinctive genes would
be lost. 

Sperm cryopreservation was carried out with
more than 200 species of fi sh, mainly freshwater, 
which are used in aquaculture. The cryopreservation 
of sperm of various fi sh species is diff erent, and
better results (if compared with fresh water spe-
cies) were achieved when cryopreserving semen 
of marine fi sh species [31]. There are numerous 
protocols for cryopreservation of gamete cells of 
fi sh, in particular sturgeon [90] and carp [44]. Fish
sperm can be cryopreserved in both laboratory
and fi eld conditions (without using complex devices 
freezing). Slow cooling, which involves the use
of complex equipment, to cryopreserve semen of
endangered fi sh species in fi eld conditions is not
possible. In this regard, the development of simple
and aff ordable methods to freeze the sample quickly
and effi  ciently [4, 31, 33] is still relevant. DMSO,
glycerol, EG, methanol, 1,2-PD and DMAC at con-
centration of 5–15% (vol/vol) are most often used
as cryoprotectants. Samples are usually incubated 
with a cryoprotectant solution for 10–15 min
at 4°C. The cooling is usually carried out slowly,
similarly to that used in the cryopreservation of 
mammalian spermatozoa. Heating of sperm is
carried out mainly in a water bath with a tem-
perature of up to 40°C, and there after it is 
immediately used for artifi cial insemination, due 
to a rapid reduction in the motility and ferti-
lizing ability of sperm cells after several minutes. 
The increase in osmotic pressure on sperm memb-
ranes during mixing of sperm with a cryoprotec-
tive medium is one of the main damaging factors
aff ecting the result of cryopreservation [19]. In 
the process of cooling-heating, the osmolarity of 
the medium signifi cantly changes, going beyond 
the limits of physiological values for spermato-
zoa [10].

It is known that under anisosmotic conditions,
freshwater fi sh spermatozoa are not capable of
keeping cell volume, therefore their cryoresistance is 
lower than that of marine spermatozoa [38, 39].
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наличием кортикальных гранул и мейотического
веретена [81]. Кроме того, высокое содержание
внутриклеточной воды, крупный размер, низкое
соотношение площади поверхности к объему – 
основные критерии для подбора эффективного
протокола криоконсервирования [50]. При этом
важно учитывать межвидовые различия в строе-
нии ооцитов. Так, у рыб, птиц, амфибий и реп-
тилий размер ооцитов существенно превышает
размер ооцитов млекопитающих, что значи-
тельно усложняет замораживание клеток. 

Плазматическая мембрана ооцитов на стадии 
MII имеет низкий коэффициент проницаемости, 
при этом дополнительным барьером является 
Zona pellucida (ZP), вследствие этого диффузия 
воды и криопротекторов происходит медлен-
нее, чем у соматических клеток и сперматозои-
дов [72]. В результате замораживания-оттаива-
ния происходит преждевременный кортикальный
экзоцитоз, что приводит к затвердеванию ZP и 
делает невозможным проникновение спермия че-
рез оолемму [19, 59]. Поэтому для оплодотворе-
ния криоконсервированных ооцитов применяют 
технологию интацитоплазматической инъекции 
спермия в ооцит [51].

Мейотическое веретено млекопитающих пред-
ставляет собой динамический конгломерат тубу-
лина и связанных с ним белков и обеспечивает
расхождение хромосом к полюсам клетки при 
созревании ооцита на стадии MII [27]. Мейо-
тическое веретено формируется за счет полимери-
зации и деполимеризации тубулиновых микро-
трубочек, чувствительных к действию факторов
криоконсервирования [22, 43], которые, в свою
очередь, могут привести к развитию анеуплоид-
ного эмбриона [27].

Низкий уровень выживаемости криоконсер-
вированных ооцитов и эмбрионов свиньи, круп-
ного рогатого скота и других видов животных
обусловлен высоким содержанием липидов [89].
Например, в ооцитах свиней содержится 161 нг 
липидов, что в ~2,5 раза больше, чем в ооцитах 
быка, которые содержат в 17 раз больше липидов, 
чем ооциты мышей [60]. Вероятно, относительно
низкое содержание липидов в ооците мыши ста-
ло причиной его успешного криоконсервиро-
вания (1976 г.) [67, 88]. В 1985 г. W.F. Rall и
G.M. Fahy сообщили об удачной попытке вит-
рификации ооцитов крупного рогатого скота и 
других домашних животных [33, 39, 55, 64].

Ученым удалось повысить криорезистентность
ооцитов путем снижения содержания липидов [35,
76]. Ранее это достигалось механическим удале-
нием липидных капель [63]. К сожалению, после
проведения таких процедур снижалась частота

Cryopreservation of animal oocytes. Unlike the
case of sperm cells the animal oocytes are charac-
terized by low survival after freezing and thawing.
The main problems of cryopreservation of oocytes 
are due to the structural features of the plasma 
membrane, the presence of cortical granules and
the meiotic spindle [81].The high content of intracel-
lular water, large cell size, low surface-to-volume 
ratio are the main criteria for selecting an eff ective 
cryopreservation protocol [42]. It is important
to take into account interspecifi c diff erences in
the structure of oocytes. In particular, in fi sh, birds,
amphibians and reptiles, the size of the oocy-
tes is much larger than in mammals, which
greatly complicates the successful freezing of the 
cells.

The plasma membrane of oocytes at stage MII
has a low permeability coeffi  cient, and Zona pellu-
cida (ZP) as an additional barrier because of 
which the diff usion of water and cryoprotectants 
is slower than that in somatic cells and sperma-
tozoa [72]. Freeze-thawing, results in premature
cortical reaction, which causes ZP hardening and 
entails the impossibility of sperm penetration 
through the oolemma [8, 52]. Therefore, the fer-
tilization of cryopreserved oocytes often involves
intracytoplasmic sperm injection into the oocyte
[43].

The meiotic spindle in mammals is a dynamic 
conglomerate of tubulin and associated proteins 
and provides the movement of chromosomes to
the poles of the cell during the maturation of the
oocyte at stage MII [27]. The meiotic spindle 
is formed due to the polymerization and depoly-
merization of tubulin microtubules sensitive to the 
eff ects of cryopreservation factors [11, 34], and 
unsuccessful outcome could be e. g. the develop-
ment of an aneuploid embryo [16].

The low survival rate of cryopreserved oocytes 
and embryos of pigs, cattle and other animal spe-
cies is caused by a high content of lipids [89]. 
For example, a pig oocyte contains 161 of lipids, 
which is almost 2.5 times more than in bull oocy-
tes, which in turn contain 17 times more lipids
than mouse oocytes [60]. It is likely that the rela-
tively low content of lipids in the mouse oocyte was
the reason for its successful cryopreservation (in
1976) [63, 88]. In 1985, W.F. Rall and G.M. Fahy
reported a successful attempt to vitrify oocytes
 in cattle and other domestic animals [23, 30, 48, 
59].

Scientists were able to increase the cryoresis-
tance of oocytes by reducing the lipid content [25,
76]. Early this was achieved by mechanical re
moval of lipid droplets [58]. Unfortunately, after 



12 проблеми кріобіології і кріомедицини
problems of cryobiology and cryomedicine

том/volume 29, №/issue 1, 2019

оплодотворения и дробления эмбрионов in vitro
[34]. Фармакологические подходы к истощению 
липидных капель были более щадящими, пос-
кольку основывались на усилении катаболизма и
ингибировании синтеза липидов [84]. Поскольку
процесс делипидизации достаточно дорогостоя-
щий, трудоемкий и длительный, он не нашел ши-
рокого применения в практической криобиологии.

На сегодняшний день успешных методов крио-
консервирования ооцитов птиц, рыб и земновод-
ных не существует [23]. Яйцеклетки этих живот-
ных характеризуются крупным размером, имеют
высокое содержание липидов и полярную ор-
ганизацию [37]. По-видимому, перечисленные 
особенности строения ооцитов являются причи-
ной их низкой криорезистентности. Для созда-
ния эффективных протоколов криоконсервиро-
вания необходимо исследование механизмов
криорезистентности ооцитов животных и выяв-
ление факторов, вызывающих криоповрежде-
ния.

Криоконсервирование эмбрионов животных.
Наиболее перспективным с точки зрения сохра-
нения генетической информации является замо-
раживание эмбрионов, впервые осуществленное 
в 1971 г. на мышах [87]. К настоящему времени 
криоконсервированы эмбрионы 40 видов живот-
ных, в том числе исчезающих, беспозвоночных ‒ 
морских ежей, моллюсков, насекомых, ракообраз-
ных, червей. Метод имеет большое практическое
значение, поскольку позволяет сохранить генотип
обоих родителей и значительно облегчить транс-
портировку ценных видов и линий животных.

У эмбрионов рыб, птиц, рептилий и земновод-
ных более низкое соотношение площади поверх-
ности к объему и более низкий коэффициент 
проницаемости мембраны. Эмбрионы имеют три 
мембранные структуры: синцитиальный слой, 
плазматическую мембрану и мембрану хориона 
с определенным коэффициентом проницаемости 
для воды [75].

Показатель выживаемости эмбрионов, находя-
щихся на одной стадии развития, но полученных 
у разных видов животных, отличается, но при 
этом эмбрионы одного вида на разных стадиях 
развития отличаются по уровню выживаемости.
Например, у крупного рогатого скота зиготы
и эмбрионы на ранних стадиях дробления кри-
оконсервировать не удается, тогда как морулы
и бластоцисты переносят процедуру замора-
живания-отогрева. Показатель выживаемости 
эмбрионов свиньи на стадии вылупившейся блас-
тоцисты выше, чем у ранних эмбрионов. Воз-
можно, это связано с отсутствием ZP, многокле-

such procedures entailed the drop in fertilization 
rate and embryo in vitro development [24]. Phar-
macological approaches to reduce amount of lipid
drops were more benign because they were based 
on enhancing catabolism and inhibiting lipid 
synthesis [84]. Since the process of delipidiza-
tion is quite expensive, time consuming and long
process, it has not found wide application in prac-
tical cryobiology.

There are no successful methods for the cryo-
preservation of oocytes of birds, fi shes, and amphi-
bians so far [12]. The oocytes of these ani-
mals are large in size, have a high content of 
lipids and polar organization [28]. Apparently, the
mentioned structural features of oocytes are the
cause of their low cryoresistance. To create ef-
fective cryopreservation protocols, it is necessary
to study the cryoresistance mechanisms of ani-
mal oocytes and to identify the factors causing 
cryodamage.

Cryopreservation of animal embryos. The most 
promising approach in terms of the preservation
of genetic information is the freezing of embryos,
fi rst carried out in 1971 in mice [87]. To date, emb-
ryos of 40 animal species, have been cryopreserved
including endangered ones, as well as inverteb-
rates: sea urchins, mollusks, insects, crustaceans,
worms. The method is of great practical impor-
tance, since it allows the preservation of geno-
type of  both parents and greatly facilitate the
transportation of valuable species and breeds of 
animals.

Embryos of fi sh, birds, reptiles and amphibians 
have a lower surface-to-volume ratio and a lower 
permeability coeffi  cient of the membrane. Embryos 
have three membrane structures: the syncytial la-
yer, plasma membrane, and chorion membrane with 
diff erent water permeability coeffi  cients [75].

The survival rate of embryos that are at the same 
stage of development, but obtained from diff erent 
animal species, is diff erent, but at the same time, 
embryos of the same species at diff erent stages 
of development have various survival rate. For 
example, in cattle, zygotes and embryos cannot be
cryopreserved at the early stages of cleavage,
while morulae and blastocysts undergo the freeze-
thawing procedure. The survival rate of pig embryos
at the hatching blastocyst stage is higher than that
of early embryos. Perhaps this is due to the absence
of ZP, multicellularity and higher surfaceto-volume
ratio of the blastocyst [21].

Early reported attempts to cryopreserve fi sh eggs 
and embryos date back to 1955 [5]. To date, there 
have been developed the cryopreservation methods 
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точностью и увеличением соотношения площади 
поверхности бластоцисты к ее объему [31].

Ранние сообщения о попытках криоконсер-
вирования эмбрионов рыб относятся к 1955 г. 
[17]. На сегодняшний день существуют методы 
криоконсервирования неоплодотворенных икри-
нок кумжи [30], эмбрионов золотой рыбки на
стадиях развития, соответствующих ранней эпи-
боле, образованию сомитов, глазного пузырька, 
биению сердца и началу пигментации, однако по-
казатель выживаемости после нагрева остается
низким [53]. В связи с этим необходима разра-
ботка индивидуальных протоколов криоконсер-
вирования эмбрионов, находящихся на разных 
стадиях развития. 

В настоящее время предпринимаются по-
пытки криоконсервировать эмбрионы данио [38], 
ложного палтуса [20], линя, вьюна [6, 7], однако 
получение высоких результатов затруднено из-
за крупного размера эмбрионов, большого коли-
чества внутриклеточной воды и разной про-
ницаемости оболочек эмбриона для молекул 
воды и криопротекторов. Проблема насыщения 
криозащитными растворами зародыша рыбы 
была частично решена выполнением микро-
иньекций пропиленгликоля и наночастиц золота 
перед криоконсервированием с комбинирован-
ным использованием лазера при нагреве [46].
Полученные результаты важны для разработки 
оптимального режима нагрева, однако при этом 
важно учитывать, что на этапе насыщения крио-
защитные растворы и наночастицы золота ока-
зывают токсическое действие на эмбрион рыбы,
а использование лазера может привести к затвер-
деванию хориона.

Альтернативным способом сохранения герм-
плазмы является криоконсервирование пред-
шественников половых клеток (primordial germ 
cells – PGC), имеющих сходные морфометричес-
кие и физиологические параметры с клетками,
которые успешно криоконсервируют. В качестве
варианта дозревания PGС in vivo предлагается
проведение их трансплантации в перитониаль-
ную полость личинок рыб. Поскольку иммунная 
система у личинок рыб не развита, зародыше-
вые клетки способны сохраняться и дифферен-
цироваться в зрелые гаметы [58, 65]. Таким об-
разом, в настоящее время известны простые и
эффективные методы выделения большого коли-
чества жизнеспособных PGC, способных диф-
ференцироваться в зародышевые [82].

На сегодняшний день отсутствуют сообще-
ния об успешном криоконсервировании эмбри-
онов птиц. Ведутся эксперименты по глубокому 
охлаждению PGC цыплят методом витрифика-

for unfertilized bull-trout eggs [20], goldfi sh emb-
ryos at stages of early epibole, formation of somites, 
eye bubble, start of heartbeat, and onset of pigmen-
tation, but the survival rate after heating remains
low [46].In this regard, it is necessary to develop
individual cryopreservation protocols for embryos
at diff erent stages of development.

At present, attempts are being made to cryo-
preserve the zebrafi sh embryos [29], false hali-
but [9], tench, and loach [54, 55], but high re-
sults are hard to get due to the large size of the 
embryos, signifi cant amounts big amounts of intra-
cellular water and diff erent permeability of the 
embryonic membranes for water molecules and cryo-
protectants. The problem of saturation of the fi sh 
embryo with cryoprotective solutions was partially 
solved by performing microinjections of propylene
glycol and gold nanoparticles before freezing and
combined application of laser during heating [37]. 
These fi ndings are important for developing an 
optimal warming protocol, nevertheless it is impor-
tant to consider potential toxic eff ect of gold nano-
particles on fi sh embryo as well as observed harde-
ning of chorion due to laser irradiation. 

Cryopreservation of germ cell precursors (pri-
mordial germ cells – PGC) is an alternative method 
of germplasm preservation. PGC are unique bio-
logical objects that have similar morphometric 
and physiological parameters with cells that suc-
cessfully cryopreserve. Transplantation of germ cell
precursors into the peritoneal cavity of fi sh lar-
vae is proposed as an option for PGC maturation
in vivo [51, 60]. Thus, simple and eff ective methods
for isolating a large number of viable PGCs ca-
pable of diff erentiating into embryonic cells [82] 
are currently known.

To date, there are no reports about successful 
cryopreservation of avian embryos. Experiments 
on a deep cooling of chicken's PGC using vitrifi ca-
tion in the presence of 10% EG are underway [57]. 
Avian PGCs retain their specifi c germline properties
and proliferative potential after cryopreservation, 
as well as after long-term cultivation and genetic 
modifi cation [83]. If PGCs can diff erentiate into 
functional gametes in the gonads of xenogenic 
recipients, transplantation of cryopreserved PGCs 
can be a powerful tool for ex situ conservation
of wild birds, including endangered species.

Conclusions 
Collectively, at the moment, germ cells and 

embryos of many laboratory, agricultural and wild 
animals have been successfully cryopreserved. 
However, the issues of cryopreservation of oocytes 
and embryos of certain species of birds, fi sh and 
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ции с 10% ЭГ [62]. PGC птиц сохраняют специ-
фические свойства зародышевой линии и про
лиферативный потенциал после криоконсерви-
рования, а также длительного культивирования 
и генетических модификаций [83]. Если PGC
смогут дифференцироваться в функциональные 
гаметы в гонадах ксеногенных реципиентов, то 
трансплантация криоконсервированных PGC мо-
жет стать мощным инструментом для сохране-
ния ex situ диких птиц, включая виды, находя-
щиеся под угрозой исчезновения.

Выводы
На данный момент успешно криоконсервиро-

ваны половые клетки и эмбрионы многих видов
лабораторных, сельскохозяйственных и диких
животных. Однако остаются нерешенными проб-
лемы криоконсервирования ооцитов и эмбрио-
нов некоторых видов птиц, рыб и млекопи-
тающих. Для создания криобанков гермоплазмы
всего животного мира нашей планеты необходимо 
дальнейшее развитие и совершенствование мето-
дов криоконсервирования.

mammals remain unresolved. In order to establish 
the cryobanks of the germplasm of the entire fauna 
of our planet, it is necessary to further develop
and improve the methods of cryopreservation.
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