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Jednym z głównych cz3mników limitujących produkcję oraz postęp hodow
lany u bydła, a także innych samic jednorodnych, jest ich stosunkowo 
niska rozrodczość. Obecnie istnieją dwie metody pozwalające na zwiększenie 

wykorzystania potencjału rozrodczego samicy. Pierwszą z nich jest superowu- 
lacja, kiedy zwiększony poziom hormonów gonadotropowych we krwi chroni 
część jajnikowych pęcherzyków antrałnych przed atrezją. Stosując stan
dardowe metody superowulacji u bydła, w połączeniu z niechirurgicznym wy
płukiwaniem, można podczas jednego cyklu uzyskać od dawczni średnio około 
pięciu przydatnych do przeniesienia zarodków. Zakładając 50-70% skutecz
ność zabiegu i zastosowanie cztero-, pięciokrotnej stymulacji w ciągu roku 
można oczekiwać uzyskania od 8 do 17 cieląt/dawczynię/rok (24). W porów
naniu do rozrodu naturalnego, gdzie od jednej krowy uzyskuje się od 4 do 
6 cieląt w ciągu życia, jest to już znaczący postęp w wykorzystaniu możliwości 
rozrodczych samicy. Mimo że metoda superowulacji pozwala na znacznie szer
sze wykorjystanie potencjału rozrodczego samicy i znalazła już zastosowanie 
praktyczne w programach hodowlanych MOE7T, ma ona wiele ograniczeń. Jest 
metodą drogą (koszty preparatów hormonalnych), a powtarzalność, szczegól
nie kolejnych zabiegów superowulacji, często nie jest zadowalająca.

Drugą metodą zwiększającą wykorzystanie potencjału rozrodczego samicy 
jest pozau strój owa produkcja zarodków. Jest to metoda kompleksowa obej
mująca dojrzewanie oocytów in vitro, zapłodnienie in vitro oraz kilkudniową 
hodowlę in vitro zarodków do stadium błastocysty. Intensywne badania, pro
wadzone w okresie ostatnich kilkunastu lat w wielu ośrodkach naukowych, 
w tym również w Instytucie Zootechniki, doprowadziły do znacznego opano
wania metody. Opracowanie wydajnej technologii produkcji zarodków meto
dami laboratoryjnymi zwiększa wykorzystanie potencjału rozrodczego samicy, 
otwierając równocześnie szereg możliwości praktycznych. Jednym z głównych 
zastosowań zarodków uzyskanych za pomocą metod in vitro jest ich wyko
rzystanie na potrzeby przenoszenia zarodków, co stanowić może ro2wvaązanie
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alternatywne dla superowulacji. Metoda może zatem służyć do lepszego wy
korzystania potenejału rozrodczego samic wartościowych z genetycznego pun
ktu widzenia, a także dostarczać zarodków do produkcji towarowej, w tym 
również dla U2^skiwania ciąży bliźniaczych.

Następną rysującą się możliwością zastosowania metody jest produkcja 
zarodków o ściśle określonym stadium rozwoju w celu mikroiniekcji egzogen
nego DNA dla uzyskania transgenicznego potomstwa.

Wyprodukowane in vitro zarodki, a także dojrzewające in vitro oocyty znaj
dują już coraz szersze zastosowanie w pracach z zakresu klonowania zarod
ków metodą transplantacji jąder komórek zarodkowych do enukleowanych 
oocytów.

Ponadto, metoda może znaleźć zastosowanie w ocenie biologicznej wartości 
gamet męskich, tj. w ocenie kariotypu samca oraz w ocenie zdolności zapład- 
niającej nasienia przy użyciu testu penetracji pozbawionych osłonki przejrzy
stej jaj chomic2ych.

Inna możliwość wykorzystania metody to przydatność w praktyce klinicznej 
przy niektórych zaburzeniach płodności związanych z niedrożnością jajowo
dów lub stanami zapalnymi macicy.

Zwiększenie wydajności rozrodczej samicy (praktycznie odnosi się ono 
głównie do bydła), pozwala na przyspieszenie postępu hodowlanego dzięki 
lepszemu wykorzystaniu jej potencjału genetycznego. Potencjał ten zdeter
minowany zostaje jeszcze przed urodzeniem osobnika, w czasie życia płodo
wego. W tym czasie następuje bowiem zapoczątkowanie procesów oogenezy 
i follikulogenezy.

Oogeneza zapoc2^tkowana zostaje, jak już wcześniej wspomniano, w okresie 
ro2woju płodowego i trwa przez całe życie dojrzałe, do czasu ustania czynności 
jajnika. Najistotniejszą rolę odgrywa tu proces mejozy, będący w pewnym sen
sie przeciwieństwem zapłodnienia, gdyż zmniejsza on o połowę łiczbę chromo
somów, podczas gdy zapłodnienie przywraca ich diploidalny zespół. Mejotyczny 
podział komórkowy zachodzi w kilku etapach, których granice są ustalone 
raczej umownie, ponieważ cały proces ma charakter dynamiczny i przebiega 
z niewidoma zahamowaniami prowadząc do powstania dojrzałej komórki ja
jowej. Wyjątek stanowi tu profaza pierwszego podziału mejotycznego; jest ona 
znacznie rozciągnięta w czasie, wysoce wyspecjalizowana i, u osobników żeń
skich, na pewien czas zahamowana. U bydła na przykład pierwsze stadia 
profazy mejotycznej, tj. leptoten i zygoten zachodzą jeszcze przed utworzeniem 
pierwotnych pęcherzyków jajnikowych, czyli między 2. a 3. miesiącem życia 
płodowego. Powstawanie pęcher2yków pierwotnych obserwuje się w momencie, 
gdy oocyt wchodzi w stadium pachytenu, podczas którego profaza pierwszego 
podziału mejotycznego zostaje zahamowana, aż do chwili rozpoczęcia wzrostu 
pęcherzyka. Wzrost części pęcherzyków pierwotnych następuje podczas życia 
płodowego, tak że pęcherzyki rosnące i antralne można obserwować już w 8- 
miesięcznych jajnikach płodowych bydła (17). Przed urodzeniem cielęcia oogo- 
nia przekształcają się w oocyty, a wszystkie oocyty osiągają przynajmniej pa- 
chyten i są otoczone przez nabłonek pęcherzykowy tworzący pęcherzyk pier-
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wotny. Natomiast oocyty w pęcherzykach rosnących i antralnych osiągają sta
dium diktiotenu. Dalsze dojrzewanie oocytu, wiążące się z progresją jądra oocy- 
tu od stadium diktiotenu I podziału mejotycznego do metafazy II podziału 
mejotycznego, następuje in vivo po przedowulacyjnym wyrzucie LH, ale tylko 
w pęcherzykach osiągających odpowiednią wielkość. Do tego momentu mejoza 
zostaje zablokowana, niekiedy na wiele lat.

Jajnik jest strukturą dynamiczną, w której zachodzi ciągła przemiana pę
cherzyków pierwotnych w rosnące. U większości gatunków pierwsze rosnące 
pęcherzyki pojawiają się w jajniku w ciągu kilku dni po urodzeniu, chociaż 
u bydła i naczelnych można je wykryć przed urodzeniem osobnika. Kulminacja 
wzrostu pęcherzyków następuje jednak dopiero po osiągnięciu dojrzałości, wraz 
z ustanowieniem właściwej równowagi hormonalnej i cykli płciowych.

Najwcześniejsze stadium w rozwoju pęcher;^ka stanowi pęcherzyk pierwot
ny. Zawiera on oocyt otoczony jedną warstwą komórek nabłonkowych. Pier
wsza fala wzrostu pęcherzyków, następująca zwykle wkrótce po urodzeniu, 
jest skorelowana ze wzrostem oocytu. Wzrost pęcherzyków pierwotnych pro
wadzi do utworzenia pęcherzyków rosnących. Ten termin odnosi się do pę
cherzyka aż do momentu utworzenia antrum — jamy pęcherzyka. Wzrost pę
cherzyka wiąże się ze wzrostem liczby komórek pęcherzykowych namnażają- 
cych się w drodze mitozy, wskutek czego warstwa ziarnista staje się dwu-, 
trzy- i wreszcie czterowarstwowa. Kolejnym stadium w rozwoju pęcherzyka 
jest pęcherzyk antralny. Pęcherzyki te dzieli się również na grupy w zależności 
od wielkości (małe, średnie i duże). Spełniają one 2 główne funkcje jajnika; 
hormonalną i rozrodczą. Podczas gdy u gryzoni oocyt osiąga pełną wielkość 
przed utworzeniem antrum, u świni i bydła we wczesnoantralnych pęcherzy
kach stwierdza się oocyty rosnące (29). Antrum pęcherzykowe jest w pełni 
zróżnicowane w pęcherzykach o średnicy 0,4-0,8 mm u bydła i świń, a 0,11- 
0,20 mm u owiec, natomiast oocyt w takim pęcherzyku osiąga średnicę (bez 
osłonki przejrzystej) około 100 i 110 ąm odpowiednio u świń i bydła (1,29). 
Podsumowując, w czasie follikulogenezy zachodzą 3 istotne fazy: 1) bardzo 
wolny wzrost oocytu, w rezultacie którego osiąga on prawie maksimum wiel
kości, 2) tworzenie antrum — jamy pęcherzyka, 3) szybszy wzrost pęcherzyka.

W badaniach populacji pęcherzyków jajnikowych prowadzonych u dojrzałych 
płciowo owiec wykazano, że potrzeba około 6 miesięcy, aby pęcherzyk jajnikowy 
przeszedł przez fazę wzrostu, co świadczy o wolnej follikulogenezie u tego ga
tunku (1). Szczególnie wolno przebiega proces wzrostu pęcherzyków przed utwo
rzeniem antrum (około 130 dni), po czym pęcherzyki wchodz^ą w fazę szybszego 
wzrostu (około 45 dni). Tak zatem pęcherzyki, które owulują w sezonie rozrod
czym muszą rozpocząć swój wzrost w C2^asie anestrus, 6 miesięcy wcześniej.

Obserwacje tempa wzrostu średniej wielkości pęcherzyków antralnych do 
pęcherzyków dużych, prowadzone na jajnikach bydlęcych pozwoliły na stwier
dzenie, że tempo to jest bardziej gwałtowne przy końcu cyklu niż na jego 
początku, a 5-dniowy okres jest wystarczający na zastąpienie dużych pęche
rzyków przez średniej wielkości (27). W ultrasonograficznych obserwacjach 
jajników bydlęcych w czasie cyklu ruj owego, przed osiągnięciem dojrzałości
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płciowej, czy podczas poporodowego anestrus wykazano, że wzrost pęcherzy
ków przedowulacyjnych występuje falami. Fale wzrostu pęcherzyków wystę
pują również u owiec i mają charakter ciągły (7).

Pierwotne komórki płciowe w jajniku mają ograniczony czas życia i ulegają 
ograniczonej liczbie podziałów mitotycznych. W W5miku tego u osobników żeń
skich wcześnie ustala się górna granica liczebności populacji komórek płcio
wych. Wraz z znikaniem oogoniów granica ta — w miarę starzenia się osob
nika — zaczyna się szybko obniżać na skutek atrezji, np. u płodu ludzkiego 
liczba komórek płciowych wynosząca około 7 milionów w piątym miesiącu 
ciąży maleje do dwóch milionów w momencie narodzin, z czego połowę sta
nowią komórki zdegenerowane. Do siódmego roku życia w jajniku pozostaje 
około 300 tys. komórek płciowych. Konsekwentnie dokonuje się stopniowy 
spadek całkowitej liczby tych komórek tak dalece, że w okresie menopauzy 
trudno znaleźć w jajniku rozrodcze elementy płciowe. Podobną sytuację ob
serwuje się u innych ssaków, na przykład z 3,5 miliona komórek płciowych 
w jajniku małpy pozostaje w momencie narodzin około 1 miliona, a w jajniku 
szczura ze 150 tys. pozostaje około 100 tys. komórek płciowych. Spadek ten 
jest w głównej mierze wynikiem eliminacji dużej liczby komórek przez proces 
atrezji. Z szacunkowych obliczeń wynika, że ponad 99% pęcherzyków w jajniku 
ludzkim, a około 77% u myszy ulega eliminacji w wyniku atrezji (14). Czynniki 
odpowiedzialne za tak szerokie rozmiary procesu atrezji nie są znane, prawdo
podobnie w czasie życia płodowego pewien wpływ mogą mieć błędy genetyczne 
i zaburzenia metabolizmu. Po urodzeniu osobnika atrezja w dalszym ciągu 
zmniejsza populację oocytów w jajnikach ssaków. Liczebność tej populacji 
gwałtownie spada w okresie poprzedzającym dojrzewanie i później, w wolniej
szym tempie, przez całe życie dojrzałe. Pęcherzyki jajnikowe mogą ulegać atrezji 
w każdym stadium rozwoju. Pęcherzyk wchodzący do puli pęcherzyków ros
nących owuluje lub ulega atrezji. Degenerują również pęcherzyki w puli pę
cherzyków nierosnących. Dokładne określenie potencjału rozrodczego, a zatem 
liczb pęcherzyków jajnikowych poszczególnych stadiów rozwoju, jest zadaniem 
trudnym i z reguły opiera się na obliczeniach teoretycznych, ze względu na 
konieczność oceny seryjnych skrawków histologicznych całego jajnika i sto
sunkowo małe rozmiary pęcherzyków pierwotnych. Znacznie prostsza jest oce
na liczby pęcherzyków antrałnych widocznych na powierzchni jajnika. Na pod
stawie liczby tych pęcher2yków oraz jakości morfologicznej zawartych w nich 
oocytów można pośrednio wnioskować o możliwościach gametotwórczych jaj
nika ssaka. Stosunkowo najwięcej danych zgromadzono na temat potencjału 
rozrodczego bydła i owiec, dlatego te dwa gatunki zostaną szerzej omówione.

1. Bydło

Jajnik bydlęcy zawiera średnio około 130 tys. pęcherzyków pierwotnych. 
Liczba ta pozostaje na względnie stałym poziomie do czwartego roku życia, 
po czym zdecydowanie maleje (9). Liczba pęcherzyków rosnących (o średni
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cy>70 |im) może się wahać od 53 do 881 (28). Tylko 0,05% tych pęcherzyków 
osiąga stadium przedowulacyjne.

W przeprowadzonych własnych badaniach (16) nad możliwościami game- 
totwórczymi jajników bydlęcych w aspekcie wieku bydła porównano 3 grupy 
wiekowe zwierząt, tj. jałówki w wieku 18-24 miesięcy, krowy w wieku 3-8 lat 
i krowy w wieku 9-17 lat. Należy jednak nadmienić, że analiza dotyczyła tyłko 
pęcherzyków antrałnych, które podzielono na 3 grupy wielkości: 2-6 mm, 7- 
20 mm i powyżej 21 mm. Szczególną uwagę zwrócono na pęcher^ki o średnicy 
2-6 mm ze względu na przydatność uzyskiwanych z nich oocytów do hodowli 
in vitro. Ocenie poddawano nie tylko liczbę pęcherzyków poszczególnych klas 
wielkości, lecz również liczbę i jakość morfologiczną uzyskiwanych z nich oo
cytów. Podsumowując wyniki tych doświadczeń można wyciągnąć następujące 
wnioski: 1) średnia liczba pęcherzyków jajnikowych o średnicy 2-6 mm wynosi 
około 23 na sztukę; 2) liczba pęcherzyków jajnikowych, a także prawidłowych 
morfologicznie oocytów utrzymuje się na podobnym poziomie u jałówek i krów 
w wieku 3-8 lat, natomiast u krów w wieku powyżej 9 lat obserwuje się 
niewielką tendencję spadkową; 3) nie stwierdza się zależności między liczbą 
pęchen^yków jajnikowych a jakością uzyskiwanych oocytów (16).

Te spostrzeżenia potwierdzają w zasadzie wcześniejsze obserwacje Erickso- 
na (9), który wykazał, że liczba pęcherzyków antrałnych u bydła w wieku od 
8 miesięcy do 10-14 lat utrzymuje się na zbliżonym poziomie, a wyraźną 
redukcję populacji obserwował dopiero u zwierząt 15-łetnich. Przy wyrówna
nej liczebności 2-6 mm pęcherzyków jajnikowych i liczbie uzyskiwanych oocy
tów, w grupach wiekowych bydła stwierdziliśmy (16) występowanie znacznych 
różnic ind}rwidualnych. Zjawisko to obserwowali również inni autorzy (16). 
Można przypuszczać, że konsekwencją tego zjawiska są zróżnicowane wyniki 
superowulacji u bydła.

Uzyskiwanie pr2^ydatnych do hodowli oocytów, także od zwierząt starszych, 
stwarza możliwość wykorzystania tych samic jako źródła oocytów, a w kon
sekwencji zarodków, co może mieć szczegółne znaczenie w odniesieniu do 
krów o wysokiej i sprawdzonej wartości. Efekt3rwność takiego postępowania 
byłaby jednakże niewielka przy jednokrotnym wykorzystaniu potencjalnych 
dawców, co może mieć miejsce w przypadku uboju. Rozwiązaniem umożli
wiającym uzyskiwanie znacznej liczby ooc3dów od bydła wartościowego pod 
względem genetycznym jest wielokrotne, przeżyciowe pobieranie oocytów. Pier
wsze próby przyżyciowego pozyskiwania oocytów przeprowadzane były przy 
użyciu laparoskopii. Technika ta ma jednak ograniczoną powtarzalność na 
skutek tworzenia się blizn i zrostów w miejscu operacji. Inną metodą, lecz 
posiadającą podobne jak laparoskopia ograniczenia, jest aspiracja oocytów 
z pęcherzyków jajnikowych pod kontrolą USG dokonywana przez powłoki cia
ła (2). W ostatnich łatach opracowywana jest metoda aspiracji pęcherzyków 
pod kontrolą USG przy zastosowaniu dopochwowej sondy sprzężonej z igłą 
(23,32,33). Opanowanie transwaginałnej techniki aspiracji pozwala na uzy
skanie ponad 50% oocytów w stosunku do liczby aspirowanych pęcherzyków 
(24). Ostatnie obserwacje Kruipa i Boniego (24) wskazują na możliwość po
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wtarzania zabiegu aspiracji dwukrotnie w ciągu jednego tygodnia, przez okres 
kilku miesięcy. W efekcie takiego postępowania możliwe jest uzyskanie od 
jałówki około 13 przydatnych do hodowli oocytów/dawczynię/tydzień — co 
w przeliczeniu na zarodki produkowane in vitro prowadzi do uzyskania od 
80 do 100 zarodków, a w konsekwencji 40 cieląt/dawczynię/rok (6,24). Wspo
mnieć również należy, że przy zastosowaniu transwaginalnej techniki pobie
rania oocytów nie obserwowano żadnych problemów zdrowotnych czy uszko
dzeń dróg rodnych dawczyń, co pozwala na długotrwałe stosowanie metody 
u wartościowych genetycznie zwierząt. Technika ta może być również stoso
wana u samic we wczesnej ciąży (24).

2. Owce

Jajnik dojrzałej płciowo owcy zawiera od 12 tys. do 86 tys. pęcherzyków 
pierwotnych, od 100 do 400 pęcherzyków rosnących oraz od 10 do 40 pę
cherzyków antralnych widocznych na powierzchni jajnika (1). Należy jednak 
wspomnieć, że nie wszystkie pęcherzyki zawierają oocyty o prawidłowym wy
glądzie morfologicznym, czyli nie wszystkie są potencjalnym źródłem oocytów, 
a w konsekwencji zarodków. Stwierdzono bowiem (7), że duża część populacji 
jest objęta atrezją, której występowanie wyraźnie wiąże się z długością dnia 
świetlnego, ponieważ po okresie długiego dnia obserwowano znaczną redukcję 
w występowaniu atrezji. Ponadto, atrezja w znacznie większym stopniu redu
kuje liczbę dużych pęcherzyków antralnych niż pęcherzyków małych.

Badania nad pozaustrojowym uzyskiwaniem zarodków są najszerzej pro
wadzone u bydła. Badania te prowadzone są również od szeregu lat w Insty
tucie Zootechniki. Efektem tych doświadczeń było urodzenie się w 1990 r. 
(18) pierwszego w kraju cielęcia — buhajka (fot. 1). Obecnie możliwe jest uzy
skanie ponad 90% dojrzałych in vitro oocytów, z których ponad 80% ulega 
zapłodnieniu, ponad 70% podejmuje rozwój zarodkowy, a około 40% uzyska
nych zarodków ro2wdja się do stadium blastocysty, co w przeliczeniu na liczbę 
oocytów użytych do zapłodnienia prowadzi do uzyskania od 30 do 40% bla
stocyst (19,20,21). Mimo licznych doświadczeń, obserwuje się znaczne różnice 
w wynikach osiąganych nie tylko przez poszczególne zespoły badawcze, lecz 
nawet międ2y kolejnymi próbami. Jedną z przyczyn jest znaczna różnica w po
datności nasienia na kapacytację in vitro, obserwowana nie tylko między po
szczególnymi osobnikami, lecz nawet między ejakulatami tego samego buhaja 
(21,36). Narzuca to konieczność selekcji buhajów, a nawet ejakulatów, prze
znaczanych do zapłodnienia pozaustrojowego. Tym samym eliminuje się z roz
rodu wiele reproduktorów. Obecnie rysuje się możliwość przezwyciężerria, 
przynajmniej w pewnym stopniu, tych ograniczeń poprzez odpowiednie przy
gotowanie nasienia przeznaczanego do zapłodnienia pozaustrojowego. Z ostat
nio przeprowadzonych przez nas badań (22) wynika bowiem, że usunięcie 
osocza z ejakulatu bezpośrednio po pobraniu i przed jego zamrożeniem, a za
tem eliminacja czynników dekapacytujących z nasienia, wpływa korzystnie
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Fot. 1. Opis w tekście (fot. A. Turczański)

na jego zdolność zapładniającą, co w konsekwencji prowadzi do uzyskania 
większej liczby blastocyst niż przy użyciu nasienia standardowo zamrażanego 
(22). Również różnice w procedurach stosowanych w poszczególnych etapach 
metody pozaustrojowego uzyskiwania zarodków rzutują na jej końcową efe
ktywność. Mimo wspomnianych ograniczeń, metoda pozau strój owej produkcji 
zarodków bydlęcych stosowana jest już na znaczną skalę w celach komer
cyjnych (6). Osiągana wydajność metody (w przeliczeniu na dawczynię/rok) 
jest wyższa niż przy użyciu superowulacji, a koszt wyprodukowania zarodka 
in vitro jest zdecydowanie niższy.

Stosowane obecnie metody pozaustrojowego uzyskiwania zarodków owczych 
pozwalają, podobnie jak u bydła, na uzyskanie ponad 80% zapłodnionych oo- 
cytów i ponad 70% dzielących się zarodków, a po przeniesieniu do dróg rodnych 
zsynchronizowtmych biorczyń około 50% zakoceń (3). Zygoty owcze hodowane 
in vitro rozwijają się do stadium blastocysty w stopniu porównywalnym czy 
nawet wyższym niż w warunkach in vivo. Jednakże stosowane dotychczas me
tody hodowli in vitro prowadzą do powstania szeregu anomalii rozwojowych, 
które obejmują fragmentację cytoplazmy, zbyt wczesne powstawanie jamy bla
stocysty oraz znacznie zredukowaną liczbę komórek blastocysty (37).
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Zastosowanie metod pozaustrojowego uzyskiwania zarodków u kóz, podob
nie jak u owiec, pozwala na uzyskanie ok. 60% zapłodnionych oocytów (4). 
Badania te są stosunkowo nieliczne co nie pozwala na pełniejszą ocenę mo
żliwości stosowania tej metody u tego gatunku.

Prace nad pozaustroj ową produkcją zarodków u świń doprowadziły do opa
nowania dwóch etapów metody, a mianowicie dojrzewania oocytów oraz ho
dowli in vitro zarodków. Możliwe jest bowiem uzyskanie ok. 70% morul i bla
stocyst z rozwijających się in vitro zygot (35). Nie opanowano natomiast 
w zadowalający sposób zapłodnienia pozaustrojowego, głównie z powodu nie
dostatecznie opracowanych metod kapacytacji nasienia. Nie rozwiązanym pro
blemem, przy zapłodnieniu pozaustrojowym u tego gatunku, jest częstotliwość 
występowania polispermii (34).

Obecnie stosowane metody pozaustrojowego uzyskiwania zarodków klaczy 
pozwalają na zapłodnienie oocytów dojrzałych in vivo na poziomie 20-30% 
(31). Użycie oocytów dojrzewających in vitro prowadzi do zapłodnienia tylko 
w nielicznych przypadkach (5). Opanowania wymagają zatem zarówno metody 
dojrzewania oocytów jak i kapacytacji nasienia, a także hodowli wczesnych 
zarodków.

Podsumowując, mimo osiągniętego postępu w rozwoju technik pozaustro
jowego uzyskiwania zarodków zwierząt gospodarskich, a szczególnie bydła 
i owiec, a także wydajności pozwalającej już na praktyczne stosowanie metody 
u tych dwóch gatunków, doskonalenie opracowanych technik i zwiększenie 
efektywności poszczególnych etapów metody wymaga dalszych badań.

Zarówno superowulacja jak i pozaustroj owa produkcja zarodków istotnie 
zwiększają możliwości wykorzystania potencjału rozrodczego bydła, a zasto
sowane w praktyce prowadzą do przyspieszenia postępu hodowlanego. Opi
sane metody pozwalają na wykorzystanie zaledwie nieznacznego odsetka ga
met produkowanych przez jajnik.

Jajnik bydlęcy, jak to już omawiano, podobnie jak innych ssaków, zawiera 
tysiące czy setki tysięcy pęcherzyków w różnych stadiach rozwoju. Ogromna 
większość (>99%) tych pęcherzyków ginie, podobnie jak u innych gatunków, 
w wyniku atrezji w różnych stadiach rozwoju in vivo, a tylko 0,05% pęche
rzyków dojrzewa do owulacji (25,26). Możliwość uratowania pęcherzyków 
przed degradacją jaką niesie proces atrezji poprzez uzyskiwanie bardzo wczes
nych stadiów rozwojowych i hodowlę in vitro otworzyłaby wprost nieograni
czone źródło gamet żeńskich. Tym samym zostałaby przełamana bariera ni
skiej płodności samic jednorodnych, a potencjał gametotwórczy jajnika byłby 
maksymalnie wykorzystany. W tym kierunku zmierza się w prowadzonych 
najnowszych badaniach biotechnologicznych, polegających na opanowaniu 
metod uzyskiwania i hodowli pęcherzyków przedantralnych. Obecnie najbar
dziej zaawansowane są badania u myszy, co wynika stąd, że przedantralne 
pęcherzyki mysie stanowią doskonały model badawczy — stosunkowo łatwo 
dają się wyizolować z jajnika, nie wymagają zbyt długiego okresu hodowli, 
w warunkach in vitro mogą rosnąć, osiągać pełny potencjał rozwojowy, a na
wet owulować (8,13).
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Opracowanie metod hodowli pęcherzyków in vitro od stadium pęcherzyka 
pierwotnego do stadium pęeherzyka antralnego w pełni rozwiniętego wymaga 
rozwiązania wielu zagadnień. Jednym z pierwszyeh, a zarazem bardzo istot
nym, jest opanowanie metod izolacji pęcherzyków. W przeciwieństwie do gry
zoni, izolaeja pęcherzyków z jajników bydlęcych nastręcza spore trudności, 
głównie ze względu na włóknistą strukturę jajnika. Podejmowane są też próby 
uzyskiwania pęeherzyków poprzez homogenizaeję jajnika lub za pomocą me
tody enzymatycznej (10,30). Może to jednak prowadzić do uszkodzenia deli
katnej struktury pęcherzyka, a także do mechanieznego zniszczenia większych 
pęcherzyków rosnącyeh. Gosden i współ. (13) uważają, że najbardziej przy
datnym sposobem izolaeji pęeherzyków przedantralnych z jajników zwierząt 
gospodarskieh byłoby sporządzanie cienkich skrawków warstwy korowej, 
z których pęcherzyki byłyby izolowane meehanicznie, pod kontrolą mikrosko
pu stereoskopowego. Ten sposób uzyskiwania byłby najdogodniejszy w przy
padku użycia jajników o delikatniejszej strukturze, a zatem płodów i eieląt. 
Dotyehezasowe próby izolaeji pęcherzyków przedantralnyeh o sredniey >70 ąm 
wykazały możliwość uzyskania 2142 ± 254; 512 ± 92 i 298 ± 54 pęcherzyków 
odpowiednio z jajników płodu, jałówki i krowy (10).

Kolejnym istotnym problemem jest określenie warunków hodowli pęehe
rzyków przedantralnyeh. Pamiętać przy tym należy o znaeznym zróżnieowaniu 
komórek pęeherzyka, jak również niedostatecznej, jak dotychezas, znajomości 
wymagań odżywczych wczesnych stadiów rozwojowych pęcherzyka i oocytu. 
Nie wyjaśniono również czy w przypadku bydła bardziej przydatne do hodowli 
in vitro są całe pęcherzyki przedantrałne, otoezone komórkami osłonki-theca 
(najbardziej przydatne do hodowli w przypadku hodowli pęeherzyków przed
antralnych z jajnika myszy) czy też tylko kompleksy oocyt-t- komórki wzgórka 
jajonośnego. Osłonka pęcherzyka bydlęcego-theca jest znaeznie grubsza niż 
u gryzoni, eo może hamować penetrację tlenu i związków odżywezych do 
pęeherzyka, a tym samym prowadzić do zmian nekrotycznych, jak to ma 
miejsce w przypadku hodowli pęcherzyków przedantralnych świni (Telfer, 
1994 — informacja ustna). Ponadto, pełny rozwój pęcherzyka od momentu 
zapoczątkowania wzrostu do osiągnięcia stadium przedowulacyjnego, trwający 
u myszy 21 dni, u zwierząt większych jest znacznie dłuższy i może trwać 
nawet kilka miesięcy, pr2^ czym najwolniej przebiega wzrost wezesnyeh sta
diów rozwojowych. Tempo wzrostu pęeherzyka i czas trwania poszczególnych 
stadiów rozwoju są również bardzo istotnymi ezynnikami, które muszą być 
brane pod uwagę przy poszukiwaniu odpowiednich warunków hodowli.

Badania nad uzyskiwaniem i hodowlą pęcherzyków przedantralnyeh 
u bydła zapoczątkowane zostały w 1991 r., a ieh wyniki ograniezają się do 
kilku publikaeji (10,11,12,15,30) dotyezących głównie sposobów U2^yskiwania 
i wstępnych prób kilkudniowej hodowli. Ostatnio jednak coraz więcej zespołów 
podejmuje tę tematykę badawczą. Można zatem oczekiwać, że już w niedale
kiej pr2syszłośei będziemy świadkami znaezącego postępu w rozwoju metod 
uzyskiwania i dojrzewania in vitro oocytów bydlęcyeh pochodząeych z pęehe
rzyków przedantralnych.
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Methods for obtaining in vitro oocytes and embryos in mammals 
— possibilities and limitations

Summary

The authors discuss methods through which the reproductive potential in cattle may be 
increased. Two procedures for mass production of embryos to be used in cattle breeding schemes 
are now available, namely superovulation and embryo transfer, and more recently in vitro embryo 
production. Hormonal treatment for multiple ovulation, nonsurgical embryo collection and em
bryo transfer are widespread techniques to obtain more offspring from genetically superior cattle 
(MOET program). However, the costs can be high and the yield of embryos is unpredictable.
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