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Summary

Technology of bovine in vitro embryo production (IVP) had developed dur-
ing the last few years to the level which allows its practical applications. Re-
cently, IVP technology has been commercially used in several countries to in-
crease the number of calves originating from donors of high genetic value.
Combined with ovum pick-up technique (OPU), IVP technology serves as en al-
ternative or integral method in breeding program MOET. The technology of IVP
includes three developmental steps, i.e. oocyte in vitro maturation, in vitro fertil-
ization and embryo culture. This review will focus on immature bovine oocyte
recovery and selection, in vitro maturation, sperm processing, embryo culture
to hatched blastocysts stage and factors affecting IVF efficiency. Moreover, re-
cently developed investigations (IVP using calf oocytes and oocytes originating
from small ovarian follicles) aiming to increase the effectiveness of IVP technol-
ogy are discussed as well.
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Dotychczas opracowano metody uzyskiwania in vitro zarod-
kéw u ponad 20 gatunkéw ssakéw, uzyskujagc potomstwo zwie-
rzat laboratoryjnych i gospodarskich, a takze dziko zyjacych,
w tym gatunkoéw ginacych i zagrozonych. Mimo niewatpliwego



Pozaiistrojowe uzyskiwanie zarodkéw bydlecych - technologia i zastosowanie praktyczne

postepu, najbardziej widocznego w przypadku zaptodnienia in vitro oocytow ludz-
kich, a potwierdzonego urodzeniem sie juz ponad miliona dzieci, efektywnos¢ me-
tody, w przypadku zwierzat gospodarskich, nie jest jeszcze w petni zadowalajgca.

Badania nad uzyskiwaniem zarodkow in vitro w odniesieniu do zwierzat gospo-
darskich sg najbardziej zaawansowane u bydta, co jest zrozumiate ze wzgledu na
znaczenie uzytkowe tych zwierzat, juz w 1982 r. uzyskano pierwsze ciele po trans-
plantacji zarodka z zaptodnienia in vitro (1), poddajgc zaptodnieniu oocyty dojrze-
wajace in vivo. Pierwsze cieleta, pochodzace z zarodkéw wyprodukowanych przy
uzyciu kompleksowej metody in vitro urodzity sie w 1988 r. w Irlandii (2), a w Polsce
w 1990 r. (3). Technologia pozaustrojowej produkcji zarodkéw bydlecych (IVP),
opracowana w ciggu ostatnich kilkunastu lat w stopniu pozwalajagcym na jej prak-
tyczne stosowanie, jest obecnie z powodzeniem wykorzystywana w wielu krajach
dla zwiekszenia liczby potomstwa dawczyn cennych pod wzgledem genetycznym.
W potaczeniu z technikg przyzyciowego pobierania oocytéw (OPU), technologia 1VP
stuzy jako alternatywna lub integralna metoda programéw hodowlanych MOET
(Multiple Ovulation and Embryo Transfer).

Technologia IVP obejmuje trzy biologiczne etapy: uzyskiwanie i dojrzewanie in
vitro oocytow, zaptodnienie in vitro oraz hodowle zarodkdw.

1. Uzyskiwanie, ocena jakosSciowa i dojrzewanie in vitro oocytéw
bydlecych

Oocyty przeznaczane do dojrzewania in vitro pobierane sg poubojowo lub przy-
zyciowo. Poubojowe pobieranie oocytow z pecherzykéw antralnych (o $rednicy
> 2 mm) moze hy¢ wykonane poprzez: 1) aspiracje zawartosci pecherzyka za po-
mocg strzykawki zaopatrzonej w igle; 2) izolacje pecherzykdéw poprzez wyciecie
z kory jajnika przy uzyciu nozyczek, a nastepnie rozrywanie pecherzykow w pozyw-
ce, pod kontrolg mikroskopu stereoskopowego lub 3) nacinanie powierzchni jajnika
po uprzednim umieszczeniu w ptynie do manipulacji.

Prezentowane metody roznia sie wydajnoscig odzysku oocytow. Aspiracja ptynu
pecherzykowego wraz z zawartym w pecherzyku oocytem jest stosunkowo prostym
sposobem pobierania, pozwalajacym na uzyskanie od 30 do 60% oocytéw w stosun-
ku do liczby uzytych do aspiracji pecherzykéw (4,5), Ta metoda uzysku moze by¢
stosowana zaréwno poubojowo jak i przyzyciowo, pod kontrolg USC (6,7). Efektyw-
no$¢ pobierania oocytow z pecherzykdéw mozna zwiekszy¢ stosujac metode rozry-
wania izolowanych pecherzykéw pod kontrolg mikroskopu stereoskopowego (4,5).
Tq metoda mozna uzyskac praktycznie wszystkie oocyty zawarte w izolowanych pe-
cherzykach. Jednakze duza pracochtonnos¢ omawianej metody ogranicza jej przy-
datnos¢. W przypadku cennego materiatu genetycznego lub tez dysponowania nie-
wielkg liczbg jajnikow, ten sposob izolacji pecherzykow wraz z ich rozrywaniem jest
szczegolnie zalecany. Trzecia metoda uzyskiwania oocytow, polegajgca na nacina-
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niu powierzchni jajnika, pozwala uzyska¢ okoto dwukrotnie wiecej oocytow niz
przez aspiracje. Mankamentem tej metody jest, ze uzyskane tym sposobem oocyty
pochodza z pecherzykdéw roznej wielkosci, a zatem réwniez z bardzo matych peche-
rzykéw antralnych o ograniczonych mozliwosciach rozwojowych. Dlatego koniecz-
na jest dodatkowa staranna selekcja eliminujaca oocyty, ktdre nie osiggnety wyma-
ganej wielkosci.

Obecnie, coraz powszechniej stosuje sie przyzyciowg metode uzyskiwania nie-
dojrzatych oocytdéw, pozwalajacg na wielokrotne ich pobieranie z jajnika tej samej
dawczyni. Technika ta, okreslana jako OPU (ovum pick-up) polega na aspiracji oocy-
téw z pecherzykow jajnikowych pod kontrolg USG, z zastosowaniem dopochwowej
sondy sprzezonej z igla. Technika transwaginalnej aspiracji pozwala na uzyskanie
okoto 50% oocytéw w stosunku do liczby aspirowanych pecherzykéw (6,7). Zabieg
ten mozna powtarza¢ dwukrotnie w ciggu jednego tygodnia, przez okres nawet Kkil-
ku miesiecy. W rezultacie mozna uzyska¢ od jatéwki w ciagu jednego tygodnia na-
wet 13 przydatnych do hodowli oocytéw (6).

Pobrane oocyty poddaje sie starannej selekcji. Kryteriami oceny morfologicznej
niedojrzatego oocytu sg obecnos¢ i stan komérek wzgorka jajonosnego oraz wyglad
cytoplazmy (4,5). Niedojrzaty oocyt, okreslany jako morfologicznie prawidtowy, po-
winien byé otoczony spoistg warstwa komdrek wzgorka jajonosnego i posiadac cy-
toplazme jednolicie granulowang, bez zmian morfologicznych (fot. 1). Natomiast
oocyty z oznakami degeneracji cytoplazmy, ze zmianami w komérkach wzgorka ja-
jonosnego, jak rozproszenie, grudkowatos¢, zmniejszenie liczby warstw czy tez
catkowity ich brak, $wiadczg o zaawansowanej atrezji i nie nadajg sie do hodowli in
vitro (fot. 2).

Odmienne sg kryteria oceny dojrzatych oocytéw (fot. 3). Wskaznikiem dojrza-
fosci oocytu jest obecnos¢ w przestrzeni okotozdéttkowej | ciatka kierunkowego,
jednakze jego obecno$¢ mozna stwierdzi¢ dopiero po usunieciu komorek ziarni-
stych (fot. 4).

W odpowiednich warunkach hodowli wigkszo$¢ oocytéw podejmuje mejoze
(3,4) i okoto 90% z nich osiaga stadium metafazy 1l (fot. 5). Warunkiem wystgpienia
dojrzewania in vitro jest stworzenie oocytom $rodowiska zblizonego do warunkéw
in vivo, poprzez dobdr odpowiedniego sktadu pozywki, pH, osmolarnosci, sktadu
mieszanki gazowej, temperatury, czasu, w ktérym przeprowadza sie hodowle
i przestrzegania warunkdw uzyskiwania i selekcji materiatu.

Pozywki stosowane do hodowli oocytéw sg oparte na gotowych ptynach o okres-
lonym skkadzie chemicznym. Najczesciej uzywana jest pozywka TCM 199, zawie-
rajgca zmodyfikowany roztwor soli Earla, wiele aminokwaséw, glutamine i wodoro-
weglan sodu jako czynnik buforujgcy. Pozywke uzupetnia sie cielecg surowicg
ptodowa (FCS) lub surowicg rujowa (ECS). Czesto dodaje sie do pozywki zwigzki
energetyczne takie jak pirogronian sodu i mleczan sodu, oraz antyoksydanty jak np.
kwas askorbinowy (8). Dojrzewanie oocytdw mozna réwniez przeprowadzi¢ w po-
zywce nie zawierajgcej surowicy, ktéra bedzie uzupetniona czynnikami wzrostu
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Fot. 1 Fot. 2 Fot. 3

Fot. 4 Fot. 5

Fot. 1. Niedojrzaty oocyt bydlecy o prawidtowym wygladzie morfologicznym, otoczony $cistg i spo-
istg warstwg komdrek wzgdrka jajonosnego. Strzatka wskazuje jadro oocytu w stadium GV - przejas-
nienie w cytoplazmie oocytu (pow. 200x).

Fot. 2. Niedojrzaly, oocyt bydlecy z wyraznymi zmianami atretycznymi, grudkowato$¢ i czesciowe
rozproszenie komorek wzgorka jajonosnego (pow. 100Xx).

Fot. 3. Oocyt bydlecy po 20 godzinach dojrzewania in vitro, otoczony rozproszong warstwg koma-
rek wzgorka jajonosnego, natomiast komorki wiefica promienistego jeszcze nie ulegly rozproszeniu
(pow. 200x).

Fot. 4. Oocyt bydlecy dojrzaty in vitro z widocznym | ciatkiem kierunkowym wskazanym strzatka;
otaczajagce komdrki wzgérka jajonosnego i korony promienistej zostaty mechanicznie usuniete (pow.
200X).

Fot. 5. Oocyt bydlecy w stadium metafazy Il. Strzatka wskazuje chromosomy ciatka kierunkowego
(pow. 1000X).

(TGF-a, transformujgcy czynnik wzrostu oraz EGF - nabtonkowy czynnik wzrostu)
wywotujacymi ekspansje komorek wzgorka jajono$nego i pozytywnie wptywajacymi
na zdolnosci rozwojowe zarodkéw po zaptodnieniu in vitro (9,10). Dojrzewanie
oocytow prowadzi sie najczesciej w atmosferze 5% COj w powietrzu, przy maksy-
malnej witgotnosci.
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2. Zaptodnienie in vitro

Do pozaustrojowego zaptodnienia (1VF) oocytéw uzywa sie plemnikoéw uprzed-
nio uzdatnionych, tj. kapacytowanych. W warunkach fizjologicznych kapacytacja za-
chodzi w drogach rodnych samicy przygotowujac plemnik do egzocytozy akrosomu
i nabycia zdolnosci zapladniajacych (5,11).

Do zaptodnienia in vitro u bydta najczesciej uzywane jest mrozone nasienie po-
brane od wyselekcjonowanych buhajow. Wstepnym kryterium, jakie powinno hy¢
spetnione, aby nasienie mrozone mogto zosta¢ uzyte do zaptodnienia in vitro, jest
ruchliwo$¢ po rozmrozeniu, wynoszgca powyzej 50% ruchu postepowego. Kryte-
rium to jest koniecznym, lecz nie wystarczajgcym wskaznikiem przydatnosci nasie-
nia; ostatecznym wskaznikiem sg wyniki zaptodnienia pozaustrojowego przy uzyciu
testowanego nasienia.

Bezposrednio po rozmrozeniu nasienia, zawiesine plemnikéw poddaje sie¢ roz-
dziatowi przy uzyciu techniki podptywania (swim-up) lub poprzez wirowanie w gra-
diencie Percoll’'u. Postepowanie to ma na celu eliminacje plemnikéw uszkodzonych
w procesie mrozenia. Nastepnie zawiesing plemnikéw zageszcza sie poprzez wiro-
wanie i okre$la sie ich koncentracje. Zaptodnienie in vitro przeprowadza sie
w matych kroplach pozywki, gdzie umieszcza sie dojrzate in vitro oocyty dodajac ka-
pacytowane plemniki. Optymalna koncentracja plemnikéw powinna byé okreslana
indywidualnie dla kazdego buhaja; najczesciej miesci sie w granicach od | do
1,5 x 10~ /ml pozywki. Wsp6lna inkubacja gamet odbywa sie w temp. 38,5°C, w o-
becnosci 5% CO2 w powietrzu, przy maksymalnej wilgotnosci, w czasie od 20 do 24
godz. Po tym czasie potencjalne zygoty sg oczyszczane z przylegajgcych plemnikow
i umieszczane w hodowli.

0 wyniku zaptodnienia in vitro decyduje wiele czynnikéw, z ktérych za najbar-
dziej istotny uznaje sie wptyw buhaja, a Scistej - zrdznicowang podatno$¢ na kapa-
cytacje jego nasienia. Oznacza to koniecznos¢ selekcji buhajéw, czy nawet ejakula-
téw przeznaczanych do zaptodnienia pozaustrojowego. Z przeprowadzonych przez
nas badan wynika, ze usuniecie osocza z nasienia, a zatem eliminacja czynnikéw de-
kapacytujacych, oddziatuje korzystnie na przebieg kapacytacji in vitro, a w konse-
kwencji prowadzi do wzrostu odsetka dzielacych sie zarodkéw oraz zarodkow
osiggajacych stadium blastocysty (12).

3. Hodowla zarodkow

Hodowla zarodkéw ssakéw wymaga stworzenia warunkow, w ktdrych wystapig
kolejne podziaty mitotyczne (fot. 6-13), prowadzace do utworzenia blastocysty, naj-
bardziej zaawansowanego, przedimplantacyjnego stadium rozwoju (fot. 10-13).
W stadium tym obserwuje sie pierwsze przejawy zréznicowania komdrek zarodka
na dwie odrebne linie komorkowe - wezet zarodkowy i trofobtast (fot. 11-13). Sta-
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dium blastocysty jest istotnym wskaznikiem zdolnosci rozwojowych zarodka, jednak-
ze ostatecznym Kryterium jest jego rozwdj in vivo, po przeniesieniu do drog rod-
nych zsynchronizowanej samicy-biorczyni (5).

Przetomem w hodowli zarodkéw ssakéw in vitro bylo zastosowanie wspotho-
dowli z komérkami somatycznymi (3,5,13). Istotg tej metody byta hipoteza, ze ko-
morki somatyczne w hodowli pierwotnej przejawiajg funkcje podobng do tej, jaka
wykazujg te same komdrki in vivo. Dostarczajg one dzielgcym sie zarodkom potrzeb-
nych metabolitéw i swoistych stymulatoréw wzrostu. Moga tez spetniac role odtru-
wajaca, inaktywujgcg substancje toksyczne, produkty metabolizmu komdrek w ho-
dowli. Takim toksycznym metabolitem, powstajacym jako koricowy produkt meta-
bolizmu aminokwaséw okazat sie jon amonowy, NH4,

Od kilku lat, w przypadku zarodkéw bydlecych najczesciej stosuje sie wspotho-
dowle z dostepnymi w handlu (European Collection of Cell Cultures, Salisbury, GB) li-
niami komorek watroby szczura (BRL), komorek nerki matpy zielonej (VERO) lub oby-
dwoma liniami komorek réwnoczesnie (5,14). Komorki te mozna wielokrotnie pasa-
zowac i zamrazac, bez uszczerbku ich zdolno$ci wspomagania rozwoju zarodkow. Za-
leta uzywania kriokonserwowanych linii komérkowych jest standaryzacja warunkéw
hodowli. Podobne warunki spetnia wspéthodowla z kriokonserwowanymi komérkami
nabtonka jajowodowego, ktérych jednak nie mozna pasazowaé. Komorki BRL syntety-
zujg i wydzielajg LIP (leuceniia inhibitoryfactor, czynnik przeciwbiataczkowy) oraz inne
biologicznie aktywne substancje zwiekszajace zdolnosci rozwojowe zarodkdw.

Zastosowanie wspothodowli zarodkdw z komoérkami somatycznymi zdecydowanie
poprawia ich zdolnosci rozwojowe, jednakze uwaza sie, ze taki system hodowli nie
jest w peini zdefiniowany i uniemozliwia badanie fizjologii zarodka. W celu ominiecia
tej trudnosci opracowano metody hodowli, od stadium zygoty do blastocysty, w samej
pozywce, bez komdrek somatycznych, a nawet bez dodatku surowicy. Wyniki prac
prowadzonych przez firmy biotechnologiczne, oferujgce zarodki uzyskane metodami
in vitro wskazuja jednak, ze jakos¢ zarodkow rozwijajacych sie we wspéthodowli z ko-
moérkami somatycznymi jest zdecydowanie lepsza niz w innych systemach hodowli, co
przektada sie na wigkszg liczbe cielat pozyskanych z tych zarodkéw.

Z badan poréwnawczych nad rozwojem in vitro zygot bydlecych w réznych syste-
mach hodowli wynika, ze pozywka SOP (ang. Syntetic Oviductal Fluid), syntetyczny
ptyn jajowodowy, uzupetniona surowicg lub aminokwasami, moze by¢ z powodze-
niem stosowana w hodowli zygot (15-17). W tej chemicznie zdefiniowanej pozywce
mozna badaé procesy i mechanizmy rozwoju wczesnych zarodkéw, ktére moga by¢
maskowane obecnoscig nieznanych czynnikéw obecnych w surowicy lub czynnikéw
wydzielanych przez komorki somatyczne. Uwaza sie, ze dodatek surowicy do po-
zywki moze powodowaé komdrkowe i molekularne zaburzenia w rozwoju okresla-
ne jako syndrom duzego potomstwa (duza masa urodzeniowa, przedtuzenie okresu
cigzy, wzrost odsetka poronien i $miertelnosci ptodow).

Obecnie opracowano nowa, wielosktadnikowg pozywke zawierajgca zmodyfiko-
wany ptyn TCM 199 (pozbawiony glukozy, Tween-80 i kwasu paraaminobenzoeso-
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wego), czynniki wzrostu, tauryne, selen, apotransferyne, pirogronian i mleczan
sodu (18), ktéra umozliwia rozwdj zarodkéw hydlecych z efektywnoscia poréwny-
walng do rezultatoéw wspdthodowli z komorkami somatycznymi (9).

Hodowle zarodkéw przeprowadza sie w atmosferze 5% CO2 w powietrzu lub
w mieszance gazowej o sktadzie 5% O2 + 5% CO2 + 90% N2. Korzystniejszym warian-
tem dla monokultury zarodkéw bydlecych jest mieszanka gazowa o zredukowanej
zawartosci tlenu.

Fot. 6 Fot. 7 Fot. 8

Fot. 9 Fot. 10 Fot. 11

Fot. 12 Fot. 13
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4. Obecne mozliwosci metody FVP u bydta

Stato sie juz mozliwe uzyskiwanie znacznej liczby wyprodukowanych in vitro za-
rodkoéw, jednakze efektywno$¢ poszczegélnych etapdw metody jest znacznie zr6z-
nicowana. W wyniku hodowli in vitro ponad 90% oocytow osigga dojrzatos¢, a ponad
80"0 ulega zaptodnieniu in vitro. Ponad 70% uzytych do zaptodnienia oocytéw podej-
muje podzialy zarodkowe, jednakze odsetek zaptodnionych oocytdw osiggajacych
w kompletnym systemie in vitro stadium blastocysty nie przekracza na ogét 40%. Ob-
serwuje sie znaczne rozbieznosci wynikdw osiaganych nie tylko przez poszczegélne
zespoty badawcze, lecz nawet pomiedzy poszczegélnymi doswiadczeniami. Wyni-
kajg one, m.in. ze zr6znicowania w podatnosci plemnikéw na kapacytacje in vitro,
ktére stwierdzono nie tylko pomiedzy poszczegélnymi osobnikami, lecz nawet ko-
lejnymi ejakulatami pozyskiwanymi od tego samego buhaja. Stwierdzono réwniez
znaczne réznice miedzy zarodkami uzyskanymi in vitro i in vivo (w morfologii, tem-
pie rozwoju, metabolizmie zarodka, ekspresji genéw, podatnosci na kriokonserwa-
cje). Wspomniano juz, ze jednym z istotnych probleméw pojawiajacych sie w czasie
rozwoju in vivo zarodkéw wyprodukowanych metodami laboratoryjnymi stanowi
syndrom duzego potomstwa (LOS - large offspring syndrom) u bydta i owiec. Jest on
rezultatem komdrkowych i molekularnych zaburzen w rozwoju. Jednakze, mimo
wspomnianych ograniczen, metoda pozaustrojowego uzyskiwania zarodkéw bydle-
cych stosowana jest juz na znaczng skale w celach komercyjnych (tab. 1,2).

Fot. 6. Zarodek bydlecy w stadium 2-komérkowym, po okoto 26 godzinach od zaptodnienia in vitro.
Do ostonki przejrzystej przylegajg plemniki (pow. 200X).

Fot. 7. Zarodek bydlecy w stadium 4-komérkowym po okoto 48 godzinach od zaptodnienia in vitro
(pow. 200x).

Fot. 8. Zarodek bydlecy w stadium 8-komérkowym po okoto 52 godzinach od zaptodnienia in vitro
(pow. 200X).

Fot. 9. Zarodek bydlecy w stadium 12-komérkowym po okoto 90 godzinach od zaptodnienia in vitro
(pow. 200x).

Fot. 10. Zarodek bydlecy w stadium wczesnej blastocysty, po 7 dniach od zaptodnienia in vitro,
wspothodowla z komérkami Vero (pow. 200X).

Fot. 11. Zarodek bydlecy w stadium po6znej blastocysty, po 8 dniach od zaptodnienia in vitro,
strzatka wskazuje wezet zarodkowy. Do ostonki przejrzystej przylegaja komdrki Vero pochodzace ze
wspdthodowli (pow. 200 x).

Fot. 12. Wylegajaca sie blastocysta bydleca w 9 dniu od zaptodnienia in vitro. Strzatka wskazuje
wezet zarodkowy (pow. 400x).

Fot. 13. Wylegta blastocysta bydleca w 10 dniu od zaptodnienia in vitro. Strzatka wskazuje wezet za-
rodkowy (pow. 400X).
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Tabela |

Komercyjne transplantacje wyprodukowanych in vitro zarodkéw (dane wg International Embryo Transfer
Society za rok 2000)

Kraj "X'yprodiikowane zarodki TranslplahmFowane Transplantlow.ane Ogotem
Swieze po mrozeniu
mAfryka 975 1 21 22
Azja 97 011 6 680 5 684 12 364
USA 1741 1382 533 1915
Ameryka Pid. 12 667 12 527 12 527
Europa 26 520 6 377 7426 13 803
Oceania 1 358 930 130 1060
Ogétem 139 372 27 967 13 794 41 761
Tabela 2

Transplantacje zarodkow w Europie w 2001 r (dane wg AETE  Europejskiego Towarzystwa Przenoszenia Zarod-
kow)

Pochodzenie zarodkéw Liczba biorczyn
rozwijajace sie in vivo 94 603
wyprodukowane in vitro 8972
ogétem 107 342
odsetek transplantowanych zarodkéw z wyprodukowanycli in vitro 8,66%
transplantacje mrozonych/rozmrazanych zarodkéw 52,7%

5. Produkcja zarodkoéw z oocytow uzyskiwanych od cielat

Podejmowane proby wykorzystania cielat jako dawczyhn oocytéw do technologii
1VP majg na celu skrécenie odstepu miedzy pokoleniami, a tym samym przyspiesze-
nie postepu hodowlanego. Doniesienia dotyczace zdolno$ci rozwojowych oocytow
cielagt sg kontrowersyjne. Mozna zakladaé, ze obserwowane rozbieznosci wynikow
sg uwarunkowane takimi czynnikami jak wiek cielecia, wielkos¢: jajnika, pecherzyka
jajnikowego, dawka hormonéw (FSH, estradiol) w pozywce do dojrzewania oocytow
(19-21).

Generalnie, efektywnos$¢é metody 1VP przy uzyciu oocytow cielat jest istotnie niz-
sza (r6znice nawet do 50%) w poréwnaniu do standardowej metody 1VP, a koszt uzy-
skania zarodka jest zdecydowanie wyzszy.

6. Wykorzystanie do IVP oocytow z matych pecherzykow
w jajnikach krowy zawarte jest okoto 120 000 matych, nierosngcych i rosngcych

pecherzykéw, z ktorych w ciggu zycia osobniczego ponad 99% ginie w wyniku atre-
Zji, a tylko 0,05% owuluje (22). Opracowanie efektywnych metod dtugoterminowej
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hodowli rosnacych in vitro oocytéw pochodzacych z matych pecherzykdéw jajniko-
wych, ktore pozwalatyby na uzyskiwanie fizjologicznie prawidtowych, w pehni doj-
rzatych gamet zenskich, stwarzatoby mozliwos¢ maksymalnego wykorzystania po-
tencjatu rozrodczego samicy dostarczajac duzg liczbe gamet zenskich. Prace nad
uzyskiwaniem i hodowlg pecherzykéw przedantralnych przeprowadzone na my-
szach i szczurach doprowadzity do opracowania metod wzrostu i dojrzewania pe-
cherzykdw, ich owulacji in vitro, a takze do uzyskania potomstwa po zaptodnieniu in
vitro oocytéw otrzymanych z hodowanych in vitro pecherzykéw przedantralnych,
a nawet pierwotnych (23). Te pozytywne rezultaty uzyskane u gryzoni inspirujg do
prowadzenia badan nad opracowaniem metod hodowli pecherzykéw przedantral-
nych z jajnikbéw zwierzat gospodarskich, a zwkaszcza bydta. Mimo licznych badan
prowadzonych w wielu osrodkach naukowych, jak dotychczas nie udato sie opraco-
wac efektywnych metod hodowli takich oocytow. Uzyskano wprawdzie pierwsze
ciele z rosngcego in vitro oocytu bydlecego, ktory pobrano z pecherzyka o $rednicy
okoto 0,7 mm (24), jednakze ten sukces byt efektem wielu zmudnych doswiadczen.
Aczkolwiek efektywnos¢ tej metody wynosita ponizej 4%, jednakze sa to obiecujace
rezultaty i zachecajg do kontynuacji badan, mimo ze droga do opanowania metody,
jestjeszcze, jak sie wydaje, odlegta i skomplikowana. Metoda hodowli pecherzykéw
wczesnhych stadiow rozwojowych w polgczeniu z technikami juz stosunkowo do-
brze opanowanymi, tj. kompleksowg metoda pozaustrojowej produkcji zarodkow,
pozwalataby na duzo wigksze niz obecnie wykorzystanie potencjatu gameto-
tworczego jajnikéw, stajac sie zrodtem duzej liczby gamet czy zarodkéw. Jest to
istotne zaréwno dla praktyki hodowlanej, jak tez dla rozwoju biotechnologii rozro-
du zwierzat.
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