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ednym z gtéwnych czzmnikéw limitujagcych produkcje oraz postep hodow-

lany u bydia, a takze innych samic jednorodnych, jest ich stosunkowo

niska rozrodczos$¢. Obecnie istniejg dwie metody pozwalajace na zwiekszenie

wykorzystania potencjatu rozrodczego samicy. Pierwszg z nich jest superowu-
lacja, kiedy zwiekszony poziom hormondéw gonadotropowych we krwi chroni
cze$¢ jajnikowych pecherzykéw antraltnych przed atrezjg. Stosujac stan-
dardowe metody superowulacji u bydta, w potaczeniu z niechirurgicznym wy-
ptukiwaniem, mozna podczas jednego cyklu uzyskaé od dawczni srednio okoto
pieciu przydatnych do przeniesienia zarodkdw. Zaktadajgc 50-70% skutecz-
nos¢ zabiegu i zastosowanie cztero-, pieciokrotnej stymulacji w ciggu roku
mozna oczekiwa¢ uzyskania od 8 do 17 cielgt/dawczynie/rok (24). W porow-
naniu do rozrodu naturalnego, gdzie od jednej krowy uzyskuje sie od 4 do
6 cielat w ciggu zycia, jest to juz znaczacy postep w wykorzystaniu mozliwosci
rozrodczych samicy. Mimo ze metoda superowulacji pozwala na znacznie szer-
sze wykorjystanie potencjatu rozrodczego samicy i znalazta juz zastosowanie
praktyczne w programach hodowlanych MOE7T, ma ona wiele ograniczen. Jest
metoda drogg (koszty preparatdw hormonalnych), a powtarzalnosé, szczegél-
nie kolejnych zabiegébw superowulacji, czesto nie jest zadowalajaca.

Druga metoda zwiekszajaca wykorzystanie potencjatu rozrodczego samicy
jest pozaustréjowa produkcja zarodkéw. Jest to metoda kompleksowa obej-
mujaca dojrzewanie oocytOw in vitro, zaptodnienie in vitro oraz Kkilkudniowsg
hodowle in vitro zarodkéw do stadium blastocysty. Intensywne badania, pro-
wadzone w okresie ostatnich kilkunastu lat w wielu osrodkach naukowych,
w tym roéwniez w Instytucie Zootechniki, doprowadzity do znacznego opano-
wania metody. Opracowanie wydajnej technologii produkcji zarodkéw meto-
dami laboratoryjnymi zwieksza wykorzystanie potencjatu rozrodczego samicy,
otwierajac rownoczesnie szereg mozliwosci praktycznych. Jednym z gtéwnych
zastosowan zarodkéw uzyskanych za pomoca metod in vitro jest ich wyko-
rzystanie na potrzeby przenoszenia zarodkéw, co stanowi¢ moze ro:wvagzanie
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alternatywne dla superowulacji. Metoda moze zatem stuzy¢ do lepszego wy-
korzystania potenejatu rozrodczego samic wartosciowych z genetycznego pun-
ktu widzenia, a takze dostarcza¢ zarodkéw do produkcji towarowej, w tym
rowniez dla U2”skiwania cigzy blizniaczych.

Nastepna rysujaca sie mozliwosciag zastosowania metody jest produkcja
zarodkéw o Sci$le okre$lonym stadium rozwoju w celu mikroiniekcji egzogen-
nego DNA dla uzyskania transgenicznego potomstwa.

Wyprodukowane in vitro zarodki, a takze dojrzewajgce in vitro oocyty znaj-
duja juz coraz szersze zastosowanie w pracach z zakresu klonowania zarod-
kéw metodg transplantacji jader komoérek zarodkowych do enukleowanych
oocytow.

Ponadto, metoda moze znalez¢ zastosowanie w ocenie biologicznej wartosci
gamet meskich, tj. w ocenie kariotypu samca oraz w ocenie zdolnosci zaptad-
niajacej nasienia przy uzyciu testu penetracji pozbawionych ostonki przejrzy-
stej jaj chomicaych.

Inna mozliwos$¢ wykorzystania metody to przydatnos¢ w praktyce klinicznej
przy niektérych zaburzeniach ptodnosci zwigzanych z niedroznoscia jajowo-
dow lub stanami zapalnymi macicy.

Zwiekszenie wydajnosci rozrodczej samicy (praktycznie odnosi sie ono
gtdwnie do bydta), pozwala na przyspieszenie postepu hodowlanego dzieki
lepszemu wykorzystaniu jej potencjatu genetycznego. Potencjat ten zdeter-
minowany zostaje jeszcze przed urodzeniem osobnika, w czasie zycia ptodo-
wego. W tym czasie nastepuje bowiem zapoczatkowanie proceséw oogenezy
i follikulogenezy.

Oogeneza zapoc:"tkowana zostaje, jak juz wczesniej wspomniano, w okresie
roowoju ptodowego i trwa przez cate zycie dojrzate, do czasu ustania czynnosci
jajnika. Najistotniejszg role odgrywa tu proces mejozy, bedacy w pewnym sen-
sie przeciwienstwem zaptodnienia, gdyz zmniejsza on o potowe ticzbe chromo-
somow, podczas gdy zaptodnienie przywraca ich diploidalny zesp6t. Mejotyczny
podziat komérkowy zachodzi w kilku etapach, ktorych granice sg ustalone
raczej umownie, poniewaz caly proces ma charakter dynamiczny i przebiega
z niewidoma zahamowaniami prowadzac do powstania dojrzatej komoérki ja-
jowej. Wyjatek stanowi tu profaza pierwszego podziatlu mejotycznego; jest ona
znacznie rozciggnieta w czasie, wysoce wyspecjalizowana i, u osobnikéw zen-
skich, na pewien czas zahamowana. U bydta na przyktad pierwsze stadia
profazy mejotycznej, tj. leptoten i zygoten zachodzg jeszcze przed utworzeniem
pierwotnych pecherzykéw jajnikowych, czyli miedzy 2. a 3. miesigcem zycia
ptodowego. Powstawanie pecherzykdw pierwotnych obserwuje sie w momencie,
gdy oocyt wchodzi w stadium pachytenu, podczas ktérego profaza pierwszego
podziatu mejotycznego zostaje zahamowana, az do chwili rozpoczecia wzrostu
pecherzyka. Wzrost czesci pecherzykéw pierwotnych nastepuje podczas zycia
ptodowego, tak ze pecherzyki rosngce i antralne mozna obserwowac juz w 8-
miesiecznych jajnikach ptodowych bydta (17). Przed urodzeniem cielecia oogo-
nia przeksztatcajg sie w oocyty, a wszystkie oocyty osiggajg przynajmniej pa-
chyten i sg otoczone przez nabtonek pecherzykowy tworzacy pecherzyk pier-
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wotny. Natomiast oocyty w pecherzykach rosnacych i antralnych osiagaja sta-
dium diktiotenu. Dalsze dojrzewanie oocytu, wigzace sie z progresja jadra oocy-
tu od stadium diktiotenu | podziatlu mejotycznego do metafazy Il podziatu
mejotycznego, nastepuje in vivo po przedowulacyjnym wyrzucie LH, ale tylko
w pecherzykach osiagajacych odpowiednig wielko$¢. Do tego momentu mejoza
zostaje zablokowana, niekiedy na wiele lat.

Jajnik jest strukturg dynamiczng, w ktérej zachodzi ciggta przemiana pe-
cherzykéw pierwotnych w rosngce. U wigkszosci gatunkdw pierwsze rosngce
pecherzyki pojawiajg sie w jajniku w ciagu kilku dni po urodzeniu, chociaz
u bydta i naczelnych mozna je wykry¢ przed urodzeniem osobnika. Kulminacja
wzrostu pecherzykdow nastepuje jednak dopiero po osiggnieciu dojrzatosci, wraz
z ustanowieniem wiasciwej rownowagi hormonalnej i cykli ptciowych.

Najwczesniejsze stadium w rozwoju pecher;~ka stanowi pecherzyk pierwot-
ny. Zawiera on oocyt otoczony jedna warstwa komorek nabtonkowych. Pier-
wsza fala wzrostu pecherzykéw, nastepujgca zwykle wkrétce po urodzeniu,
jest skorelowana ze wzrostem oocytu. Wzrost pecherzykéw pierwotnych pro-
wadzi do utworzenia pecherzykdw rosngcych. Ten termin odnosi sie do pe-
cherzyka az do momentu utworzenia antrum — jamy pecherzyka. Wzrost pe-
cherzyka wigze sie ze wzrostem liczby komoérek pecherzykowych namnazaja-
cych sie w drodze mitozy, wskutek czego warstwa ziarnista staje sie dwu-,
trzy- i wreszcie czterowarstwowa. Kolejnym stadium w rozwoju pecherzyka
jest pecherzyk antralny. Pecherzyki te dzieli sie réwniez na grupy w zaleznosci
od wielkosci (mate, Srednie i duze). Spetlniajg one 2 gtéwne funkcje jajnika;
hormonalng i rozrodcza. Podczas gdy u gryzoni oocyt osigga petng wielko$é
przed utworzeniem antrum, u Swini i bydla we wczesnoantralnych pecherzy-
kach stwierdza sie oocyty rosngce (29). Antrum pecherzykowe jest w petni
zréznicowane w pecherzykach o srednicy 0,4-0,8 mm u bydta i $win, a 0,11-
0,20 mm u owiec, natomiast oocyt w takim pecherzyku osigga Srednice (bez
ostonki przejrzystej) okoto 100 i 110 gm odpowiednio u swih i bydta (1,29).
Podsumowujgc, w czasie follikulogenezy zachodzg 3 istotne fazy: 1) bardzo
wolny wzrost oocytu, w rezultacie ktérego osigga on prawie maksimum wiel-
kosci, 2) tworzenie antrum — jamy pecherzyka, 3) szybszy wzrost pecherzyka.

W badaniach populacji pecherzykow jajnikowych prowadzonych u dojrzatych
ptciowo owiec wykazano, ze potrzeba okoto 6 miesiecy, aby pecherzyk jajnikowy
przeszedt przez faze wzrostu, co Swiadczy o wolnej follikulogenezie u tego ga-
tunku (1). Szczegoélnie wolno przebiega proces wzrostu pecherzykéw przed utwo-
rzeniem antrum (okoto 130 dni), po czym pecherzyki wchodz™g w faze szybszego
wzrostu (okoto 45 dni). Tak zatem pecherzyki, ktére owulujg w sezonie rozrod-
czym muszg rozpoczaé swolj wzrost w C2"asie anestrus, 6 miesiecy wczesniej.

Obserwacje tempa wzrostu sredniej wielkosci pecherzykdéw antralnych do
pecherzykéw duzych, prowadzone na jajnikach bydlecych pozwolity na stwier-
dzenie, ze tempo to jest bardziej gwattowne przy koncu cyklu niz na jego
poczatku, a 5-dniowy okres jest wystarczajacy na zastgpienie duzych peche-
rzykéw przez Sredniej wielkosci (27). W ultrasonograficznych obserwacjach
jajnikdw bydlecych w czasie cyklu rujowego, przed osiggnieciem dojrzatosci
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piciowej, czy podczas poporodowego anestrus wykazano, ze wzrost pecherzy-
kéw przedowulacyjnych wystepuje falami. Fale wzrostu pecherzykow wyste-
puja rowniez u owiec i majg charakter ciagty (7).

Pierwotne komérki piciowe w jajniku majg ograniczony czas zycia i ulegaja
ograniczonej liczbie podziatéw mitotycznych. W Wsmiku tego u osobnikéw zen-
skich wczesnie ustala sie gérna granica liczebnosci populacji komérek picio-
wych. Wraz z znikaniem oogoniéw granica ta — w miare starzenia sie osob-
nika — zaczyna sie szybko obniza¢ na skutek atrezji, np. u ptodu ludzkiego
liczba komorek piciowych wynoszaca okoto 7 milionéw w pigtym miesigcu
cigzy maleje do dwdch milionbw w momencie narodzin, z czego potowe sta-
nowia komoérki zdegenerowane. Do siddmego roku zycia w jajniku pozostaje
okoto 300 tys. komodrek piciowych. Konsekwentnie dokonuje sie stopniowy
spadek catkowitej liczby tych komorek tak dalece, ze w okresie menopauzy
trudno znalez¢ w jajniku rozrodcze elementy piciowe. Podobng sytuacje ob-
serwuje sie u innych ssakoéw, na przykiad z 3,5 miliona komérek piciowych
w jajniku matpy pozostaje w momencie narodzin okoto 1 miliona, a w jajniku
szczura ze 150 tys. pozostaje okoto 100 tys. komodrek piciowych. Spadek ten
jest w gtdéwnej mierze wynikiem eliminacji duzej liczby komorek przez proces
atrezji. Z szacunkowych obliczen wynika, ze ponad 99% pecherzykdéw w jajniku
ludzkim, a okoto 77% u myszy ulega eliminacji w wyniku atrezji (14). Czynniki
odpowiedzialne za tak szerokie rozmiary procesu atrezji nie sg znane, prawdo-
podobnie w czasie zycia ptodowego pewien wptyw mogg mie¢ btedy genetyczne
i zaburzenia metabolizmu. Po urodzeniu osobnika atrezja w dalszym ciggu
zmniejsza populacje oocytow w jajnikach ssakéw. Liczebno$¢ tej populacji
gwaltownie spada w okresie poprzedzajgcym dojrzewanie i pdzniej, w wolniej-
szym tempie, przez cate zycie dojrzate. Pecherzyki jajnikowe moga ulegaé atrezji
w kazdym stadium rozwoju. Pecherzyk wchodzacy do puli pecherzykéw ros-
nacych owuluje lub ulega atrezji. Degenerujg réwniez pecherzyki w puli pe-
cherzykdéw nierosngcych. Doktadne okre$lenie potencjatu rozrodczego, a zatem
liczb pecherzykéw jajnikowych poszczegdlnych stadiéw rozwoju, jest zadaniem
trudnym i z reguly opiera sie na obliczeniach teoretycznych, ze wzgledu na
konieczno$¢ oceny seryjnych skrawkow histologicznych calego jajnika i sto-
sunkowo mate rozmiary pecherzykéw pierwotnych. Znacznie prostsza jest oce-
na liczby pecherzykéw antratnych widocznych na powierzchni jajnika. Na pod-
stawie liczby tych pecheriykéw oraz jakosci morfologicznej zawartych w nich
oocytébw mozna posrednio wnioskowaé o mozliwosciach gametotwdrczych jaj-
nika ssaka. Stosunkowo najwiecej danych zgromadzono na temat potencjatu
rozrodczego bydta i owiec, dlatego te dwa gatunki zostang szerzej omoéwione.

1. Bydto
Jajnik bydlecy zawiera srednio okoto 130 tys. pecherzykdéw pierwotnych.

Liczba ta pozostaje na wzglednie statym poziomie do czwartego roku zycia,
po czym zdecydowanie maleje (9). Liczba pecherzykdw rosnacych (o Sredni-



Mozliwosci i ograniczenia pozaustrojowych metod 37

cy>70 |im) moze sie waha¢ od 53 do 881 (28). Tylko 0,05% tych pecherzykdéw
osigga stadium przedowulacyjne.

W przeprowadzonych wiasnych badaniach (16) nad mozliwosciami game-
totwdrczymi jajnikéw bydlecych w aspekcie wieku bydta poréwnano 3 grupy
wiekowe zwierzat, tj. jatdwki w wieku 18-24 miesiecy, krowy w wieku 3-8 lat
i krowy w wieku 9-17 lat. Nalezy jednak nadmieni¢, ze analiza dotyczyia tytko
pecherzykéw antralnych, ktére podzielono na 3 grupy wielkosci: 2-6 mm, 7-
20 mm i powyzej 21 mm. Szczegolng uwage zwrocono na pecher”ki o $rednicy
2-6 mm ze wzgledu na przydatno$¢ uzyskiwanych z nich oocytéw do hodowli
in vitro. Ocenie poddawano nie tylko liczbe pecherzykéw poszczegdlnych klas
wielkosci, lecz réwniez liczbe i jakos¢ morfologiczna uzyskiwanych z nich oo-
cytow. Podsumowujac wyniki tych doswiadczen mozna wyciagna¢ nastepujace
wnioski: 1) srednia liczba pecherzykow jajnikowych o Srednicy 2-6 mm wynosi
okoto 23 na sztuke; 2) liczba pecherzykéw jajnikowych, a takze prawidtowych
morfologicznie oocytéw utrzymuje sie na podobnym poziomie u jatéwek i krow
w wieku 3-8 lat, natomiast u krow w wieku powyzej 9 lat obserwuje sie
niewielka tendencje spadkowa; 3) nie stwierdza sie zaleznosci miedzy liczbg
pechen*ykow jajnikowych a jakoscia uzyskiwanych oocytéw (16).

Te spostrzezenia potwierdzajg w zasadzie wczesniejsze obserwacje Erickso-
na (9), ktory wykazat, ze liczba pecherzykéw antratnych u bydta w wieku od
8 miesiecy do 10-14 lat utrzymuje sie na zblizonym poziomie, a wyrazng
redukcje populacji obserwowat dopiero u zwierzat 15-tetnich. Przy wyrdéwna-
nej liczebnos$ci 2-6 mm pecherzykow jajnikowych i liczbie uzyskiwanych oocy-
téw, w grupach wiekowych bydta stwierdziliSmy (16) wystepowanie znacznych
réznic ind}rwidualnych. Zjawisko to obserwowali réwniez inni autorzy (16).
Mozna przypuszczaé, ze konsekwencja tego zjawiska sg zréznicowane wyniki
superowulacji u bydia.

Uzyskiwanie pr*ydatnych do hodowli oocytéw, takze od zwierzat starszych,
stwarza mozliwos¢ wykorzystania tych samic jako zrédta oocytow, a w kon-
sekwencji zarodkéw, co moze mie¢ szczeg6ine znaczenie w odniesieniu do
krow o wysokiej i sprawdzonej wartosci. Efektsrwnos$¢ takiego postepowania
bytaby jednakze niewielka przy jednokrotnym wykorzystaniu potencjalnych
dawcéw, co moze mie¢ miejsce w przypadku uboju. Rozwigzaniem umozli-
wiajgcym uzyskiwanie znacznej liczby oocsdéw od bydta wartosciowego pod
wzgledem genetycznym jest wielokrotne, przezyciowe pobieranie oocytow. Pier-
wsze préby przyzyciowego pozyskiwania oocytéw przeprowadzane byly przy
uzyciu laparoskopii. Technika ta ma jednak ograniczong powtarzalnos¢ na
skutek tworzenia sie blizn i zrostéw w miejscu operacji. Inng metoda, lecz
posiadajgca podobne jak laparoskopia ograniczenia, jest aspiracja oocytow
z pecherzykow jajnikowych pod kontrolg USG dokonywana przez powtoki cia-
ta (2). W ostatnich tatach opracowywana jest metoda aspiracji pecherzykow
pod kontrolg USG przy zastosowaniu dopochwowej sondy sprzezonej z iglg
(23,32,33). Opanowanie transwaginainej techniki aspiracji pozwala na uzy-
skanie ponad 50% oocytow w stosunku do liczby aspirowanych pecherzykéw
(24). Ostatnie obserwacje Kruipa i Boniego (24) wskazujg na mozliwos¢ po-
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wtarzania zabiegu aspiracji dwukrotnie w ciagu jednego tygodnia, przez okres
kilku miesiecy. W efekcie takiego postepowania mozliwe jest uzyskanie od
jatéwki okoto 13 przydatnych do hodowli oocytéw/dawczynie/tydzien — co
w przeliczeniu na zarodki produkowane in vitro prowadzi do uzyskania od
80 do 100 zarodkow, a w konsekwencji 40 cielat/dawczynie/rok (6,24). Wspo-
mnie¢ rowniez nalezy, ze przy zastosowaniu transwaginalnej techniki pobie-
rania oocytéw nie obserwowano zadnych problemoéw zdrowotnych czy uszko-
dzen drog rodnych dawczyn, co pozwala na diugotrwate stosowanie metody
u wartosciowych genetycznie zwierzat. Technika ta moze by¢ réwniez stoso-
wana u samic we wczesnej cigzy (24).

2. Owce

Jajnik dojrzatej ptciowo owcy zawiera od 12 tys. do 86 tys. pecherzykéw
pierwotnych, od 100 do 400 pecherzykéw rosngcych oraz od 10 do 40 pe-
cherzykéw antralnych widocznych na powierzchni jajnika (1). Nalezy jednak
wspomniec, ze nie wszystkie pecherzyki zawieraja oocyty o prawidtowym wy-
gladzie morfologicznym, czyli nie wszystkie sg potencjalnym zrédiem oocytéw,
a w konsekwencji zarodkéw. Stwierdzono bowiem (7), ze duza czes$¢ populacji
jest objeta atrezja, ktorej wystepowanie wyraznie wigze sie z dlugoscig dnia
Swietlnego, poniewaz po okresie dtugiego dnia obserwowano znaczna redukcje
w wystepowaniu atrezji. Ponadto, atrezja w znacznie wiekszym stopniu redu-
kuje liczbe duzych pecherzykdéw antralnych niz pecherzykéw matych.

Badania nad pozaustrojowym uzyskiwaniem zarodkOw sa najszerzej pro-
wadzone u bydta. Badania te prowadzone sg rowniez od szeregu lat w Insty-
tucie Zootechniki. Efektem tych doswiadczen byto urodzenie sie w 1990 r.
(18) pierwszego w kraju cielecia — buhajka (fot. 1). Obecnie mozliwe jest uzy-
skanie ponad 90% dojrzatych in vitro oocytow, z ktorych ponad 80% ulega
zaptodnieniu, ponad 70% podejmuje rozwoj zarodkowy, a okoto 40% uzyska-
nych zarodkéw ro:wdja sie do stadium blastocysty, co w przeliczeniu na liczbe
oocytow uzytych do zaptodnienia prowadzi do uzyskania od 30 do 40% bla-
stocyst (19,20,21). Mimo licznych doswiadczen, obserwuje sie znaczne réznice
w wynikach osigganych nie tylko przez poszczegoélne zespoty badawcze, lecz
nawet miedzy kolejnymi prébami. Jedna z przyczyn jest znaczna réznica w po-
datnosci nasienia na kapacytacje in vitro, obserwowana nie tylko miedzy po-
szczegolnymi osobnikami, lecz nawet miedzy ejakulatami tego samego buhaja
(21,36). Narzuca to koniecznos¢ selekcji buhajéw, a nawet ejakulatow, prze-
znaczanych do zaptodnienia pozaustrojowego. Tym samym eliminuje sie z roz-
rodu wiele reproduktoréw. Obecnie rysuje sie mozliwos¢ przezwyciezerria,
przynajmniej w pewnym stopniu, tych ograniczeh poprzez odpowiednie przy-
gotowanie nasienia przeznaczanego do zaptodnienia pozaustrojowego. Z ostat-
nio przeprowadzonych przez nas badan (22) wynika bowiem, ze usuniecie
osocza z ejakulatu bezposrednio po pobraniu i przed jego zamrozeniem, a za-
tem eliminacja czynnikéw dekapacytujagcych z nasienia, wptywa korzystnie
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Fot. 1. Opis w tekscie (fot. A. Turczanski)

na jego zdolnos¢ zaptadniajaca, co w konsekwencji prowadzi do uzyskania
wiekszej liczby blastocyst niz przy uzyciu nasienia standardowo zamrazanego
(22). Rowniez réznice w procedurach stosowanych w poszczegdlnych etapach
metody pozaustrojowego uzyskiwania zarodkéw rzutujg na jej koncowa efe-
ktywnos$¢. Mimo wspomnianych ograniczeh, metoda pozaustréjowej produkcji
zarodkéw bydlecych stosowana jest juz na znaczng skale w celach komer-
cyjnych (6). Osiggana wydajnos¢ metody (w przeliczeniu na dawczynie/rok)
jest wyzsza niz przy uzyciu superowulacji, a koszt wyprodukowania zarodka
in vitro jest zdecydowanie nizszy.

Stosowane obecnie metody pozaustrojowego uzyskiwania zarodkéw owczych
pozwalaja, podobnie jak u bydia, na uzyskanie ponad 80% zaptodnionych oo-
cytéw i ponad 70% dzielacych sie zarodkéw, a po przeniesieniu do drég rodnych
zsynchronizowtmych biorczyh okoto 50% zakocen (3). Zygoty owcze hodowane
in vitro rozwijajg sie do stadium blastocysty w stopniu poréwnywalnym czy
nawet wyzszym niz w warunkach in vivo. Jednakze stosowane dotychczas me-
tody hodowli in vitro prowadzg do powstania szeregu anomalii rozwojowych,
ktére obejmujg fragmentacje cytoplazmy, zbyt wczesne powstawanie jamy bla-
stocysty oraz znacznie zredukowang liczbe komoérek blastocysty (37).
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Zastosowanie metod pozaustrojowego uzyskiwania zarodkoéw u kéz, podob-
nie jak u owiec, pozwala na uzyskanie ok. 60% zaptodnionych oocytéw (4).
Badania te sg stosunkowo nieliczne co nie pozwala na petniejsza ocene mo-
zliwosci stosowania tej metody u tego gatunku.

Prace nad pozaustrojowg produkcjg zarodkéw u $win doprowadzity do opa-
nowania dwoch etapéw metody, a mianowicie dojrzewania oocytéw oraz ho-
dowli in vitro zarodkow. Mozliwe jest bowiem uzyskanie ok. 70% morul i bla-
stocyst z rozwijajacych sie in vitro zygot (35). Nie opanowano natomiast
w zadowalajgcy sposéb zaptodnienia pozaustrojowego, gtéwnie z powodu nie-
dostatecznie opracowanych metod kapacytacji nasienia. Nie rozwigzanym pro-
blemem, przy zaptodnieniu pozaustrojowym u tego gatunku, jest czestotliwos¢
wystepowania polispermii (34).

Obecnie stosowane metody pozaustrojowego uzyskiwania zarodkow klaczy
pozwalajg na zaptodnienie oocytéw dojrzatych in vivo na poziomie 20-30%
(31). Uzycie oocytdow dojrzewajgcych in vitro prowadzi do zaptodnienia tylko
w nielicznych przypadkach (5). Opanowania wymagaja zatem zaréwno metody
dojrzewania oocytdéw jak i kapacytacji nasienia, a takze hodowli wczesnych
zarodkow.

Podsumowujgc, mimo osiggnietego postepu w rozwoju technik pozaustro-
jowego uzyskiwania zarodkéw zwierzagt gospodarskich, a szczegoélnie bydia
i owiec, a takze wydajnosci pozwalajacej juz na praktyczne stosowanie metody
u tych dwodch gatunkéw, doskonalenie opracowanych technik i zwiekszenie
efektywnosci poszczegdllnych etapéw metody wymaga dalszych badan.

Zaréwno superowulacja jak i pozaustrojowa produkcja zarodkoéw istotnie
zwiekszajg mozliwosci wykorzystania potencjatu rozrodczego bydta, a zasto-
sowane w praktyce prowadza do przyspieszenia postepu hodowlanego. Opi-
sane metody pozwalajg na wykorzystanie zaledwie nieznacznego odsetka ga-
met produkowanych przez jajnik.

Jajnik bydlecy, jak to juz omawiano, podobnie jak innych ssakéw, zawiera
tysigce czy setki tysiecy pecherzykéw w réznych stadiach rozwoju. Ogromna
wiekszos$¢ (>99%) tych pecherzykédw ginie, podobnie jak u innych gatunkéw,
w wyniku atrezji w réznych stadiach rozwoju in vivo, a tylko 0,05% peche-
rzykéw dojrzewa do owulacji (25,26). Mozliwos¢ uratowania pecherzykéw
przed degradacjg jaka niesie proces atrezji poprzez uzyskiwanie bardzo wczes-
nych stadiéw rozwojowych i hodowle in vitro otworzytaby wprost nieograni-
czone zrédto gamet zeniskich. Tym samym zostataby przetamana bariera ni-
skiej ptodnosci samic jednorodnych, a potencjat gametotwérczy jajnika bytby
maksymalnie wykorzystany. W tym kierunku zmierza sie w prowadzonych
najnowszych badaniach biotechnologicznych, polegajacych na opanowaniu
metod uzyskiwania i hodowli pecherzykéw przedantralnych. Obecnie najbar-
dziej zaawansowane sg badania u myszy, co wynika stad, ze przedantralne
pecherzyki mysie stanowig doskonaty model badawczy — stosunkowo tatwo
daja sie wyizolowac z jajnika, nie wymagajg zbyt diugiego okresu hodowli,
w warunkach in vitro mogg rosnac¢, osigga¢ petny potencjat rozwojowy, a na-
wet owulowac (8,13).
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Opracowanie metod hodowli pecherzykéw in vitro od stadium pecherzyka
pierwotnego do stadium peeherzyka antralnego w peini rozwinietego wymaga
rozwigzania wielu zagadnien. Jednym z pierwszyeh, a zarazem bardzo istot-
nym, jest opanowanie metod izolacji pecherzykdéw. W przeciwienstwie do gry-
zoni, izolaeja pecherzykdéw z jajnikdéw bydlecych nastrecza spore trudnosci,
gtéwnie ze wzgledu na wibdknista strukture jajnika. Podejmowane sg tez proby
uzyskiwania peeherzykéw poprzez homogenizaeje jajnika lub za pomocg me-
tody enzymatycznej (10,30). Moze to jednak prowadzi¢ do uszkodzenia deli-
katnej struktury pecherzyka, a takze do mechanieznego zniszczenia wiekszych
pecherzykdéw rosngcyeh. Gosden i wspét. (13) uwazaja, ze najbardziej przy-
datnym sposobem izolaeji peeherzykdw przedantralnych z jajnikdéw zwierzat
gospodarskieh bytoby sporzadzanie cienkich skrawkéw warstwy korowej,
z ktérych pecherzyki bylyby izolowane meehanicznie, pod kontrolg mikrosko-
pu stereoskopowego. Ten sposéb uzyskiwania bytby najdogodniejszy w przy-
padku uzycia jajnikdw o delikatniejszej strukturze, a zatem plodéw i eielat.
Dotyehezasowe préby izolaeji pecherzykéw przedantralnyeh o sredniey >70 gm
wykazaty mozliwos$¢ uzyskania 2142 + 254; 512 + 92 i 298 + 54 pecherzykéw
odpowiednio z jajnikéw ptodu, jatéwki i krowy (10).

Kolejnym istotnym problemem jest okreslenie warunkéw hodowli peehe-
rzykéw przedantralnyeh. Pamieta¢ przy tym nalezy o znaeznym zréznieowaniu
komorek peeherzyka, jak rowniez niedostatecznej, jak dotychezas, znajomosci
wymagan odzywczych wczesnych stadiow rozwojowych pecherzyka i oocytu.
Nie wyjasniono réwniez czy w przypadku bydta bardziej przydatne do hodowli
in vitro sg cate pecherzyki przedantratne, otoezone komodrkami ostonki-theca
(najbardziej przydatne do hodowli w przypadku hodowli peeherzykéw przed-
antralnych z jajnika myszy) czy tez tylko kompleksy oocyt-t- komorki wzgorka
jajonosnego. Ostonka pecherzyka bydlecego-theca jest znaeznie grubsza niz
u gryzoni, eo moze hamowac¢ penetracje tlenu i zwigzkéw odzywezych do
peeherzyka, a tym samym prowadzi¢ do zmian nekrotycznych, jak to ma
miejsce w przypadku hodowli pecherzykéw przedantralnych s$Swini (Telfer,
1994 — informacja ustna). Ponadto, peiny rozwéj pecherzyka od momentu
zapoczatkowania wzrostu do osiagniecia stadium przedowulacyjnego, trwajacy
u myszy 21 dni, u zwierzat wiekszych jest znacznie dtuzszy i moze trwac
nawet kilka miesiecy, pr> czym najwolniej przebiega wzrost wezesnyeh sta-
diéw rozwojowych. Tempo wzrostu peeherzyka i czas trwania poszczeg6lnych
stadiéw rozwoju sg réwniez bardzo istotnymi ezynnikami, ktére muszg byc¢
brane pod uwage przy poszukiwaniu odpowiednich warunkéw hodowli.

Badania nad uzyskiwaniem i hodowlg pecherzykéw przedantralnyeh
u bydta zapoczatkowane zostaty w 1991 r., a ieh wyniki ograniezajg sie do
kilku publikaeji (10,11,12,15,30) dotyezacych gtéwnie sposobéw U27yskiwania
i wstepnych préb kilkudniowej hodowli. Ostatnio jednak coraz wiecej zespotow
podejmuje te tematyke badawczg. Mozna zatem oczekiwaé, ze juz w niedale-
kiej prsysztosei bedziemy Swiadkami znaezgcego postepu w rozwoju metod
uzyskiwania i dojrzewania in vitro oocytéw bydlecyeh pochodzaeych z peehe-
rzykéw 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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ovarian follicles, oocytes, recovery, in vitro maturation, in vitro fertilization, embryo culture
and transfer.

Adres dla korespondencji:
Lucyna Katska, Zaktad Fizjologii Rozrodu Zwierzat, Instytut Zootechniki,
32-083 Balice k. Krakowa.

biotechnologia 3 (30) 95



