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Ograniczone mozliwosci rozrodcze samic zwierzat gospodarskich, gtéwnie bydta i owiec,
sg jednym z zasadniczych czynnikéw limitujacych postep hodowlany oraz wzrost produkcji
zwierzecej. Osiagniecia endokrynologii powstate w ostatnich kilkunastu latach stworzyty jednak
pewne podstawy do sterowania procesem rozrodczym samic, w tym réwniez lepszego wy-
korzystania ich potencjatu rozrodczego. Takze rozwoj embriologii eksperymentalnej i stosowa-
nej umozliwia opracowywanie metod o zasadniczym znaczeniu dla produkcji zwierzecej.

W artykule przedstawione sg najwazniejsze metody praktycznego zastosowania oraz kie-
runki badawcze w zakresie biotechnologii rozrodu zwierzat gospodarskich.

l. Znaczenie metod sterowania procesami rozrodczymi samic
dla podnoszenia produkcji zwierzecej

Mozliwos¢ sterowania procesami rozrodczymi zwierzat gospodarskich stata sie bardzo waz-
nym narzedziem w organizacji i intensyfikacji produkcji zwierzecej. Do najnowszych metod
z praktycznego punktu widzenia, opartych na znajomosci proceséw rozrodczych zwierzat, na-
leza: 1) synchronizacja rui i zwiekszanie liczby owulacji oraz 2) wywotywania rui i owulacji poza
sezonem rozptodowym.

1. Synchronizacja rui

Gtéwne korzysci praktyczne, jakie wynikajg ze stosowania synchronizacji rui, dotycza przede
wszystkim utatwien natury organizacyjnej w hodowli. Jest to bowiem metoda pozwalajgca na
wywotanie rui i owulacji w zaplanowanym z géry terminie. Dzieki temu utatwione jest tworzenie
grup technologicznych zwierzat, eliminowane sa trudnosci organizacyjne spowodowane, np.
zacielaniem bydfa w réznym okresie.

Kluczowa rolg w regulacji cyklu rujowego jest ciatko zoéite, stad kontrola cyklu rujowego
zalezy od mozliwosci stymulowania, albo hamowania funkcji ciatka zéttego. Metodg synchro-
nizacji rui opartg na stymulowaniu funkcji ciatka zétego, jest podawanie zwigzkéw progesta-
genowych, dzieki czemu utrzymany jest ich odpowiedni poziom w organizmie. Druga metoda
synchronizacji rui oparta jest na wywotywaniu luteolizy ciatka z6ttego. Osiagna¢ to mozna po-
przez enukleacje cialka zéttego lub przez podanie oksytocyny, prostaglandyny, estrogenow,
albo tez przeciwciat LH.

W latach siedemdziesigtych uzycie progestagenéw stanowito podstawowy sposob synchroni-
zacji rui u bydta. Najczesciej stosowanymi woéwczas zwigzkami progestagenowymi w synchro-
nizacji rui byty: octan chlormadinonu (CAP), madroksyprogesteron (MAP) i octan melangestrolu
(MGA) (1). Generalnie jednak wyniki synchronizacji przy uzyciu wymienionych zwigzkéw nie
byty w petni zadowalajace z powodu niskiego procentu zacielen w pierwszej zsynchronizowa-
nej rui, co wynikatlo gliéwnie z opdznienia owulacji. Préby stosowania hormonéw przyspiesza-
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jacych i uscislajgcych czas owulacji, takich jak: hormonu luteinizujgcego (LH), estrogenow czy
przypadkowych czynnikow uwalniajgcych GnRH, dawaly tylko nieznaczny efekt. Ponadto
okazato sie, ze CAP i MGA przechodzg do mieka i miesa, co spowodowato wycofanie tych
zwigzkow przez niektore kraje.

Stosunkowo szeroko stosowang metoda synchronizacji rui u bydta stalo sie stosowanie
jednego z licznych syntetycznych progestagendéw czy progesteronu, w postaci wszczepow
podskérnych, dopochwowych lub iniekcji domiesniowej w potgczeniu z wprowadzeniem wale-
riano estradiolu lub benzoesanu estradiolu. Synchronizacja rui u bydia przy uzyciu wymienio-
nych metod byla znacznym postepem w poréwnaniu z synchronizacjag rui przy uzyciu progesta-
genéw podawanych doustnie. Na obecnym etapie spetnia ona w zasadzie warunki metody
praktycznej, chociaz nie zawsze zapewnia zadowalajgcg powtarzalno$¢ uzyskiwanych wynikow.

Najczesciej uzywanym progestagenem w praktyce synchronizacji rui u owiec, jest octan
fluorogestonu (FGA) stosowany w postaci gabek lub wkiadek dopochwowych. Nowe mozli-
wosci synchronizacji rui u bydta, a w pewnym stopniu u owiec, otwarly sie po stwierdzeniu na
poczatku lat siedemdziesiatych (2), ze prostaglandyna pza jest zwigzkiem o dziataniu luteinizu-
jacym. tatwos¢ uzycia, dobra efektywnos¢ dziatania, a takze wyprodukowanie stosunkowo
tanich syntetycznych analogéw prostaglandyny, spowodowato, ze zwigzek ten jest obecnie
najszerzej stosowany w synchronizacji rui u bydta. Uzycie prostaglandyny dla synchronizaciji
rui, gtéwnie u bydta, jak zaznaczono, wynika z jej wlasciwosci luteinizujgcych. W zwiazku z tym
dziatanie prostaglandyny jest skuteczne, gdy zostanie ona podana w fazie lutealnej. W przy-
padku bydta prostaglandyna jest skuteczna miedzy 5 a 10 dniem cyklu rujowego. Jesli poda
sie prostaglandyne grupie zwierzat znajdujgcych sie w dowolnej fazie cyklu rujowego, tylko
czes¢ z nich zareaguje. Aby uzyska¢ synchronizacje rui u wszystkich zwierzat stada, prosta-
glandyna podawana jest dwukrotnie w odstepach 10-12-dniowych (3). Ptodno$¢ zwierzat syn-
chronizowanych przy uzyciu prostaglandyny p-,, jest na ogo6t zadowalajgca, chociaz w niekto-
rych przypdkach nizsza od uzyskiwanej po unasienieniu w rui spontanicznej. Dla uzyskania
poprawy stabilnosci wynikéw synchronizacji rui przy uzyciu prostaglandyny p2, aplikuje sie ja
w kombinacji z innymi zwigzkami, takimi jak: progestageny, progesteron lub benzoesan estra-
diolu. Uzycie prostaglandyny p-a do synchronizacji rui u owiec, nie jest tak skuteczne jak u
bydta, chociaz ma pewne zastosowanie praktyczne.

2. Zwiekszanie liczby owutacji oraz wywotywanie rui i owulacji
poza sezonem rozptodowym

Metody zwiekszania liczby owulacji mogg prowadzi¢ do uzyskania zwielokrotnionej liczby
zarodkdw w jednym cyklu (superowulacji), badz do nieznacznego wzrostu stopnia owulacji
prowadzacego do poprawy plennosci stada.

Metody superowulacji zostaly przedstawione w rozdziale omawiajacym stosowanie proce-
dury przenoszenia zarodkéw. Tutaj oméwimy mozliwosci umiarkowanego wzrostu owulacji. Gtéwne
zastosowanie tych metod odnosi sie do owiec. Obecnie istniejg trzy grupy metod pozwalajgcych
podwyzszaé stopiern owulacji. Pierwsza grupa - opiera sie na stosowaniu umiarkowanych da-
wek hormonéw gonadotropowych, gtownie PMSG. Uzycie tej metody, zwtaszcza w potgczeniu
z synchronizacjg rui przy uzyciu progestagendéw, moze prowadzi¢ do zwiekszenia plennosci
stada. Jednakze trudno jest dzi$ przewidzie¢ jakie bedg reakcje poszczegélnych samic na
podane hormony, co stanowi czynnik limitujgcy. Druga grupa metod dotyczgca zwiekszenia
plennosci owiec, oparta jest na wykorzystaniu proceséw immunologicznych. Stwierdzono, ze
zar6wno bierna jak i czynna immunizacja przeciw sterydom jajnikowym moze zwiekszy¢ stopien
owulacji i prowadzi¢ do uzyskania wiekszej liczby potomstwa u owiec. Obecnie wydaje sie, ze
stosunkowo wygodng metodg jest immunizacja owiec przeciw androstendionowi (4,5). Handlo-
wy produkt o nazwie Fecundin, jest juz stosowany na znaczng skale w hodowli owiec w Australii
i Nowej Zelandii. Osiagany wzrost plennosci stada wynosi co najmniej 30%. Immunizacje owiec
mozna stosowac réwniez w potaczeniu z synchronizacjg rui. Wyniki otrzymane z dotychcza-
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sowych doswiadczen nad stosowaniem immunizacji owiec nie wykazaty - co istotne - negatyw-
nego oddziatywania na ich plennos¢ w kolejnych latach eksploatacji rozptodowej. Trzeba
doda¢, ze metode immunizacji mozna takze stosowac z powodzeniem dla zwiekszenia odsetka
porodéw blizniaczych u bydta (4). Trzecia grupa metod wigze sie z uzyskaniem zwiekszonego
stopnia owulacji u owiec (6) jest oparta na stosowaniu melationiny. Jest to hormon produko-
wany w szyszynce z zachowaniem dziennego rytmu syntezy. Traktowanie owiec egzogenng
melationing powoduje wzrost stopnia owulacji. Podawana w formie podskdrnych implantéw na
30-40 dni przed standwka, prowadzita do zwiekszenia $rednio od 20 do 30 jagniat na 100
owiec (6). Stosowanie melationiny umozliwia jednak przede wszystkim wywotywanie rui i owu-
lacji u owiec poza sezonem rozptodowym. Praktyczna strona stosowania takiej regulacji cyklow
to uzyskiwanie jagniat w dowolnej porze roku.

Il. Superowulacja i przenoszenie zarodkow
jako metody przyspieszania postepu genetycznego

Szacuje sie, ze na catym Swiecie w 1986 r. przeprowadzono od 200 000 do 250 000 prze-
niesien zarodkow u bydta (7). Wskazuje to na stosunkowo szybki rozwoj stosowania metody,
ktéra w praktyce zaczeto stosowac z poczatkiem fat siedemdziesigtych. Metoda ta jest koszto-
wna, np. w Szwajcarii, w przypadku stwierdzonej cigzy, przy uzyciu wlasnej dawczyni i biorczyh
zarodkéw, wiasciciel ptaci okoto 1000 Fr S.

Przydatnos¢ metody wynika w pierwszym rzedzie z mozliwosci zwiekszania wydajnosci roz-
rodczej samic zwierzat jednorodnych, a to z kolei decyduje o lepszym wykorzystaniu poten-
cjalu genetycznego samicy i otwiera szanse bardzo istotnego przyspieszania postepu hodo-
wlanego. W poczatkowym okresie, superowulacje i przenoszenie zarodkéw wykorzystywano
dla zwiekszania liczby potomstwa od wybranych kojarzen w pierwszym rzedzie matek buhajéw
i grup rasowych, co - mimo rosngacej liczby przeprowadzonych zabiegéw - miato w znacznej
mierze charakter indywidualnych poczynan, lecz z czasem zostatlo wiaczone do krajowych pro-
graméw produkcji buhajéow, np. w NRD. Natomiast od 1983 r. metoda zostata przyjeta jako
podstawa nowej koncepcji programu hodowlanego okreslonego jako MOET {Multiple Ovulation
and Embryo Transfer). Koncepcje takg zaproponowali Nicholas i Smith (8). Od tego czasu
przybyto juz caly szereg réznych wersji tego programu, ktére ogdlnie dzieli sie na zamkniete
i otwarte programy MOET. W rezultacie oczekuje sie rozwoju zamknietych stad, wzglednie ze-
spotéw obor wigczonych do okreslonego programu MOET, w ktérych postep hodowlany
bedzie bardzo szybki w stosunku do pozostatego pogtowia. W ramach programu MOET beda
zatem produkowane buhaje, ktére dalej wykorzystywane zostang, za posrednictwem sztuczne-
go unasieniania, do ulepszania pogtowia masowego. Dodatkowg zaletg takiego rozwigzania
jest to, ze buhaje wprowadzane do inseminacji sg juz sprawdzone w ramach programu (na
siostrach wzglednie potsiostrach). Usuwa to konieczno$¢ prowadzenia kosztownych, a w prymi-
tywnych warunkach wiasciwie niemozliwych do realizacji, ewentualnie w najlepszym razie mato
doktadnych ocen, dokonywanych na podstawie uzytkowos$ci potomstwa. W sposéb najbardziej
uproszczony mozna powiedzie¢, ze przyspieszenia postepu hodowlanego mozna oczekiwac
w rezultacie lepszego wykorzystania potencjatu genetycznego samicy oraz w efekcie zmniej-
szania odstepu miedzy pokoleniami, bowiem ocene buhajéw przeprowadza sie na podstawie
wydajnosci petnych sidstr i polsidstr. Pierwszy program oparlty na tej koncepcji zostat urucho-
miony w 1987 r. w Anglii, pod nazwg Premier MOET Scheme i realno$¢ tej inicjatywy zostala
juz potwierdzona, o ile jeszcze nie efektami genetycznymi, to na pewno wartoscig finansowag
przedsiewziecia, ktére zostalo zakupione za bardzo wysoka kwote do dalszego prowadzenia-
w ramach Milk Marketing Board.

Warunkiem przydatnosci metod prowadzacych do podnoszenia wydajnosci samic jest ich
skutecznos$¢. Stymulacja mnogiej owulacji jest juz ustabilizowang metoda, ktéra pozwala na
uzyskiwanie z jednego pobudzenia okoto 6-8 zarodkéw. 2 tej liczby ocenia sie najczesciej 4-6
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zarodkow jako nadajgce sie do przeniesienia, a tutaj - zaktadajac 50-60% skuteczno$é, mozna
oczekiwa¢ 2-3 cielgt. Przyjmujac mozliwg do osiggniecia wydajno$¢ rozrodczg krowy, mozna
zatlozy¢, ze w rezultacie trzykrotnej stymulacji w ciggu roku, uzyska sie 15 zarodkéw z ktérych
po przeniesieniu do biorczyn, urodzi sie 8 cielat. Realnos¢ takich kalkulacji opiera sie na wy-
nikach, jakie uzyskiwano w praktyce przenoszenia zarodkéw u bydta w ostatnich latach i zosta-
ta potwierdzona wynikami otrzymywanymi w realizowanych juz programach MOET (9,10).

Podatno$¢ na pobudzanie do mnogiej owulacji wykazuje $rednio 75% kréw i wydaje sie,
ze jest to naturalna granica, ktorg trzeba uwzglednia¢ we wszystkich praktycznych zalozeniach
hodowlanego wykorzystywania metody. Badania, jakie byly i nadal sa prowadzone nad dosko-
naleniem metody, przyniosty wyrazny postep. Gtownymi osiagnieciami, jak sie wydaje, jest
frakcjonowane podawanie FSH i neutralizowanie dzialania anty-PMSG przy zastosowaniu
PMSG. Bardzo istotne znaczenie mialoby podniesienie liczby jakosciowo dobrych zarodkéw
oraz ograniczenie nie zaptodnionych oocytow. Wskazuje to na koniecznos$¢ prowadzenia badan
dotyczacych dojrzewania oocytow, owulacji i zaptodnienia in vitro.

Zarodki wyptukuje sie u bydta juz wylacznie metoda niechirurgiczng, na co pozwala tatwos¢
przechodzenia szyjki macicznej, natomiast przenoszenie niechirurgiczne znajduje czasem zasto-
sowanie alternatywne z przenoszeniem chirurgicznym. W praktyce Premier MOET Scheme (6)
wykazano blisko 3% przewage po chirurgicznym ET (62,5-65,3%).

Skutecznos$¢ przenoszenia zarodkéw uktada sie na poziomie 50-65% zaktadajac, ze sg to
zarodki wyselekcjonowane morfologicznie, ktére nie wykazujg odchylen od normy. Osiggana
skutecznos¢ zalezy od szeregu czynnikbw. Mozna tu wymieni¢ najwazniejsze: zapewnienie
wiasciwego srodowiska (media) w okresie, kiedy zarodek pozostaje poza organizmem zwierze-
cia, wtasciwa kwalifikacja zarodkdw, dobor odpowiednich biorczyn, a wreszcie - i moze przede
\Vszystkim - doswiadczony, dokladny i odpowiedzialny, tj. gotowy do ponoszenia konsekwencji
za swoje dziatanie zespol, ktéry wykonuje catos¢ prac, skladajacg sie na zabieg okreslany jako
.przenoszenie zarodkéw" (11).

lll. Zamrazanie komorek jajowych i zarodkow

Zamrazanie komoérek jajowych i zarodkéw, a wiec mozliwos¢ zatrzymania rozwoju catego
organizmu na czas praktycznie nieograniczony, otworzyto szereg mozliwosci dla badan biolo-
gicznych i genetycznych. RAwnoczesnie opanowanie tej metody przyniosto utatwienie w prak-
tycznym jej stosowaniu oraz stworzylo mozliwosci do realizacji nowych koncepcji hodowlanych.
Ponadto, utatwito miedzynarodowg wymiane materialu genetycznego poprzez wprowadzenie
obrotu zarodkami zamiast zwierzetami.

Opanowanie metod zamrazania zarodkéw ssakoéw wigze sie z postepem w zakresie kriobio-
togii, notowanym pod koniec tat szes¢dziesigtych i na poczatku lat siedemdziesigtych (12, 13,
14). Szczegolnie istotne okazaly sie te kierunki badan, ktére okreslaly zaleznos¢ przezywania
komorki po mrozeniu od takich czynnikow, jak jej wielkos¢, przepuszczalnos¢ btony komarko-
wej oraz rodzaju i koncentracji uzytego zwigzku ostaniajgcego (14). Najwazniejszym odkryciem
bytlo dos¢ precyzyjne obliczenie, potwierdzone pdzniejszymi wynikami doswiadczen, zwigzku
miedzy wielkoscig komorki a szybkoscia jej schtadzania. Z tych teoretycznych wyliczen wyni-
kato, ze dla organizmu wielkosci komorki jajowej ssakéw, odpowiednie jest szybkie schtadzanie,
wynoszace okoto 1°C/min. W oparciu o te zatozenia Whittingham i wsp. (15) oraz Wilmut (16),
jako pierwsi w 1972 r. uzyskali przezywanie znacznego odsetka mrozonych zarodkéw mysich.
Z prac tych wynikato, ze najwazniejszymi czynnikami decydujacymi o wysokosci stopnia prze-
zywania mysich zarodkéw sa: wolne zamrazanie utrzymujgce sie w granicach od 0,2 do
2,0°C/min, wolne rozmrazanie, wynoszace od 4 do 25°C/min, oraz uzycie dwumetylosulfotlenku
(DMSO) jako zwigzku ostaniajgcego. Stosujac te metode, w nieco zmodyfikowanej formie
(17,18), mozliwe stato sie skuteczne zamrazanie zarodkéw szeregu gatunkéw zwierzat gospo-
darskich, takich jak: bydto, owce, kozy, konie, a takze zarodkéw cziowieka. Nie udato sie do-
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tychczas zamrozi¢ zarodkow Swiniskich. Trzeba jednak podkresli€é, ze w wyniku procesu
zamrazania, pewna liczba komoérek zarodka ulega zniszczeniu, co obniza mozliwosci dal-
szego rozwoju mrozonych zarodkéw. Mozna przyja¢, ze wyniki przenoszenia mrozonych
zarodkéw bydlecych i owczych sg o okoto 20% nizsze od tych, jakie uzyskuje sie po prze-
noszeniu zarodkéw $wiezych. Odnosi sie to do zarodkéw w stadium moruli i blastocysty.
Zamrazanie zarodkéw znajdujacych sie we wczes$niejszych stadiach rozwojowych nastrecza
znacznie wieksze trudnosci.

Celem badan nad zamrazaniem zarodkow, jakie przeprowadzono w kolejnych latach, byto
poszukiwanie efektywniejszych i prostszych metod mrozenia i rozmrazania. Do wazniejszych zmian,
jakie wprowadzono do metod zamrazania, nalezg; zastgpienie DMSO przez gliceryne (19,20,21)
oraz skrdécenie czasu zamrazania (22,23). Jednak szczego6lnie waznym rozwigzaniem, z punktu
widzenia praktycznego, byto opracowanie metody jednostopniowego usuwania zwigzku osta-
niajgcego po rozmrozeniu zarodka przy uzyciu roztworu sacharozy (24,25).

Stosujac metody zblizone do uzywanych dla zamrozenia zarodkow, stato sie mozliwe row-
niez zamrazanie nie zaptodnionych komorek jajowych myszy (26,27,28), szczura i chomika
(26). Préby zamrazania niedojrzatych oocytow czy dojrzatych komoérek jajowych bydia (29),
wykazaly ich niskg przezywalnos¢ po rozmrozeniu.

Przedstawione techniki wymagaja stosowania urzadzei do kontrolowanego spadku tempe-
ratur, co w praktycznym stosowaniu metody stanowi pewng komplikacje. Potrzeba taka nie
wystepuje w przypadku zamrazania zarodka metodg witryfikacji. Jest to nowe podejscie do
problemu zamrazania, opierajace sie na rozpoznaniu, ze skoncentrowane zwigzki ostaniajgce
rozpuszczone w PBS, schtadzane do niskich temperatur stajg sie coraz bardziej lepkie i zesta-
lajg sie w formie zeszklonej. W 1985 r. Rail i Fahy (30), a nastepnie Scheffen i wsp. (31) wyka-
zali, ze zarodki mysie moga by¢ z powodzeniem zamrazane metodg witryfikacji. Przed mroze-
niem zarodki sg poddawane kilkuminutowej ekwilibracji w roztworach stanowigcych mieszanine

Rys.l. Jagnieta urodzone po przeniesieniu witryfikowanych zarodkow.
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zwigzkow ostaniajacych, np. glicerolu i 1,2-propanediolu. Nastepnie, sg umieszczane w miesza-
ninie witryfikacyjnej zawierajgcej wysoka koncentracje tychze zwigzkéw, po czym zarodki sg
przektadane wprost z temperatury pokojowej do cieklego azotu, lub par ciektlego azotu. Do-
tychczas metodg witryfikacji zostaly zamrozone oprocz zarodkéw mysich, takze zarodki innych
gatunkoéw ssakdéw, a mianowicie szczura (32), krélika (33), owcy (34) i bydta (35).

Mozna zaktada¢, ze w niedalekiej przysztosci witryfikacja stanie sie powszechnie stosowang
metoda kriokonserwacji oocytéw i zarodkéw ssakow.

IV. Bisekcja zarodkéw zwierzat gospodarskich

Bisekcja, czyli mikrochirurgiczne dzielenie zarodka na dwie czesci, jest metodg umozliwia-
jaca uzyskanie monozygotycznego potomstwa z jednego zarodka. Poza aspektem praktycz-
nym w postaci produkcji bliznigt, metoda moze znalez¢ zastosowanie réwniez w badaniach
nad wczesnym rozwojem embrionalnym oraz implantacjg. Metoda bisekcji zarodkéw moze by¢
ponadto wykorzystana do badan cytogenetycznych w tym réwniez do oznaczania ptci zarodka.

Schemat bisekcji blastocysty

Pierwsze préby uzyskiwania monozygotycznego potomstwa na drodze dzielenia morul i bla-
stocyst owczych, zostaly przeprowadzone przez Trounsona i Moora (36). W wyniku tych prac
uzyskano potomstwo z potdéwek zarodkéw, nie stanowigce jednak monozygotycznej pary.
Przeprowadzone kilka lat p6zniej przez Meinecke-Tillmann podobne proby uwiericzone zostaty
sukcesem, doprowadzity bowiem do uzyskania identycznych blizniat.

W latach osiemdziesigtych wykonano szereg prac z zakresu bisekcji zarodkdw zwierzat
gospodarskich, gtéwnie bydlecych (38,39,40,41), ale takze owczych (42,43), kozich (44), Swin-
skich (45) i konskich (46). W wyniku tych prac, u wszystkich wymienionych gatunkéw zwierzat
uzyskano juz monozygotyczne potomstwo.

Warunkiem petnego wykorzystania metody bisekcji w praktyce przenoszenia zarodkéw, jest
uzyskiwanie rezultatéw na wysokim i wyréwnanym poziomie, CO wigze sie z rozpoznaniem
czynnikow wpltywajacych na koncowa efektywnosé¢. Jednym z wazniejszych czynnikéw decydu-
jacych o pomysinym rozwoju potdéwek zarodkéw, jest wyjsciowa jakos¢ zarodkéw. Badania
Brema dowodzg (47), ze zadowalajgce rezultaty mozna uzyskac tylko po przenoszeniu potéwek
otrzymanych z tych zarodkdéw, o nie budzacym zastrzezen wygladzie morfologicznym. Obni-
zona jakos¢ zarodka wptywa drastycznie na pogorszenie wynikéw przenoszenia. Obserwowano
takze wplyw wieku zarodka poddawanego bisekcji na efektywnos¢ przezywania dzielonych
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Rys.2. Monozygotyczne jagnieta uzyskane po przeniesieniu blastocysty poddanej bisekcji.

zarodkéw. Williams i wsp. (41) uzyskali wyzsze wyniki przezywania zarodkéw poddawanych
bisekcji w stadium blastocysty w poréwnaniu z zarodkami w stadium moruli. Réwniez badania
Chesné i wsp. (42) wykazaty wzrost odsetka kotnych owiec po przeniesieniu potéwek otrzy-
manych z zarodkéw w bardziej zaawansowanych stadiach rozwoju.

W wiekszo$ci przeprowadzonych prac nad bisekcjg zarodkow, otrzymane potéwki ponownie
umieszczano w zastepczych ostonkach przejrzystych. Stosujgc ten sposéb postepowania
uzyskano u bydta efektywnos$¢ przenoszenia na poziomie od 16 do okoto 70% (38,39,40,48).
Umieszczenie potéwek zarodkdéw w zastepczych ostonkach przejrzystych jest zabiegiem dos¢
skomplikowanym, dlatego tez przenoszenie potdwek pozbawionych ostonek przejrzystych
(,nagie potowki”) znacznie upraszcza zabieg bisekcji. Wyniki przenoszenia potéwek nie umiesz-
czonych w ostonkach przejrzystych wykazaly mozliwo$¢ uzyskania ich petnego rozwoju in vivo
(49,50,51).

Jednym z czynnikdw gwarantujacych petny rozwoj zarodka, jest obecnos¢ niezbednej masy
komodrkowej. Z pracy Skrzyszowskiej i Smoraga wynika, ze w trakcie bisekcji dochodzi do strat
komoérkowych wynoszgcych 13-16% (52). Zachodzi wiec potrzeba stosowania technik ograni-
czajgcych straty komérkowe w trakcie bisekcji.

Kolejnym czynnikiem, ktéry moze wplywac¢ na skuteczno$¢ przenoszein dzielonych zarod-
kow, jest stosowanie hodowli in vitro potowek zaiodkéw przed ich przeniesieniem. Baker i wsp.
(53) stwierdzili, ze czas hodowli dtuzszy niz 4 godziny powoduje spadek przezywalnosci za-
rodkéw po bisekcji.

O efektywnosci przenoszenia dzielonych zarodkéw moga decydowac nie tylko czynniki
zwigzane bezposrednio z zarodkiem i warunkami bisekcji, lecz takze jako$¢ samic przeznaczo-
nych na biorczynie. Podkresla sie tutaj miedzy innymi potrzebe wyboru samic z dobrze wyksztatco-
nym ciatkiem zottym.
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Rys.3. Monozygotyczne cieleta uzyskane po przeniesieniu blastocysty poddanej bisekcji.

V. Mozliwos$ci oznaczania i regulacji ptci zarodkéw

U ssakéw o pici decyduje gameta meska. Jezeli plemnik zapladniajacy komorke jajowa
przenosi chromosom Y, wtedy powstajgca zygota jest samcem, a gdy zaptodnienie nastepuje
plemnikiem posiadajagcym chromosom X - powstaje zarodek o genotypie zenskim. Selekcja
plemnikéw ze wzgledu na przenoszony chromosom piciowy pozwolitaby na uzyskiwanie po-
tomstwa o pozadanej pici. Dotychczasowe préby rozdziatu plemnikéw oparte badz to na za-
ktadanych réznicach ich wielkosci i ciezaru (54,55), badz przy uzyciu metod elektroforetycznych
(56,57), czy eliminacji jednego typu plemnikéw przez zmiane pH, ci$nienia osmotycznego lub
poprzez uzycie filtréw sefadeksowych (58,59) nie przyniosty oczekiwanych rezultatow.

W zwigzku z rozwojem metod przenoszenia zarodkéw, zainteresowanie zostato skierowane
na okreslenie pici zarodka przed jego wprowadzeniem do drég rodnych zsynchronizowanych
biorczyn. Pozyskane we wczesnym stadium rozwoju zarodki, moga by¢ poddawane analizie
cytologicznej, a nastepnie przenoszone do drég rodnych. Podstawag cytologicznych metod
oznaczania pici zarodka jest dymorfizm chromosomoéw piciowych. Analiza chromosomalna ko-
morek zarodka znajdujacych sie w stadium metafazy podziatu mitotycznego, umozliwia okres-
lenie jego kariotypu. ldentyfikujgc chromosomy piciowe okresla sie ple¢ zarodka.

W potowie lat siedemdziesigtych Hare i wsp. (60) jako pierwsi opracowali cytologiczng me-
tode okreslania pici 12-15-dniowych zarodkéw bydlecych. W metodzie tej poprzez biopsje
uzyskuje sie komorki trofoblastu zarodka, ktére po krotkiej hodowli utrwala sie i banwi, a nastep-
nie przeprowadza sie ich analize chrornosomalng. Chociaz prawdopodobiehstwo oznaczenia
pici w ten spos6éb jest wysokie i wynosi okoto 70%, to metoda ta ma jednak powazne ograni-
czenia. Ze wzgledu na znaczne rozmiary kilkunastodniowych zarodkéw, zaréwno ich uzyski-
wanie, jak i przenoszenie odbywac sie musi przy zastosowaniu metody chirurgicznej. Wynikajg
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Z tego znaczne utrudnienia praktyczne. Ponadto zarodkéw w tym stadium rozwoju nie mozna
skutecznie zamraza¢. Cytologiczne oznaczanie pici wczesniejszych tzn. 6-7-dniowych zarod-
kéw jest rowniez mozliwe. Dla okre$lenia pici pobiera sie w tym przypadku okoto 10-20 ko-
morek. Konieczne jest jednak, aoy indeks mitotyczny tych zarodkéw nie byt nizszy niz 10%
(61). Dlatego gtéwnym czynnikiem limitujgcym stosowanie tej metody jest liczba i jako$¢ obser-
wowanych metafaz. Interesujgcg proba oceny pici jest metoda analizy cytologicznej potgczona
z bisekcjg morul lub blastocyst. W metodzie tej jedna z potéwek zarodka poddawana jest ana-
lizie chromosomalnej, druga - przenoszona bezposrednio lub zamrazana. Picard i wsp. (62,63)
wykazali, ze ple¢ moze by¢ oznaczona u 60% badanych zarodkéw, z czego ponad potowa
przezywa po przeniesieniu w stanie $wiezym, a okoto 20% po zamrozeniu.

Kolejna, cytologiczna metoda okreslania pici zarodkéw polega na identyfikacji w komérkach
zenskiego zarodka zinaktywowanego chromosomu X, przeksztalconego w pateczkowaty twor,
zwany ciatkiem Barra. Poprzez obserwacje chromatyny piciowej, oznaczono dotychczas ptec
5-dniowych zarodkéw kréliczych (64). Chociaz skuteczno$¢ oznaczania pici zarodkow kréli-
czych wynosita 75%, szersze zastosowanie tej metody jest niemozliwe, poniewaz u zarodkéw
innych gatunkéw ssakoéw identyfikacja ciatka Barra jest bardzo utrudniona. W przypadku zwie-
rzat gospodarskich doktadna obserwacje uniemozliwia granularna natura cytoplazmy (65).

Podsumowujgc poczynione na ten temat rozwazania trzeba stwierdzi¢, ze wymienione cy-
tologiczne metody oceny pici zarodkdéw sg w chwili obecnej zbyt skomplikowane, a ich sku-
tecznos¢ zbyt niska, aby mogly byé stosowane w praktyce.

Oprécz analizy cytologicznej, stosowana jest takze immunologiczna metoda okreslania pici
zarodka. Opiera sie ona na spostrzezeniu, ze w wysoko wsobnych szczepach myszy prze-
szczepy skérne pomiedzy poszczegolnymi osobnikami sg w duzym stopniu udane. Jedynie
fragmenty skoéry samca transplantowane na samice sg z reguly odrzucane. W zwigzku z tym,
ze genetyczng réznice miedzy dawca przeszczepu a biorca jest brak u tego ostatniego chromo-
somu Y, przyczyna tej immunologicznej reakcji jest pewien specyficzny meski antygen, wyste-
pujacy na powierzchni komérek samca, czyli antygen H-Y. Antygen ten wykryto dotychczas w
komérkach samcow szeregu gatunkow ssakow (65). Uwaza sig, ze jest to czynnik pobudzajgcy
rozwoj embrionalnej gonady w kierunku jader (67). Antygen H-Y nie jest specyficzny gatunko-
wo, dlatego produkujac przeciwciata przeciwko niemu poprzez immunizacje samic wysoko
wsobnego szczepu myszy komoérkami Sledziony samcOw tego samego szczepu oraz stosujac
metode immunofluorescencyjng, mozna okresli¢ pte¢ zarodkéw innego gatunku ssakow. Tym
sposobem wykrywano antygen H-Y na zarodkach bydlecych (66). Stosunkowo tatwo mozna
go byto zidentyfikowaé w stadium blastocysty identyfikacja antygenu H-Y byta znacznie utrud-
niona (66). White i wsp. (68) okreslali metoda immunologiczng ple¢ bydlecych zarodkéw od
stadium 16-komoérkowego do stadium blastocysty i wykazali, ze okoto 85% badanych zarod-
kéow moze by¢ skutecznie oznaczanych. Podobna skuteczno$¢ okreslania pici otrzymano ba-
dajac zarodki mysie oraz owcze i Swinskie (69,70). Chociaz technika oznaczania pici metodg
posredniej reakcji immunofluorescencyjnej jest stosunkowo skuteczna oraz szybka, ze wzgledu
na mozliwos¢ sklasyfikowania duzej liczby zarodkéw w krétkim czasie nie jest stosowana ru-
tynowo. Jedng z przeszkdd jest obserwowane obnizenie zywotnosci zarodkdw po ich ekspo-
zycji w surowicy odpornosciowej (66). Okazalo sie réwniez, ze jakos¢ zarodka jest czynnikiem
majacym wptyw na typ i stopien fluorescencji. Stabe jakosciowo zarodki, czesciowo zdegene-
rowane, wykazujg fluorescencje, ktdra nie jest zwigzana z ekspresja antygenu H-Y na zarodkach
wraz z jego rozwojem, powoduje obnizenie praktycznej warto$ci metody

Sposrdd innych metod okreslania pici zarodkéw na uwage zastugujg proby oparte na ana-
lizie metabolizmu. Stwierdzono bowiem niewielkie réznice miedzy zarodkami meskimi i zeriskimi
w intensywnosci niektérych proceséw biochemicznych. Rdéznice te przypisuje sie odmiennemu
kompletowi chromosomoéw ptciowych, wystepujacych u poszczegoélnych pici. Na chromosomie
X kodowanych jest wiele genéw, ktérych brak na chromosomie Y. Potencjalnie samica powinna
wiec produkowaé podwojng ilos¢ sprzezonych z chromosomem X enzymow w stosunku do
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wielkosci produkowanej przez samca. Tak sie jednak nie dzieje, gdyz w komdrkach soma-
tycznych samicy jeden z chromosoméw X jest inaktywowany. Inaktywacja ta ma jednak miejsce
dopiero w pewnym stadium rozwoju zarodka, zatem do momentu jej wystgpienia zarodki zen-
skie wykazujg dwukrotnie wyzszg aktywnos¢ enzymow sprzezonych z chromosomem X w porow-
naniu do zarodkdw mysich (71,72). Stwierdzono, ze w zarodkach myszy poziom a-galaktozy-
dazy, fosforybozylotransferazy guanozyno-hypoksantynowej (HGPRT) oraz dehydrogenazy
glukozo-6-fosforanowej (G6PD) jest zalezny od liczby chromosoméw piciowych (73).

Chociaz udalo sie juz okresli¢ pte¢ zarodkdw metodami opartymi na réznicach aktywnosci
wymienionych enzymoéw, to jednak gtéwnym mankamentem tych testéw jest zaréwno niezado-
walajgca jeszcze ich skutecznos¢ oraz negatywny wpltyw na zywotnos¢ zarodkéw. Prowadzone
sg rowniez proby oznaczania pici zarodka przy wykorzystaniu metody polegajgcej na wykry-
waniu meskich, specyficznych odcinkéw DNA (74,75,76). Ellis i wsp. (74) stosujac do przepro-
wadzenia testu wyekstrahowany DNA, oznaczyli ple¢ u ponad 70% 6- i 7-dniowych zarodkdéw
bydlecych, chociaz Vaimanowi i wsp. (76) nie udato sie powtorzy¢ tych wynikow.

Przedstawione metody pozwalajg do pewnego stopnia na okreslenie pici zarodkéw ssakéw.
Najbardziej jednak interesujacg z praktycznego punktu widzenia, metodg bytby skuteczny roz-
dziat plemnikéw ze wzgledu na przenoszony chromosom piciowy, a tym samym regulacja pici
na poziomie gamet. Praktyczne znaczenie stosowania metod regulacji pici w hodowli wynika
co najmniej z dwbdch powoddw. Po pierwsze, mozliwos¢ dysponowania zmieniong na korzysé
samic proporcja urodzonych zwierzat w stadzie wplywataby korzystnie na uzyskiwane efekty
genetyczno-hodowlane. Z drugiej strony, w przypadku przeznaczenia zwierzat na rzez, byloby
pozgdane dysponowanie osobnikami meskimi. Przyrosty potomstwa meskiego sg bowiem
o kilkanascie procent wieksze od zenskiego.

VI. Hodowla niedojrzatych oocytéw i zaptodnienie in vitro
jako metody produkcji gamet zenskich i zarodkéw

Potencjat rozrodczy samicy, okreslany liczbg pecherzykéw jajnikowych zawierajacych oocyty,
moze by¢ pehiej wykorzystany przez zastosowanie metod dojrzewania i zaptodnienia tych
oocytov\' w warunkach laboratoryjnych. W naszych badaniach (77) nad mozliwosciami uzysku
oocytow bydlecych u jatowek i kréw w wieku do 8 lat, wykazaliSmy, ze $rednia liczba peche-
rzykéw jajnikowych o Srednicy 2-6 mm wynosi 23 na sztuke. Liczba ta tylko nieznacznie
zmniejsza sie u krow w wieku 9 do 17 lat. Poniewaz cze$¢ uzyskanych oocytéw (40-50%)
przejawia rézny stopienn zaawansowania zmian atretycznych (77), wiec od jednej dawczyni moz-
liwe jest uzyskanie w zaleznosci od stosowanej metody uzysku, od 5 do 12 oocytéw przydat-
nych do hodowli in vitro.

Mozliwo$¢ spontanicznego dojrzewania oocytow ssakOw in vitro po uwolnieniu ich z peche-
rzykéw jajnikowych, zostata wykazana przez Picusa juz ponad 50 lat temu, jednakze dopiero
od dwoch ostatnich dziesiecioleci obserwuje sie znaczny wzrost zainteresowan tymi badaniami.

A. Dojrzewanie oocytéw in vitro

Metoda hodowli niedojrzatych oocytéw jest bardzo podobna dla wielu gatunkéw i wymaga
spetienia nastepujgcych warunkéw:

1. Dysekcja pecherzykdéw jajnikowych (u bydta o Srednicy 2-6 mm) dokonana w drodze:

a) aspiracji zawartosci pecherzyka za pomocg strzykawki i igly (naimmej wydajny sposob
pozwalajacy na uzyskanie 40-45% oocytéw (78), lub

b) rozrywania izolowanych pecherzykéw (78), czy tez

¢) nacinania powierzchni jajnika, prowadzgcego do uwalniania oocytéw z pecherzykow

2. Selekcja oocytow. Uzyskane oocyty poddawane sa starannej selekcji morfologicznej,
w efekcie ktorej do hodowli przeznacza sie 50-60% oocytow (78) Celem tej selekcji jest elimi-
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nacja oocytéw wykazujacych jakiekolwiek oznaki atrezjii tak w cytoplazmie oocytu, jak i w ota-
czajacych oocyt komdrkach wzgdrka jajonosnego.

3. Umieszczenie w hodowli. Wyselekcjonowane oocyty, otoczone komdérkami wzgorka jajo-
nosnego, sa nastepnie przeptukiwane kilkakrotnie w pozywce i umieszczane w hodowli. Naj-
czesciej stosowang pozywke stanowi obecnie podtoze TC 199, uzupetnione rujowg surowicg
bydleca (79,80) badZ surowicg ptodowa i dodatkami hormonalnymi (81,82). Ponadto, dodawa-
na jest populacja komorek ziarnistych pecherzyka jajnikowego w ilosci 1-5 x 108/1 ml pozywki
(81,82,83). Niezmiernie waznymi czynnikami prawidlowego przebiegu procesu dojrzewania sa
réwniez osmolowos¢ i pH pozywki, temperatura, wilgotnos¢ i odpowiedni sktad atmosfery ga-
zowej, a takze czas hodowli.

Najtatwiej dostrzegalnym wskaznikiem dojrzatosci oocytu jest mikroskopowa obserwacja
konfiguracji chromosomalnej stadium drugiej metafazy podziatu mejotycznego i/lub obecnosé
ciatka kierunkowego. Jednakze manifestujgca sie w ten sposéb dojrzatos¢ jadra komorki, nie
stanowi wystarczajgcego kryterium petnej dojrzatosci. Petna dojrzatos¢ oocytu wymaga bowiem
syntezy odpowiednich biatek cytoplazmy, ktére regulujg procesy mejozy, dekondensacje plem-
nikoéw, tworzenie meskiego przedjgdrza, zapoczgtkowanie podziatdéw mitotycznych zygot i pra-
widtowy rozwdj zarodkowy (84). Juz w 1955 r. Chang (85) wykazatl, ze procesowi dojrzewania
musi podlega¢ zaréwno jadro oocytu jak i cytoplazma, a kolejne doSwiadczenia (86) przyniosty
rozpoznanie, ze w procesie dojrzewania cytoplazmy oocytu fundamentalng role odgrywajg ko-
morki ziarniste pecherzyka jajnikowego, ktére modelujg synteze biatek i/lub polipeptydéw. Nie-
podwazalnym dowodem na absolutng niezbednos¢ komérek ziarnistych w procesie dojrzewa-
nia in vitro oocytow zwierzat gospodarskich, jest urodzenie sie potomstwa w wyniku
doswiadczen, w ktorych dojrzewanie oocytéw in vitro przeprowadzono w obecnosci komorek
ziarnistych (80,81,82,87,88,89).

B. Przygotowanie plemnikéw do zaptodnienia

Aby plemniki staly sie zdolne do penetracji oston jajowych, ti. komérek wzgoérka jajonosnego
i ostonki przejrzystej, musza przejs¢ kilkugodzinne procesy ,uzdatniania”, ktére w warunkach
naturalnych nastepuja w zenskich drogach rodnych. Procesy te, okreslane jako kapacytacja
i reakcja akrosomalna, mozna réwniez wywota¢ w warunkach laboratoryjnych. Reakcje akroso-
malng mozna zdefiniowac jako fuzje miedzy zewnetrzng btong akrosomu i btona plazmatyczng
plemnika, prowadzaca do uwolnienia zawartych w akrosomie enzymoéw trawiennych. Zdefinio-
wanie procesu kapacytacji jest natomiast zadaniem znacznie trudniejszym, bowiem nie obser-
wuje sie w tym procesie zadnych zmian morfologicznych. Wiekszo$¢ teorii na temat kapacytaciji
opiera sie na zatozeniu, ze btona cytoplazmatyczna plemnika w ejakulowanym nasieniu jest
pokryta licznymi drobinami cholesterolu, biatek i glikoprotein, ktdre jg stabilizujg. Dziatanie en-
zymoéw drég rodnych prowadzi do usuniecia tych drobin z btony plazmatycznej okrywajgcej
plemnik, co wywotuje zwigekszenie jej ptynnosci i przepuszczalnosci dla jonéw Ca’™ (90,91,92).

Istnieje caly szereg substancji, jondw i innych czynnikéw regulujgcych przebieg obu rodza-
joéw reakcji. Oprocz wymienionych wczesniej enzymow drog rodnych, wymieni€ tu nalezy kwasy
y3-aminowe (93), katecholaminy (94), albumine (95), glukozoaminoglikansy GAGs (96,97), jony
Ca"” Mg"™ Na®, K?, Zn*™ | HCoz"(es), a takze temperature srodowiska (98,99). Kluczowym
regulatorem przebiegu kapacytacji i reakcji akrosomalnej sg jony Ca' (91,99,100). Wnikajace
do plemnikéw jony Ca"™” stymulujg fosfolipazy do produkcji lizofosfolipidéw, powodujg pecznie-
nie oraz fuzje bton plemnikowych, biorg udziat w aktywacji proakrosyny i aktywnosci akrosyny,
wspotdziatajg z jonami Mg”™, jako jeden z gtéwnych mechanizméw regulujacych przebieg
reakcji akrosomalnej.

Istnieje caly szereg metod kapacytacji nasienia buhaja in vitro, jak:

1) kapacytacja w ptynie hyperosmotycznym HIS (101,102);

2) diugotrwata inkubacja (18-24 godzin) (103);

3) kapacytacja w obecnosci kofeiny (104,105);
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4) przemywanie plemnikdéw w gradiencie percollu, nastepujace po inkubacji w podwyzszo-
nej koncentracji (106);

5) nkubacja w podwyzszonym, niefizjologicznym pH (107);

6) nkubacja w obecnosci lizofosfolipidéw (108);

7y nkubacja z heparyng (80,81,88,109,110,111);

8) nkubacja w ptynie pecherzykowym (112).

Dotychczas uzyskano cieleta i cigze w tych przypadkach, gdy do zaptodnienia oocytéw
uzywano plemnikéw kapacytowanych przy uzyciu roztworu hypertonicznego (101,102), hepa-
ryny (80,81,88,109,110), kofeiny (104,105) oraz gradientu percollu (106). Mimo tej r6znorodnosci
metod kapacytacji nasienia buhaja wydaje sie, ze w chwili obecnej najbardziej skuteczng, po-
zwalajgca na uzyskanie wysokiego - bo osiagajgcego nawet powyzej 70% odsetka zaptodnien
i powtarzalnych wynikéw, jest potaczenie kapacytacji przy uzyciu heparyny z rozdzialem plem-
nikdw. Proces ten nastepuje przy zastosowaniu techniki ,podptywania’” swim up. Najbardziej
ruchliwe plemniki podplywajg w gorne partie pozywki i te plemniki uzywane sg do zaptodnienia).
Istotng zalefg tej metody, szczegdlnie w poréwnaniu z metodg kapacytacji plemnikow w ptynie
hyperosmotycznym, jest jej wysoka efektywno$¢ przy kapacytacji nasienia mrozonego.
Z praktycznego punktu widzenia - stanowi najbardziej pozadang alternatywe dla przysziego
rozwoju metody zaptodnienia in vitro.

Zaptodnienie

Dojrzale oocyty umieszcza sie w pozywce do zaptodnienia, dodajagc 1-1,5 x 10@ ptemni-
kéw/1 ml. Nastepnie gamety inkubuje sie razem przez 6-20 godzin, przy zachowaniu odpowied-
nich warunkéw termicznych (temp. 38-39° C), gazowych (5% CO- w powietrzu) i wilgotnosci.
Po tym czasie oocyty przenoszone sg do Swiezej pozywki, oczyszczane z przylegajgcych plem-
nikdw i umieszczane w hodowli bgdZ przenoszone do jajowoddw biorczyn posrednich na 5-7 dni.

Rozwdj zarodkowy zygot

W chwili obecnej najlepsze wyniki rozwoju zarodkowego zygot bydlecych obserwuje sie po
ich przeniesieniu na kilka dni do jajowodu biorczyni posredniej, ktérg moze by¢ krowa (101,109),
owca (79,82,88) lub krdlik (88,102,105,111). Zabieg ten jest jednak kiopotliwy, gdyz wymaga
dwukrotnej interwencji chirurgicznej, a ponadto w trakcie tych zabiegéw cze$¢ komoérek jest
gubiona. Stad tez prowadzone sg intensywne poszukiwania kilkudniowej metody hodowli za-
rodkéw w warunkach in vitro. Ten etap pracy jest do tej pory ciagle jeszcze najbardziej newral-
gicznym punktem limitujgcym rozwdj metody. Niskg efektywnosé rozwoju wczesnych stadiow
zarodkowych obserwuje sie nie tylko w przypadku zarodkéw bydlecych, dotyczy ona réwniez
zarodkéw innych gatunkéw ssakéw, jak owca, Swinia. Podejmowane sg préby poprawy wa-
runkéw hodowli przez prowadzenie wspolhodowli komérkowych z pecherzykami trofoblastycz-
nymi (113,114) z nabtonkiem jajowodu (105,115,116) lub macicy (117), komérkami wzgorka
jajonosnego (28), komérkami owodni (105) czy tez w hodowli w zaptodnionym jaju kurzym
(118). Modyfikacje pozwalajg wprawdzie na pewne zwiekszenie liczby zarodkéw rozwijajgcych
sie do stadium blastocysty, jednakze ciagle jeszcze nie znaleziono w petni zadowalajgcego
rozwigzania.

Mozliwosci wykorzystania zaptodnienia in vitro

Metoda zaptodnienia in vitro stwarza szereg mozliwosci praktycznego wykorzystania,
a mianowicie;

1. Produkcja zarodkéw na potrzeby przenoszenia zarodkow.

2. Produkcja zarodkéw o Scisle-okreslonym stadium rozwoju dla uzyskania transgenicznego
potomstwa.
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3. Ocena zdolnosci zapladniajgcej nasienia (test penetracji pozbawionych ostonek przej-

rzystych jaj chomiczych).

4. Ocena kariotypu samca.
5. Uzycie metody w przypadkach niektérych zaburzeh ptodnosci zwigzanych z jajowodem

tub macica.

=

6. Uzyskiwanie duzej liczby pélrodzenstwa w tym samym czasie.
7. Zaptodnienie mrozonych oocytow.
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Increase of reproductive performance of female and manipulation on
gametes and embryos as basis for new methods in animal production

Summary

The paper presents the main practical methods and experimental subjects in the biotechnology of
reproduction in farm animals: estrus synchronisation, induction of ovulation in anestrus ewe, increasing
of reproductive performance in the ewe, superovulation and embryo transfer, oocyte and embryo preser-
vation, embryo bisection, sex determination, in vitro maturation and fertilization of the oocytes.
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