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Sexual maturity of mares and prospects for shortening the intergenerational period in horses

Summary

The aim of the study is to present current knowledge on the mechanisms regulating puberty in mares and
the possibility of shortening the intergenerational period in horses through modern animal reproduction
biotechnology. The study discusses fetal sex recognition in horses by means of ultrasound, pre- and postnatal
development of mare gonads, oogenesis and folliculogenesis, as well as the process of selection and elimination
of oocytes. It also describes the role of gonadotropins, ovarian hormonal activity and morphological changes
occurring during sexual maturation. It has been shown that about 37% of mares attain sexual maturity in the
first year of life. It has also been documented that one-year and two-year-old fillies produce normal embryos
that can be used for transplantation and give offspring. It has also been proved that embryos can be produced
in vitro from oocytes of juvenile mares. There is hope that acquiring preantral follicles from the ovary and
their in vitro culture until the oocyte reaches full maturity for fertilization will permit us to obtain embryos and
offspring from mares, including those sexually immature. These methods, combined with in vitro fertilization
and embryo transfer techniques, have already made it possible to obtain normal embryos and even live-born

offspring in other mammals.
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W hodowli zwierzat gospodarskich coraz czesciej
dazy sie do skracania okresu migdzypokoleniowego,
aby w ten sposob uzyskac szybszy postep genetyczny.
U koni okres miedzypokoleniowy jest dlugi 1 wynosi
od 7 do 10 lat. Nic dziwnego, iz wielu hodowcom za-
lezy na skréceniu tego czasu, w taki jednak sposob, by
nie naraza¢ mtodocianych klaczy na negatywne skutki
wczesnej cigzy 1 porodu. Zbyt wczesne zazrebienie
opoOznia, a nawet hamuje rozwdj fizyczny klaczek,
niesie rowniez ryzyko ciezkich porodéw i rodzenia
niedorozwinig¢tych lub martwych Zrebiat.

Celem niniejszego opracowania byto przedstawienie
aktualnych informacji nt. mechanizméw regulujacych
dojrzewanie piciowe klaczy oraz mozliwosci skra-
cania okresu miedzypokoleniowego u koni poprzez
wykorzystanie nowoczesnych biotechnik stosowanych
w rozrodzie zwierzat.

Prenatalny rozwéj gonad i drég rodnych

Oznaki réznicowania pici sg poczatkowo podobne
zardwno w zarodkach meskich, jak i zenskich. Uwaza
si¢, 1z rozwoj plci zenskiej jest procesem biernym i za-

chodzi tylko w przypadku braku czynnikow meskich,
uwarunkowanych obecnoscig chromosomu Y, a $cislej
ekspresja genu SRY (sex determination region Y)
w komorkach somatycznych niezr6znicowanych
ptciowo gonad (34). U koni proces ten ma miejsce
pomiedzy 39. a 45. dniem cigzy (32).
Rozpoznawanie plci plodu. Struktura anatomicz-
ng pozwalajacg na rozpoznanie pici ptodu jest guzek
ptciowy, z ktéorego u samca rozwinie si¢ pracie,
a u samicy techtaczka. U 30-dniowego ptodu konia
ma on okoto I mm dlugosci, w 36. dniu jest juz wy-
raznie wyksztalcony i znajduje si¢ migdzy tylnymi
konczynami, w potowie dlugosci pomigdzy ogonem
a sznurem pgpowinowym. U plodu zenskiego w trakcie
dalszego rozwoju guzek piciowy migruje do okolicy
odbytu, a u samca przesuwa si¢ ku pepowinie. U koni
za pomocg badania USG przez prostnice, potozenie
guzka plciowego (tym samym ple¢ ptodu) mozna
rozpozna¢ najwczesniej w 40.-45. dniu, a najtatwiej
w 59.-68. dniu cigzy (11, 16). Pomiedzy 90. a 150.
dniem u wigkszos$ci ptodéw meskich (73%) widoczne
jest juz pracie i napletek, zas u zenskich (70%) gona-
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dy. Kotoyori i wsp. (15) przedstawili trojwymiarowy
obraz USG narzadow plciowych ptodéw koni obu pici
pomigdzy 63.-76.190.-150. dniem cigzy. Warto zazna-
czy¢, iz po 70 dniu cigzy ptod wykazuje tendencje do
glebszego ulozenia w macicy i jego ultrasonograficzna
lokalizacja jest utrudniona, a czgsto wrgez niemozliwa
(16). Po 100. dniu, ptéd znéw jest widoczny w macicy
1 moze by¢ diagnozowany za pomocg USG zaréwno
per rectum, jak 1 przez powloki brzuszne. Optymalnym
okresem rozpoznania ptci ptodu u koni przy pomocy
USG jest 120.-210. dzien cigzy.

Rozwdj gonad. U koni rozwo6j gonad ptodowych
wiaze si¢ SciSle ze stanem jajnikdw matki 1 st¢ze-
niem steroidow ptciowych w jej organizmie. Wzrost
gonad ptodu obu pici nast¢gpuje rownoczesnie ze
zmniejszaniem si¢ wielko$ci jajnikéw matki. Jajniki
ptodéw i Zrebiat nie przypominaja gonad klaczy
dorostych. W 40.-45. dniu cigzy sa one niewielkie
(1,4 x0,5 % 0,5mm; waza < 1 g), owalne i z6lto-biale,
natomiast u starszych ptodéw obu plci przyjmujq bar-
we brazowa. W dniu 60., kiedy jajniki matki osiagaja
maksymalne rozmiary, gonady ptodéw sa nadal mate.
Ich szybki rozwdj nastepuje po 100. dniu cigzy i osiaga
szczyt pomigdzy dniem 220. a 250. (11). Tanaka i wsp.
(30) podaja, ze pomiedzy 150. a 200. dniem cigzy
srednia masa jajnikéw ptodéw koni ras szlachetnych
wynosi §rednio 90 g i wzrasta do 115 g pomiedzy
200.-250. dniem. W tym czasie masa gonad matki
wynosi, odpowiednio, 49 144 g.

Wazrost wielko$ci gonad ptodu spowodowany jest
przez hipertrofi¢ 1 hiperplazj¢ komoérek srodmiazszo-
wych. Komorki te znajduja si¢ w warstwie rdzennej
gonady, maja cechy komorek steroidogennych i praw-
dopodobnie biorg udziat w produkcji estrogenow
obecnych w tym okresie cigzy w ustroju matki (26).
Obustronne usunig¢cie gonad ptodu pomiedzy 197.
a 250. dniem cigzy powoduje gwattowny spadek
stezenia estrogenéw w krwiobiegu matki do poziomu
podstawowego, nie wywiera jednak wptywu na steze-
nie progesteronu w surowicy krwi klaczy i cigza konty-
nuowana jest do porodu (25). Masa gonad ptodowych
maleje po 250. dniu cigzy i u noworodkéw waha sie,
w zalezno$ci od rasy koni od 5 do 20 g.

Warstwa rdzenna i korowa w jajnikach klaczy.
Rozrost komorek §rédmiazszowych w jajnikach pto-
du sprawia, iz warstwa korowa zostaje zepchnig¢ta do
warstwy brzusznej, a w toku dalszego rozwoju — do
wewngtrznej czgsci jajnika. Mozna przyjac, iz zjawiska
te maja swe konsekwencje w budowie anatomicznej
gonad klaczy dorostej, w ktorych potozona powierz-
chownie warstwa rdzenna prawie catkowicie okrywa
warstwe korowa. Pecherzyki jamiste (zwane antralny-
mi) wzrastaja wiec wewnatrz jajnika i podczas dojrze-
wania przemieszczajg si¢ w kierunku podscielonego
btong bialawa dotu owulacyjnego (miejsca kontaktu
warstwy korowej z powierzchnig jajnika), w obrgbie
ktorego u klaczy nastepuje owulacja. Od zewnatrz
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dot owulacyjny pokrywa nablonek powierzchniowy,
pozostata cze$¢ gonady okryta jest otrzewna. Ta specy-
ficzna budowa anatomiczna jajnika, jak réwniez mata
liczba pe;cherzyk(')w ] amistych wzrastajacych w cyklu
rujowym sprawiaja, iz u klaczy z reguly wyste;pujq
pojedyncze owulacje 1 u tego gatunku nie udalo si¢
dotychczas wywota¢ superowulacji w takim stopniu,
jak np. u przezuwaczy.

Rozwdj drog rodnych. Réwnolegle z rozwojem jaj-
nikow rozwijajg si¢ drogi rodne i zewng¢trzne narzady
plciowe. Przemianom w jajowody, macice i pochwe
wlasciwag ulegaja parzyste przewody pranerczowe
(kanaly Miillera). Przedsionek pochwy i zewngtrzne
narza}dy plciowe rozwijaja si¢ ze steku. W 100. dniu
cigzy rogi maciczne ptodu osw}gaje} srednic¢ okoto
1,0 x 0,5 cm. Komorki zrgbu i mig$ni gladkich macicy
nie s jeszcze catkowicie zroznicowane, zaznaczaja
si¢ jednak dwie warstwy btony mig§niowej macicy.
Nabtonek jest wysoki, kolumnowy pokryty warstwa
$luzowa. Od 150. do 160. dnia zycia ptodu s$rednica
rogébw macicy wynosi okoto 2,0 x 3,0 cm. Warstwa
mie;s'niowa ulega dalszemu zr6znicowaniu i uwidacz-
maja} 516; naczyma krwiono$ne. W 180.-200. dniu cia-
zy rogi 1 macica ptodu sg nadal niewielkie, lecz swa
budowg coraz bardziej przypominaja macic¢ klaczy
dorostych. Sutki w postaci bladych kropek o wielkosci
0,25 mm dostrzegalne sa w okolicy pachwinowej u obu
ptci w 55. dniu cigzy. Lechtaczka, w 100.-120. dniu
uzyskuje juz swoja ostateczng lokalizacje wewnatrz
dolnego spojenia warg sromowych, a gruczoly mle-
kowe uwidaczniajg si¢ w 300. dniu zycia ptodowego
klaczki (11).

Oogeneza i folikulogeneza

Oogenezg mozna podzieli¢ na dwa etapy, pierwszy
z nich zachodzi w zyciu plodowym a drugl u dojrza-
tej ptciowo samicy. Wraz z r6znicowaniem grzebieni
ptciowych (zawigzki gonad) w jajniki, pierwotne
komorki ptciowe przeksztatcajg si¢ w oogonia, ktore
namnazajg si¢ mitotycznie. Okoto 60.-70. dnia cigzy
oogonia stopniowo podejmuja mejoze (profaza pierw-
szego podzialu mejotycznego) i od tego momenty
zwane sg oocytami I rzedu. W toku rozwoju oocyty
otaczaja si¢ pojedyncza warstwa plaskich komorek
nablonkowych, na zewnatrz ktérych widnieje bto-
na podstawna. W ten sposob okoto 100. dnia cigzy
w jajnikach ptodu pojawiajg si¢ pierwsze pecherzyki
pierwotne. Pomigdzy dniem 180. a 200., kiedy oocyty
znajduja si¢ w stadium diplotenu profazy mejotycznej,
nastepuje zatrzymanie mejozy. Ta faza oogenezy jest
najdluzej trwajacym stadium i w zaleznosci od gatun-
ku, moze trwaé nawet kilkadziesigt lat (do momentu
wznowienia mejozy przez oocyt). Zwana jest rOwniez
diktiotenem, obejmuje proces wzrostu i aktywnosci
metabolicznej oocytu.

W chwili narodzin, w jajnikach znajduje si¢ juz
zdeterminowana liczba oocytoéw zamknigtych w pe-
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cherzykach, w réznych stadiach rozwoju. Najwiecej
z nich znajduje si¢ w pecherzykach przedjamistych,
gléwnie w pierwotnych, znacznie mniej w pecherzy-
kach pierwszego i drugiego rzedu, a proporcjonalnie
najmniej w pecherzykach jamistych. Pecherzyk jaj-
nikowy tworzy odpowiednie srodowisko dla oocytu,
jest miejscem jego wzrostu, dojrzewania i chroni przed
wplywem szkodliwych czynnikéw. Komorki ziarniste
1 ostonki wewngtrznej pecherzyka zawierajg receptory
dla czynnikow wzrostu i hormonoéw, ktére moduluja
rozwo0j oocytu i pecherzyka, biorg rowniez udziat
w procesie dojrzewania ptciowego samicy i regulacji
neuhormonalnej cyklu rujowego.

Selekcja i eliminacja oocytow. Uwaza si¢, iz
w okresie okotourodzeniowym zdecydowana wigk-
sz0$¢ (od 58-95%, zaleznie od gatunku) oocytow ulega
atrezji, kolejne 30% z pozostatej puli ulegnie degene-
racji zanim samica uzyska dojrzatos¢ ptciowa, a tylko
niewielki odsetek wznowi mejoze (13). Oszacowano,
ze w jajniku 6-9-miesigcznych klaczek znajduje si¢
od 9800 do 129 000 pecherzykow pierwotnych (19),
a w jajniku 2-4-letnich klaczy w zaleznosci od cech
osobniczych liczba ta maleje do 5600-75 000 (7).
Proces eliminacji pecherzykow pierwotnych przebie-
ga inaczej w jajnikach ptodowych niz po urodzeniu
1 prawdopodobnie nie zachodzi na drodze apoptozy
(31). Obejmuje on nie tylko pecherzyki, ale réwniez
pierwotne komorki ptciowe (przed rozpoczeciem me-
jozy) i przebiega przypuszczalnie na drodze autofagii
lub nekrozy. Proces ten jest bardzo stabo poznany.

Wznowienie mejozy. W jajnikach juz dojrzatych
ptciowo samic, w wyniku wylewu LH i1 pobudzenia
rozwoju wyselekcjonowanych pecherzykow antral-
nych nast¢puje wznowienie mejozy. Za mechanizm
selekcji odpowiada FSH. U klaczy wybor pecherzyka,
ktory bedzie si¢ rozwijat jako dominujacy 1 uzyska
stadium przedowulacyjne nastepuje, gdy osigga on
srednic¢ okoto 23 mm (10). Wznowienie mejozy
polega na progresji jadra oocytu ze stadium diplotenu
(profaza pierwszego podzialu mejotycznego), do sta-
dium metafazy II, w ktorym dochodzi do powtdrnego
zatrzymania mejozy. W wyniku zakonczenia pierwsze-
go podziatu mejotycznego i,,wyrzucenia” pierwszego
ciatka kierunkowego, zachodzi redukcja liczby chro-
mosomow 1 zawartosci DNA w oocycie, z wartosci
2n4c do 1n2c. Kolejne wznowienie mejozy nastepuje
dopiero po owulacji (w jajowodzie), po wniknigciu
plemnika i aktywacji oocytu. Ten ostatni dzielac sig,
,wyrzuca” drugie ciatko kierunkowe, a z nim poto-
we DNA. Ostatecznie, pozostata w komorce jajowe;j
zawarto$¢ zenskiego materiatu genetycznego wynosi
In1cDNA. Niezaptodniona komoérka jajowa (oocyt)
ulega degeneracji. Oogeneza zapoczatkowana w cza-
sie rozwoju ptodowego, trwa zatem przez cate zycie
klaczy. Kazdy oocyt przechodzi swoja wiasng mejoze,
a pecherzyk folikulogenezg 1 tylko niewielka liczba
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pecherzykow i zawartych w nich oocytéw dojrzewa
do owulacji.

Gonadotropiny i aktywno$¢ hormonalna jajnikéw
dojrzewajacych klaczy

Zasadniczy wplyw na dojrzewanie plciowe wywiera
GnRH i hormony gonadotropowe przysadki moézgo-
wej. U nowo narodzonych zrebigt poziom LH i FSH
w surowicy krwi jest niski (< 2 ng/ml). Jednak u kla-
czek w pierwszym dniu po urodzeniu st¢zenie LH jest
nieco wyzsze niz w dniach nastgpnych i w porownaniu
do stezenia obserwowanego u ogierkow. Stezenie
FSH z kolei, w pierwszych 9 dniach zycia u klaczek
1 ogierkOW utrzymuje si¢ na tym samym poziomie.
Okoto miesigca przed pierwsza owulacja rozpoczyna
si¢ stopniowy wzrost stezenia LH u klaczek od pozio-
mu ok. 2 ng/ml. Stezenie FSH u klaczek urodzonych
w maju wzrasta w miesigcach letnich i maleje jesienia,
po czym ponownie wzrasta w styczniu. Ta tendencja
wzrostu utrzymuje si¢ do kwietnia-maja, do czasu
wystapienia pierwszej owulacji (6, 11).

W pierwszym dniu po urodzeniu sig, st¢zenie pro-
gesteronu i estradiolu w plazmie krwi obwodowej Zre-
bigcia jest wysokie, wynosi okoto 5,52 ng/ml i 154 pg/
ml, odpowiednio, po czym stopniowo maleje osiggajac
juz od okoto drugiego tygodnia zycia bardzo niskie
wartosci (6, 23). Uwaza si¢, ze hormony obecne we
krwi nowo narodzonych zZrebiat sg pochodzenia tozy-
skowego, co potwierdza immunoekspresja podstawo-
wych enzymow steroidogenezy, stwierdzona w drugie;j
potowie cigzy w lozysku klaczy (1). Ostatnie badania
wskazuja iz jajniki niedojrzatych ptciowo klaczy sa
zdolne do steroidogenezy. Stwierdzono immunoek-
spresje aromatazy (enzym niezbedny w biosyntezie
estrogenéw) w warstwie ziarnistej pecherzykow an-
tralnych oraz receptoréw androgenowych w jajnika
niedojrzatych i dojrzatych ptciowo klaczy (19, 20,
22). U niedojrzatych ptciowo klaczek poziom estra-
diolu w ptynie pgcherzykowym (20), jak i estradiolu
oraz progesteronu w surowicy krwi obwodowej (6) sa
jednak niskie 1 wzrastaja dopiero w trakcie pierwszego
cyklu rujowego, uzyskujac wartosci zblizone do ob-
serwowanych u klaczy dorostych.

Zmiany w jajnikach w trakcie dojrzewania
ptciowego klaczy

Jajniki nowo narodzonych Zrebigt maja gtadka
powierzchni¢ 1 symetryczny, owalny ksztatt. W mia-
re¢ dojrzewania klaczki, jajniki staja si¢ nerkowate
z wyraznie zaznaczonym dotem owulacyjnym. U trzy-
miesiecznych Zrebiat, jajnik w gornej czesci (mniej
wiecej do potowy) pokryty jest otrzewng, natomiast
jego brzuszng powierzchni¢ okrywa nabtonek po-
wierzchniowy. Warstwa korowa znajduje si¢ wow-
czas w brzusznej czg$ci jajnika, powyzej zagtebienia,
w ktérym pomiedzy 5. a 7. miesigcem zycia klaczki
powstanie dot owulacyjny (32). Pozbawiona otrzewnej
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powierzchna jajnika stopniowo zmniejsza si¢ i osta-
tecznie u dojrzalej klaczy pozostaje tylko w obszarze
dotu owulacyjnego. Na przekroju poprzecznym,
w okolicy wielkiej krzywizny tkanka jajnika klaczki
jest migkka i ciemnobrunatna, a w okolicy dolu owu-
lacyjnego przechodzi w twarda, zottawa strukture.
Barwa ciemnobrunatna jest prawdopodobnie wynikiem
przerostu tkanki $rédmigzszowej lub nagromadzenia
w tej okolicy zbednych komoérek pochodzenia $réd-
migzszowego (pozostatych z okresu plodowego) albo
makrofagow. Zabarwienie to zanika w ciggu kolejnych
2-3 lat, w konsekwencji gonady klaczy doroste;j staja
si¢ jednolicie cielisto-zottawe (11).

Pierwsza owulacja w zyciu klaczy wyznacza jej
dojrzato$¢ ptciowa. Mtodawska i Okolski (21) na
podstawie oceny morfologii jajnikéw (obecnosci cia-
tek zottych) klaczek roznych ras poddanych ubojowi
w wieku okoto < 10, 12 1 18 miesigcy wykazali, ze
36,7% klaczy uzyskuje dojrzato$¢ piciowa w pierw-
szym roku zycia. Masa jajnikéw dziesigciomiesi¢cz-
nych klaczek wynosita $rednio 23,7 g, rocznych 27,2 g,
a osiemnastomiesiecznych 37,4 g. Liczba pgcherzykow
antralnych, zwlaszcza matych (< 10 mm) byta nieco
wyzsza (11,4/jajnik) u dziesieciomiesiecznych niz
starszych klaczek (7-7,8/jajnik). Natomiast odsetek
par jajnikow (tym samym klaczek) z pecherzykiem
przedowulacyjnym lub ciatkiem z6itych wzrastat
z wiekiem i wynosit 7,0 1 9,3% dla dziesigciomie-
siecznych klaczek oraz 42,6 1 59,6%, odpowiednio,
dla klaczek w wieku okoto 18 miesiecy (21). Wsrod
oocytow pobranych z jajnikéw zrebigcych, 36,3%
miato wielowarstwowy zwarty wzgdrek jajono$ny,
a 48,8% rozproszony. Z pozostatych, 7% otoczonych
byto tylko wiencem promienistym, a 7,9% wykazy-
wato oznaki degeneracji (zbita cytoplazma, ciemne
grudki, fragmentacja, brak komorek pecherzykowych).
Budowa morfologiczna oocytow zrebiat nie roznita si¢
od oocytow klaczy dorostych. Oocyty mlodocianych
klaczy byty gldwnie w stadium diktiotenu i miaty jadro
w formie tzw. pecherzyka zarodkowego (GV: Germial
Vesicle) lub w stadium jego rozpadu (21).

Okres dojrzewania ptciowego uwaza si¢ za za-
konczony w chwili, gdy cykl rujowy samicy jest juz
regularny i w wigkszo$ci konczy si¢ owulacja. Wiek
osiggania dojrzato$ci ptciowej przez klacze jest rozny
1 zalezy od sezonu, warunkoéw utrzymania, Zywienia,
rasy. U dobrze odzywionych i zdrowych klaczek uro-
dzonych w pierwszej potowie roku (styczen-czerwiec)
pierwsza owulacja pojawia si¢ na wiosn¢ nastgpnego
roku. Natomiast klaczki urodzone w drugiej potowie
roku (lipiec-grudzien) najczesciej uzyskuja dojrzatosée
plciowa pdzniej (w wieku > 20 miesiecy), jednak te
bardzo dobrze Zywione mogg uzyska¢ dojrzatos¢ picio-
wa juz w plerwszym sezonie rozrodczym tj. w wieku
okoto 8-10 miesiecy (4, 11). Stres zwigzany z choroba-
mi moze spowodowac opdznienie dojrzatosci ptciowe;.
Klacze ras zimnokrwistych i prymitywnych uzyskuja

401

dojrzato$¢ ptciowa w sprzyjajacych warunkach krotko
po ukonczeniu pierwszego roku zycia.

Skracanie okresu migdzypokoleniowego u koni

Mitchell i Allen (18) badali ptodnos¢ klaczek rocz-
niakow. Sposrod 137 klaczek utrzymywanych wolno
na pastwisku pokrytych przez ogiery tabunowe u 95
(69%) stwierdzili cigze, jednak tylko 18 (19%) z nich
urodzito zywe zreblegta a u pozostatych wystapita
resorpcja wezesnej cigzy, ronienie lub urodzenie mar-
twego potomka.

Transplantacja zarodkow. Panzani i wsp. (24)
uzyli 12-16-miesigcznych, dwuletnich i 3-12-letnich
klaczy jako dawczyn zarodkow, ktdre transplantowali
do klaczy biorczyn. Od najmtodszych klaczek uzyski-
wali (w stosunku do liczby wykonanych zabiegow)
okoto 48% zarodkow, od 2-letnich 75%, a od starszych
85%. Jednak, niezaleznie od wieku klaczy dawczyn,
po transferze zarodkow, uzyskali okoto 56% zrebnych
biorczyn. Wyniki te wskazuja, ze miode, rozwijajace
si¢ klaczki produkuja normalne zarodki, ktore mozna
wykorzysta¢ do transplantacji i uzyskac po nich potom-
stwo. Istnieje rowniez mozliwo$¢ uzyskania w jednym
sezonie od mtodocianych klaczek kilku zarodkéw po
réznych ogierach, tym samym sprawdzenia, ktory
z nich daje najlepsze potomstwo.

Pozaustrojowa produkcja zarodkow mlodocia-
nych samic. Amstrong i wsp. (2) po stymulacji hormo-
nalnej jajnikéw, pobrali poprzez laparotomi¢ i punk-
cj¢ pecherzykow jajnikowych oocyty od 10-12-tygo-
dniowych cielat oraz 6-8-tygodniowych jagniat. Uzy-
skane oocyty poddali dojrzewaniu oraz zaptodnieniu
in vitro. Otrzymali prawidlowo rozwinigte zarodki,
z ktorych po transplantacji do biorczyn urodzito si¢
normalne potomstwo. Kolejne badania (14) wykaza-
ty, ze mozna réwniez uzyskaé potomstwo z oocytow
pozyskanych z pecherzykow jajnikowy 56- 1 59-dnio-
wych cielat, ktérych nie poddano wczesniej zadnej
stymulacji hormonalnej. Ci sami autorzy sugeruja, ze
wielkos¢ pecherzykow jajnikowych nie ma istotnego
Wp}ywu na kompetencje rozwojowe in vitro 0ocytow
1 zarodkow.

Bezstresowe przyzyciowe pozyskiwanie oocytow od
bardzo mtodych klaczek jest jednak technicznie trudne
do wykonania. Mlodawska i Okolski (21) badali kom-
petencje rozwojowe oocytéw uzyskanych po uboju
od 6-18-miesi¢cznych klaczek. Oocyty te po hodowli
1 dojrzewaniu in vitro osiagaly stadium metafazy II
w zakresie od 31% do 44%.

Od starszych klaczy oocyty pobiera si¢ przyzyciowo
pod kontrolg USG, metoda OPU (ovum pic-up). Zabieg
wykonywany jest na klaczy stojacej w poskromie, po
uprzedniej sedacji. Istniejg dwie alternatywne meto-
dy postgpowania w pozyskiwaniu oocytow metoda
OPU. Jedna jest pobieranie poprzez aspiracj¢ ptynu
z pecherzyka przedowulacyjnego dojrzatych oocytow
tuz przed owulacja (w metafazie II). Druga metoda
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polega na aspiracji oocytow ze wszystkich pecherzy-
kéw antralnych obecnych w jajniku 1 widocznych na
obrazie monitora USG, niezaleznie od ich wielkosci.
Tak pozyskane oocyty musza by¢ jednak poddane
dojrzewaniu in vitro do stadium metafazy II.

Z powodu niezadowalajacych wynikow klasyczne-
go zaptodnienia in vitro (IVF) oocytow klaczy coraz
cze$ciej wykorzystywana jest metoda zaptodnienia
wspomaganego tzw. ICSI (intracytoplasmic sperm
injection) (9, 12). Zaptodnienie wspomagane wy-
konuje si¢ przy uzyciu mikroskopu wyposazonego
w mikromanipulator pozwalajacy na kontrolowane
wprowadzenie plemnika do oocytu (komorki jajo-
wej). Po iniekcji plemnika komoérka hodowana jest
w inkubatorze, a oznakg prawidtowego zaptodnienia
sa jej podziaty 1 dalszy rozwoj. Po 6-8 dniach hodowli
zarodki powinny osiagna¢ stadium moruli lub wczesnej
blastocysty 1 wowczas sg gotowe do transplantacji.

Sanchez 1 wsp. (27) porownywali kompetencje
rozwojowe zarodkow uzyskiwanych technikami OPU-
-ICSI z oocytdéw pobieranych od klaczy w wieku do
3 latiklaczy starszych > 3-24 lat. Aspirowano wszyst-
kie pecherzyki jajnikowe o $rednicy powyzej 5 mm
co 14-21 dni. Pozyskane oocyty hodowano in vitro do
stadium metafazy II, nastgpnie zaptadniano metoda
ICSI 1 hodowano kolejne 6-8 dni. Lacznie u 16 kla-
czy w wieku do 3 lat i 5 klaczy starszych, wykonano
30 sesji OPU. Podczas jednej sesji uzyskano taka
sama liczbg oocytow od klaczy mlodych i starszych
(odpowiednio: 10,2 i 11,8/klacz). Rowniez odsetek
dojrzatych oocytéw i dzielacych si¢ zarodkow oraz
blastocyst byt podobny w obu grupach i wynosit,
odpowiednio, 57,5% 72,3% 1 14,6% dla klaczy mto-
dych oraz 65,2% 80,6% 1 11,2%, dla klaczy starszych.
Wyniki te wskazuja, ze klacze mtode w wieku do 3 lat
mozna wykorzysta¢ w programie OPU-ICSI jako
dawczynie oocytow.

Ostatnio Choi i wsp (5) pobrali metoda OPU oocyty
od dwuletnich klaczek i po dojrzewaniu in vitro wy-
korzystali w klonowaniu somatycznym koni. Uzyskali
jedna klonalng blastocyste. Pomimo iz po transplan-
tacji zarodka nie stwierdzili cigzy, eksperyment ten
wskazuje na potencjalne mozliwosci wykorzystania
oocytow mtodocianych klaczy rowniez w programach
klonowania koni.

Pozyskiwanie i hodowla in vitro pecherzykow
przedjamistych. W ostatnich latach zarysowata si¢
mozliwo$¢ pozyskania pecherzykow przedjamistych
1 ich hodowli w warunkach in vitro, az do momentu
osiggnigcia przez oocyt pelnej dojrzatosci. Metody te
w polaczeniu z technikg zaptodnienia in vitro i em-
briotransferem stwarzaja nowe mozliwos$ci uzyskania
wielu zarodkéw od cennych genetycznie osobnikdéw
1 potomstwa od niedojrzalych piciowo samic, a tym
samym skracania okresu mi¢dzypokoleniowego.
U myszy procedury te zostaly opracowane juz do tego
stopnia, ze mozliwe byto warunkach in vitro dopro-
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wadzenie pecherzykéw przedjamistych do owulacji
1 zaplodnienia oocytdéw, a nawet oocytow z pecherzy-
kéw przedjamistych pobranych z jajnikow podanych
kriokonserwacji. Otrzymane zarodki transplantowano
biorczyniom, w wyniku czego uzyskano zywo urodzo-
ne myszy (8, 33). U $win (35), owiec (3) 1 koz (17)
z oocytow pochodzacych z pecherzykow przedjami-
stych uzyskanych poprzez biopsj¢ jajnika otrzymano
normalnie rozwijajace si¢ zarodki.

Proby pozyskiwania i dojrzewania in vitro pg-
cherzykow przedjamistych klaczy zapoczatkowane
przez Szlachtg i1 Tischnera (28, 29) i kontynuowane
w ostatnich latach przez innych autorow okazaly si¢
trudnym zadaniem. Gtéwna przeszkoda to wrazli-
wos¢ pecherzykow przedjamistych na enzymatyczne
sposoby izolacji z tkanki jajnika. Fakt, ze badania te
budza coraz wigksze zainteresowanie, pozwala mie¢
nadziej¢ na optymalizacj¢ metod pozyskiwania i ho-
dowli pecherzykow przedjamistych, co w przysztosci
umozliwi jeszcze petniejsze wykorzystanie potencjatu
rozrodczego klaczy.

PiSmiennictwo

1.4rai K. Y, Tanaka Y., Taniyama H., Tsunoda N., Nambo Y., Nagamine N.,
Watanabe G., Taya K.: Expression of inhibins, activins, insulin-like growth
factor-I and steroidogenic enzymes in the equine placenta. Domest. Anim.
Endocrinol. 2006, 31, 19-34.

2. Armstron D. T., Kotaras P. J., Earl C. R.: Advances in production of embryos
in vitro from juvenile and prepubertal oocytes from the calf and lamb. Reprod.
Fertil. Dev. 1997, 9, 333-339.

3. Arunakumari G., Shanmugasundaram N., Rao V. H.: Development of morulae
from the oocytes of cultured sheep preantral follicles. Theriogenology 2010,
74, 884-894.

4. Brown-Douglas C. G., Firth E. C., Parkinson T. J., Fennessy P. F.: Onset of
puberty in pasture-raised Thoroughbreds born in southern hemisphere spring
and autumn. EquineVet. J. 2004, 36, 499-504.

5.Choi Y. H., Ritthaler J., Hinrichs K.: Production of a mitochondrial-DNA
identical cloned foal using oocytes recovered from immature follicles of
selected mares. Theriogenology 2014, 82, 411-417.

6. Dhakal P, Hirama A., Nambo Y., Harada T, Sato F., Nagaoka K., Wata-
nabe G., Taya K.: Circulating pituitary and gonadal hormones in spring-born
Thoroughbred fillies and colts from birth to puberty. J. Reprod. Dev. 2012,
58, 522-530.

7. Driancourt M. A., Paris A., Roux C., Mariana J. C., Palmer E.: Ovarian fol-
licular populations in pony and saddle-type mares. Reprod. Nutr. Dev. 1982,
22, 1035-1042.

8. Eppig J. J., Schoeder A. C.: Capacity of mouse oocyte from preantral folli-
cles to undergo embryogenesis and development to live young after growth,
maturation and fertilization in vitro. Biol. Reprod. 1989, 41, 268-276.

9. Galli C., Duchi R., Colleoni S., Lagutina 1., Lazzari G.: Ovum pick up, intra-
cytoplasmic sperm injection and somatic cell nuclear transfer in cattle, buffalo
and horses: from the research laboratory to clinical practice. Theriogenology
2014, 81, 138-151.

10. Gastal E. L., Gastal M. O., Bergfelt D. R., Ginther O. J.: Role of diameter
differences among follicles in selection of a future dominant follicle in mares.
Biol. Reprod. 1997, 57, 1320-1327.

11. Ginther O. J.: Reproductive Biology of the Mare. Basic and applied aspects.
Equiservice, Wisconsin, USA 1992.

12. Hinrichs K.: Assisted reproduction techniques in the horses. Reprod. Fert.
Dev. 2012, 25, 80-93.

13. Hurk R. van den, Zhao J.: Formation of mammalian oocytes and their growth,
differentiation and maturation within ovarian follicles. Theriogenology 2005,
63, 1717-1751.

14. Kauffold J., Amer H. A., Bergfeld U., Miiller F., Weber W., Sobiraj A.: Offspring
from non-stimulated calves at an age younger than two months: a preliminary
report. J. Reprod. Dev. 2005, 51, 527-532.



Med. Weter. 2019, 75 (7), 398-403

15. Kotoyori Y., Yokoo N., Ito K., Murase H., Sato F,, Korosue K., Nambo Y.
Three-dimensional ultrasound imaging of the equine fetus. Theriogenology
2012, 77, 1480-1486.

16. Livini M.: Determination of fetal gender by transrectal ultrasound examination:
Field’s Experience. AAEP Proceedings 2010, 56, 323-327.

17. Magalhdes D. M., Duarte A. B. G., Araujo V. R., Brito I. R., Soares T. G., Lima
1. M., Lopes C. A., Campello C. C,. Rodrigues A. P, Figueiredo J. R.: In vitro
production of a caprine embryo from a preantral follicle cultured in media
supplemented with growth hormone. Theriogenology 2011, 75, 182-188.

18. Mitchell D., Allen W. R.: Observation on reproductive performance in the
yearling mare. J. Reprod. Fertil. Suppl. 1975, 23, 531-136.

19. Mtodawska W.: Struktura i aktywno$¢ jajnikow oraz kompetencja mejotyczna
oocytow w okresie dojrzewania piciowego klaczy. Rozprawa hab. Zeszyt 379.
Wyd. UR w Krakowie. 2013, 502, 1-109.

20. Mlodawska W., Grzesiak M., Kochan J., Nowak A.: Intrafollicular level of
steroid hormones and the expression of androgen receptor in the equine ovary
at puberty. Theriogenology 2018, 121, 13-20.

21. Mtodawska W., Okélski A.: Morphological characterization and meiotic compe-
tence of oocytes collected from filly ovaries. Theriogenology 2009, 71, 1046-
-1053.

22. Mtodawska W., Stomczyriska M.: Immunohistochemical localization of aro-
matase during the development and atresia of and atresia of ovarian follicles
in prepubertal horses. Theriogenology 2010, 74, 1707-1712.

23. Nakai R., Weng Q., Tanaka Y., Tsunoda N., Taniyama H., Haramaki S.,
Nambo Y., Watanabe G., Taya K.: Change in circulating follicle-stimulating
hormone, luteinizing hormone, immunoreactive inhibin, progesterone, testo-
sterone and estradiol-17p in fillies from birth to 6 months of age. J. Equine
Sci. 2007, 18, 85-91.

24. Panzani D., Rota A., Pacini M., Vannozzi I, Camillo F.: One year old fillies can
be successfully used as embryo donors. Theriogenology 2007, 67, 367-371.

25. Pashen R. L., Sheldrick E. L., Allen W. R., Flint A. P. F.: Dehydroepiandrosterone
synthesis by the fetal foal and its importance as an oestrogen precursor. J. Reprod.
Fert. 1982, Suppl. 32, 389-397.

403

26. Raeside J. I., Renaud R. L., Christie H. L.: Postnatal decline in gonadal secre-
tion of dehydroepiandrosterone and 3 beta-hydroxyandrosta-5,7-dien-17-one
in the newborn foal. J. Endocrinol. 1997, 155, 277-282.

27.Sanchez R., Herrera C., Blanco M., Rosati L., Lazzari G., Colleoni S., Sieme H.,
Galli C.: In vitro production of equine embryos by ovum pick up and intra-
cytoplasmic sperm injection in young mares. J. Equine Sci. 2016, 41, 77.

28. Szlachta M., Tischner M.: Isolation and short-term culture of preantral follicles
from mare ovaries. Proc. 14" Int. Con. Animal Reprod., Stockholm, Sweden
2000, 2, 224.

29. Szlachta M., Tischner M.: Morfologia i rozmieszczenie pgcherzykow przed-
jamistych w jajnikach klaczy. Med. Weter. 1998, 54, 679-682.

30. Tanaka Y., Taniyama H., Tsunoda N., Herath C. B., Nakai R., Shinbo H.,
Nagamine N., Nambo Y., Nagata S., Watanabe G., Groome N. P, Taya K.:
Localization and secretion of inhibins in equine fetal ovary. Biol. Reprod.
2003, 68, 328-335.

31. Tingen C. M., Bristol-Gould S. K., Kiesewetter S. E., Wellington J. T., Shea L.,
Woodruff T. K.: Prepubertal primordial follicle loss in mice is not due to clas-
sical apoptotic pathways. Biol. Reprod. 2009, 81, 16-25.

32. Walt M. L., Stabenfeldt G. H., Hughes J. P, Neely D. P, Bradbury R.:
Development of the equine ovary and ovulation fossa. J. Reprod. Fert. 1997,
Suppl. 27, 471-477.

33. Wang X., Catt S., Pangestu M., Temple-Smith P.: Successful in vitro culture
of pre-antral follicles derived from vitrified murine ovarian tissue: oocyte
maturation, fertilization, and live births. Reproduction 2011, 141, 183-191.

34. Wilhelm D., Palmer S., Koopman P.: Sex determination and gonadal devel-
opment in mammals. Physiol. Rev. 2007, 87, 1-28.

35. WuJ., Carrell D. T., Wilcox A. L.: Development of in vitro — matured oocytes
from porcine preantral follicles following intracytoplasmic sperm injection.
Biol. Reprod. 2001, 65, 1579-1585.

Adres autora: dr hab. Wieslawa Mlodawska, Al. Mickiewicza 24/28,
30-059 Krakow; e-mail: rzmlodaw@cyf-kr.edu.pl



