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W ostatniej dekadzie notuje się znaczne przy-
spieszenie w opracowaniu i wykorzystaniu prak-
tycznym nowych biotechnik w produkcji zrvie-
rzęcej. Dość powszechnie stosowana jest trans-
plantacja zarodków u zwierząt, która rv wielu
krajach przynosi wymierne efek,i;y w postaci
szybkicgo zrł,iększania pogłowia zwierząt o po-
żądanej rv;.rtcici }rodowlanej. Przenoszenie za-
rodkółv w połączeniu z technii<ą zapłodnienia
źn uźtro znajduje najszersze zastosowanie w po-
kony-waniu jałolvości szczegóInie w medycynie
1udzkiej, ale takze u zwierząt użytkowych (4).
Wartościo,"lie samice ze zmianami patologiczny-
mi macicy lub jajołvodów vrykluczającyrni użyt-
kowanie rozpłodowe, za pomocą tej techniki
mogą być włączone do reprodukcji (a). Ayalon
(1) podaje, że u krów wykazujących niepra-
widłowości w funkcjonowaniu narządów rod-
nych, liczbę nie za-
płodnione, oc ując za-
płodnienie in orczynie
można zmniejszyć straty zarodków spowodowa-
ne ich wczesną zamieralnością (5). Technika za-
płodnienia in uźtro umożliwia ocenę zdo]ności do
zapłodnienia zarówno oocytów, jak i plemni-
ków, a także efektywne wykorzystanie nasie-
nia cennych samców, a co za tym idzie 

- pro-
dukcję dużej liczby potomstwa od rodziców
wartościowych pod względem hodowlanym (4,
5).

st to problem e ważny,
ak doiyclrczas się zróŹ-
kcję na horm wane do

wywołania superowulacji, a jakoŚĆ zarodków
nie zawsze jest zadowalająca. Dlatego też rnoż-
liwośó badania tak wczesnych stadiów rozwoju
zaT określić którym
zac generacj ać czyn-
nik ch niski odnienia
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oocytów (13). W przypadku pobierania oocytów
niedojrzałych istnieje możliwośó rrstalenia w-a-
runków, w jakich zachodzi proces dojrzelvania
i zapłodnienia, a co za tym idzie - uzyskanie
dodatkow-eg a źr6dła zarodków ocl wartościor.rych
pod wziędem geneiycznyn sanric, skierowanych
na ubój z innyc'h powodów, aniżeli niepłodnośc
(30).

Komórkom pobran_vm z pęcherzyków jajni-
kowych należy zapcr,vnić i,n uźtra optymalne rva-
runki, niezŁlędne do osiągnięcia pełnej dojrzało-
ści.

Podstar,vowym problenrem jest dobór warun-
ków hodowli odporviednich dla oocytów róz-
nych gatunków zwierząt. Jednym z głównych
czynników wpływających na efektywność ho-
dowli oocytów są pożywki hodowlane, Składa-
ją się orre z bardzo rvielu komponentów: scle
mineralne, aminokwasy, związki energetyczne,
witaminy i antybiotyki (37). Pomyślne wyniki
daje hodowla ,ln użtro oocytów rnyszy w płynie
TCM-199 (6, B) lub w B}/IOC-Z (6), oocytów
bydła w płynie Tayroda (3, 18), w MEM (14),
rv FCS z dodatkami (34), w KRB (15), w TCM-
199 (21), w HAM-Flz (7I), oocytóv,r owiec w
M-199 (25, 27,32), w Dulbecco uzupełnionym
surorł,icą owczą (27), oocytów świń w KRB (15),
w M-199 (29) i w Menezo Bż (12). Czas hodowli
oocytów stosowany przez różnych badaczy wa-
ha się od 24 do 48 godzin (3,5, 14) a ternperatu-
ra, w której odbywa się hodowla od 37'C (6, 14,
l7, 32) do 39oC (3, 1B). Niezmienne natomiast
pozostają warunki gazowe hodo,wli. Oocyty ho-
dowane są w obecności 59/o CO, w powietrzu
przy 95Yo-l000/o wilgotności.

Kryterium dojrzałości oocytów jest osiągnię-
cie w trakcie hodowli stadium metafazy II, choć
nie jest to równoznaczne z pełną dojrzałością
cytoplazmy oocytu, konieczną do prawidłowego
przebiegu pTocesu zapłodnienia. Ponieważ źn
uiuo na zamknięty rv pęcherzyku oocyt dzia-
łają gonadotropiny i estrogeny (9,32), oczywis-
tą jest potrzeba dodania tych hormonów do ho-
dowli źn użtro. Flodując oocyty bydlęce w po-
żywce zawierającej różne kombinacje gonado-
tropin FSH i LH oraz sterydów osiągnięto 61,4

-74,10la 
doirzaĘrcfu oocytów (11), natomiast sy-

nergiczne działanie LH i estradiolu dało efekt w
postaci 62,6% oocytów bydlęcych w stadium me-
tatazy II. Zdaniem niektórych badaczy rola ste-
rydów w dojrzewaniu oocytów ssaków jest kon-
trowersyjna. łVydaje się, że sterydy nie rn,pły-
wają istotnie na dojrzewanie oocytó,"v, jako że
in}ribitory sterydów nie zapokliegają podjęciu
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procesu mejozy ptzez oocyty znajdujące się w
pęcherzykach poddanych działaniu LH l.n uźtro
(20, 36) Inni autorzy donoszą natonriast, że

dojrzewania cytoplazmy (24, 26). Niski pozionl
sterydów w otoczeniu dojrzełvającego oocytu
powoduje anona]ie zapłodnienia, opóźnia po-
dział i różnicorvanie komórek (24). Obnizając
poziom sterydów w hodo,1rli przez dodanie in-
hibitora sekrecji estrogenu i testosteronu Moor

zakończeniem hodowli. Znaczenie sterydów dla
dojrzewania oocytółv bydlęcych potwierdził w
swojej placy Fuktri i rł,sp. (9). Dodając do po-
żywki }Todowlanej estradiol lub progesteron ot-
rzymali odpowiednia 6I,7alłl i 55,2010 oocytów w
stadiu_nr rnetafazy II. Oocyty hodowane bez do-
datku hormonów'osiągnęły metafazę II w 47,8%,
W nrniejszym stopniu niż estradiol na dojrze-

22,37).

U ssaków gonadotropiny wywołują cytolo-
giczne i biochemiczne zmiany w pęcherzykach
jajniko,wych (12, 35). Następuje podwyższenie
sekrecji sierydów i poziomu prostaglandyny
(l2 l'SH powoduje dysocjację komórek kumu-
lus i wydzielanie przez nie substancji między-
komórkowej (matrix) złożonej z glikozoamino-
glikanów (m.in, kwas hialuronowy). Powoduje
to przer.łanie połączeń cytoplazmatycznych
rniędz3, oocytern a kornórkami kurnulusa, a co
za tyln idzie - przerwanie transportu do ko-
rnór,ki jajowej cAMP i inhibitora dojrzewania
oocytu OMI. Znaczne obni,zenie poziomu cAMP
i OMI jest prawdopodobnie sygnałem do pod-
1ęcia przez oocyt, zatrzymanego podziału mejo-
tycznego (35). Hodując irt uitro oocyty świń w
izolowanyc}r pęcherzykach jajnii.glł,zych z do-
datkami FSH i FSH+LH otrzymano BOło oocy-
tów w staCium metafazy I i II (12). W świetle
ostatnich badalr wydaje się, że FSH działa bar-
dziej aktywnie w pobudzaniu mejozy niz LH
(9, 12).

Aktywn2ść, jaką przejawiają hormony doda-
wane do hodowli zależy także, rniędzy innymi,
od sposobu hodowli (9). W swoich badaniach
Racowsky i wsp. (29) wykazali, że ani płyn pę-
cherzykowy, ani kornórki ziarniste hodowane
TazeTn z ooc5lfąlli świń nie wpływały hamująco
na podejmowanie mejozy. Podobne rezultaty
uzyskano hodując oocyty owiec z komórkami
folillularnymi w obecności gonadotropin i estro-

cych doj;:zewanie oocytórv.

Fukui i
dojrzełvan
pęcherzyk
obecności

poclrodzącymi z pęcherzyków mniejszych niż
3 mm (47% ciałek kierunkowych) i większych
nizfimm iaU-
torzy (10, óżnic
pod wzglę mię-
dzy oocvta ęche-
rzyków o różnej rvielkości.

Badania_ zależności między fazą cyklu płcio-
wego i nością oocytów do dojrzewania in
uźtio w ały, że cechy degeneracji kumulu-

larnej (45,9ło).

Wydaje się więc, że zastosow właściwych
warunków hodowli pozwoli na yskanie du-

4g7
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Wqrłość biologiczno nosienio buhoiów konserwowonego
z egzogennym zredukowonym glułotionem określono no podsiowie

cielności i wycieleń u krów
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żej liczby w pełni dojrzałych oocytów zatów,
no do badań podstawowych, jak i zabiegów
transplantacji i manipulacji zarodkami.
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Zredukowany glutation (GSH) w nasieniu
buhaja odgrywa ważną rolę w ruchliwości, me-
tabolizmie oraz ptzeżywalności plemników (3,
?, B, 9, 11, 14). Wykazany jest także udział egzo-
gennego GSH vr podtrzymywaniu zdolności za-
pładniającej plemników buhaja, aczkolwiek
wskaźnik cielności u krór,; charakteryzował się
dużą zmiennością (1, 12).

W zr.viązku z powyższym uzasadnione wyda-
je się przedstawienie wyników badań nad wpły-
wem dodatku zredukowanego glutationu do
mrożonego nasienia buhajów na cielność u krów.
Jednocześnie w celu pełniejszego udokumen-
towania doświadczenia, określono wskaźnik wy-
cieleń.

Materiał i metody

Do badań q,ykorzlzstano nasienie 4 buhajów w lvie-
krr 18 miesięcy użytkowarrych do rozrodu w stac ji
Hoclolł,li i Unasienianla Zwierzat w Olsztynie. Od każ-
dego buhaja w odstępach około 15-minutowych, po-
bra,no po 2 ejakulaty, które następ,nie łączono i okreś-
]ano ]toncentrację plemników w 1 mI nasienia me-
todą fotometryczną. Ejakulaty, których odsetek plem-
ników o ruchu postępowym był wyższy niż 60.'
dzielono na dwie równe porcje i konserwowano w roz-
rzedzalniku mleko.,lzo-żółtkowo-glicerolowym. Szczegó-
łowe postępowanie metodyczne opisano w poprzed-
niej pracy (10). Próbę biologiczną przeprowadzono na
]?9 kiowach unasienionych po raz pierwszy, w tym
91 nasieniem bez GSH i 88 nasieniem z GSH. Zabiegi
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unasieniania w okresie letnim wykonywało dwóch in-
seminatorów. Krowy poehodziły z gospodastw uspo-
łecznionych. Wszystkie czytrności. techniczne związa-
ne z zalriegiem unasieniania przeprowadzano wedłil
metody rutynowej zalecanej przez STJ|UZ. Skutecz-
ność zabiegów ustalono na podstawie badania w ce-
1u stwierdzenia ciąży wykonyrvanego pIzez lekarza
weterynarii powyżei 90 dnia od daty pierwszego una-
sieniania ora.z dat urodzeń cieląt.

W celu określenia zależności między buha,iami a
cielnością u krow unasienionych bez i ze zredukowa-
nym glutationem, zastos.owano test Chiz z poprawką
Yatesa na ciągłość (6). Przyjęto poziom istotności
pśo.os,

Wyniki i omówienie

Sredni odsetek krów cielnych po pierwszej
inseminacji nasieniem zawierającym GSH wy-
niósł 60,29o i był wyższy o 8,60/o w stosunku do
nasienia konserwowanego bez GSH. Uzyskane
wartości Chi' są znacznie niższe niż wartość gra-
niczna właściwa dla p(0,05 i świadczą o tym,
że nie istnieją współzależności pomiędzy buha-
jami a Iiczłlą krów cielnych i niecielnych, una-
sienionych bez i ze zredukowanym glutationem
(tab. 1). Najwyższy odsetek zacieleń stwierdzo-
no u krów unasienionych nasieniem z dodat-
kiem GSH pozyskanym od buhajów o nazwach.
Bruk i Bryk - po 66,7% i liczba ta była wyż-
sza w stosunku do nasienia bez GSH, odpo-


