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Summary

Cattle oocytes cultivated in vitro 
- 

cytogenetic
evaluation

The studies were performed on 890 oocytes collected from
67 ovaries. For cultivation in vitro 302 oocytes were quali-
fied, Cytogenetic slides were made from 236 oocytes culti-

Ou nly 103
for analysiytes taphase
ase at met

cyte died cytogeneti-
8olo, diploicl number
stu cytogenetic ana-
to tion progress ofto e abnormalities.
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Rozwój nor,vych technik biotechnclogicznych, do któ-
xJrch należą m.in. przenoszenie zarodków oraz do jrze-
rvanie i zapłodnienie oocytórv pcza organizmem samicy,
pozwala na istotny wzrost rvykcrzysiania pctencjału loz-
rodczego i genetyczn,.go samic. \,1oże to również wpły-
rvać na znaczne skróccnie odrstępu pokoleń, co ma do-
niosłe znaczenie lv pracy hodowlanej (1).

W warunkach naturalnych ,"vykorzystywana jest tylko
r\ieznaczna część potencjału genet;lcznego tkwiąccgo w
kornórkach rozrodczych samicy. Liczbe tych komórek
(oocytow) ustala się w jajnikach płodu żelrskiego około
TC dnia ciąży (9) w wyniku wielokrotnych podziałórł,
initotycznych oogoniów. Zaraz potem komorki ie podej-
lrrują podział mejotyczny, kióry zatrzymuje się około
2C0 dnia życia zarodka lv stadium zwanym diktiotenem.
Ponowna inicjacja rozpoczętego podziału mejotycznego
następuje już za życia samicy po osiągnięciu przez nią
clojrzałości płciowej. W naturalnym cyklu rujowym naj-
częściej owuluje jedna komorka rv siadium oocytu II
rzędu. Biorąc pod uwagę długość ciąży oraz okres uzyt-
kowania rozpłodowego samicy średnio od jednego osob-
nika uzyskujemy od kilku do kilkunastu cieląt.

Wiadomo jednak, że niedojrzałe oocyty ssaków po
usunięciu ich z pęcherzyka jajnikowego mogą podejmo-
l,vać w warunkach ,,ln użlro" zatrzymany pod,ział mejo-
tyczny. Ma to znaczenie o tyle doniosłe, że proces doj-
rzewania i zapłodnienia oocytów może odbywać się bez
udziału samicy, po zakończeniu przez nią okresu rozrod-
czego. Dojrzewanie oocytów ,,in uttro'' rozumiane jest
jako kontynuacja mejozy rozpoczętej ,,1n uiuo'' aż d,o
uzyskania dojrzałości do zapłodnienia czyli stadium me-
tafazy drugiej mejozy. Do oceny dojrzałości oocytór,v
oraz prawidłowości zestawu chromosomów mozna wy-
korzystać bada.nia cyiogenetyczne (13). Dzięki ocenie
cytogenetycznej cocytów można prowadzić kontrolę pro-
cesu dojrzervania ,,żn uitro", a także wykrywać zaburze-
nia podziału mejotycznego ujawniające się w postaci
różnych aberracji chromosomowych, takich jak: diploi-
dy, aneupiojdy, itp,

Ce]em niniejszej pracy było uzyskiwanie i ocena cyto-
genetyczna preparatów mejotycznych wykonyr,vanych
z oocytów bydlęcych dojrzałych ,,źn użtro''.

Materiał i metody
pozysl<iwanie oocytów. Badania prowadzono na

oocytach z jajników krów rzeźnych. Jajniki klasyfikowano
wstępnie pod względem ilości i wielkości pierwotnyc pę-
cherzyków. Preferowano jajniki z dużą ilością małyc pę-
cherzyków (średnica 1-5 mm) bez cyst i ciałek żółtych.
Transport jajników z rzeźnt do ]aboratorium odbywał się
w czasie do 2 godz. od uboju vl środowisku 0,9r/o roztwoi.u
NaCl i temperaturze ok. 35oC (ostatecznie temperatura ma-
teriału nie była niższa od 20oC). Oocyty pozyskiwano dro-
gą nakłurłzania wybranych pęcherzyków o średnicy 1-5 mmi opłukiwania powierzchni jajnika w pożywce (PBS, 50/o
surowica cielęca, antybiotyki) nad płytką Petriego. Wyszu-
kiwanie i ocenę oocytów przeprowadzano pod mikrosko-
pem stereoskopowym. Wybrane oocyty przenoszono do po-
żywki (PBS, płyn Parkera, 100/o surorvica cielęca, antybio-
tyki) i przechowywano w ciemności w temperaturze 3?oC
do chwili włożenia ich do hodowli (ok. 1 godz.).

Klasyfikację oocytów oparto na schemacie Leibfried (8)"
Wyodrębniono trzy grupy jakościowe (tab. 1).

Warunki hodowli oocytów. Oocyty hodowano
w atmosferze 5ó/o COr, w temperaturze 37aC i podwyższonej
wilgotności. Hodowlę przeprowadzano w kroplach medium
do dojrzewaniĄ (pirogronian sodu - 2ż pl"! na 10 ml 0,90/o
roztworu NaCI, płyn Parkera, 200/c suror,vica bydlęca rujo-
r,i,a (10), antybiotyki) o objętości 50 ptl pokrytych parafiną
płynną. Na 2 godziny przed planowanym wprowadzenierrr
oocytów krople poddano ekwilibracji $, atmosferze 5D/o CO9.
Hodowlę kontynuowano przez 22 godziny w odpowiednio
przystosowanych eksykatorach. Doświadczenie prowadzono,łyłącznie na bazie odczynników krajowych.

Preparaty cytogenetyczne. Wykonywano je w
oparciu o zmodyfikowaną procedurę opisaną przez Sl-iss
i wsp, (12). Oocyty aczyszczano z kumu]usa poprzez wielo-
krotne pipetowanie. Średnica pipety była zbliżona do śred-
nicy nagiego occytu. Oczyszczone oocyty umieszczano w hi-
potonicznym roztwotze 0,075 N KCl w temperaturze poko-
jowej na około 10 min., po czym w małej ilości płynu
plzenoszono na odtłuszczone, lodowate szkiełko podstawo-
we. Następnie nakraplano utrwalacz (alkohot metylo-
wy : kwas octowy lodovlaty w stosunku 1 : 1) pod mikro-
skopem stereoskopowym aż do chwili pęknięcia osłonki
prze jrzyste j oocytu. Szkiełka umieszczano w utrwaiirczu
(stosunek 3 : 1) i pozostawiano na 1-3 godziny. Po wyjęciu
z utrwalacza i wysuszeniu na powietrzu preparaty ,barwio-

Tab. 1, Klasyfikacja morfologiczna oocytów po pozyskaniu
z jajników

oto czenie OoplazmaGru-
pa

obecność kompletnego
kumulusa o grubości
powyżej trzech warstw

równorniern a granulac ja,
plazrna równomiernie wy-
pełnia osłonkę przejtzy-
stą, bez przejaśnień i ziar-
nistości

obecność części zwar-
tego, niecałkowicie
otaczającego oocyt
kumulusa, o grubości
poniżej 3 warstw

kumulus rozpulchnio-
ny, komórki ułożone
Iuźniej 1ub oocyt nagi

- brak kumulusa

ooplazma wypełnia osłonkę
przejrzystą, zbrylenia 1ub
nierównomierne rozmiesz-
czenie ooplazmy

ooplazma odkurczona, nie-
równomiernie wypełnia
osłonkę przejrzystą, zde-
generowana. fragmentacja,
pusta osłonka
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Tab, 2. I(}asyfikacja oocytów po dojrzewaniu ,,źn l;żtro" za-
1eżnie od ich oceny cytogenetycznej

Klasa Stadium podziału mejotycznego
i jego opis

Oocyty
do jrzałe
me jotycznie

Oocyty
niedojrzałe
me jotycznie

6? ] lz+s

11.0 | 4,+
7,6 ] 6,4
9,3 l 4,5
T,1 l 3,8
B.2 l 4.8

metafaza II-chromosomy oocytu Toz-
proszone, chromosomy ciałka kierurr-
kowe3o zbite

telofaza I-jednakowy stopień rozpro-
szenia chromosomów oocytu i ciałka
kierunkowęą9

metafaza I-rozproszone biwalenty
anafaza I-chromosomy odsuwają się od
siebie ku przeciwległym końcom wrze-
crona

Stadia podziałowe nierozpoznawalne
Nie stwierdzono obecności chromo-
somów

Tab, 3. Odzysk i ocena morfologiczna oocytou,

*s

/o
79
84
80

L óJ
69

1,02
59

702
81

113
92
i5

116

4
5
5
5
6
3
5
.)

5
4
6
5

6

62
62
57
60
91
59
58

79

68
?5
68
86
57
81

?0
59
1^

93

15,5
1r l
1 1,4
15.0
1 1.4
19.7

0,0
I,4
3,4
1,8
0,8
J,1
0,8
0.?
0.6
0.5

0.6

11.6
|48
I l,
l57
l67

oolsr| --l ll

] sso

l6.0
14.6

Ii,2
r 3.6
10.2

no Giemsą przez 5 min., a następnie przepłukano wodą
i suszono w temperaturze pokojowej. Ocenę cytogenetyczną
(tab. 2) przeprowadzano w oparciu o zmodyfikowaną kla-
syfikację opisaną przez Sliss i wsp. (i2).

\,Vyniki i omówienie

Bac]ania cytogenetyczne umozliwirją ocenę starru cloj-
rzałości cocybu po hcdowli w ,uvarunkach ,1n użtro"
oraz ocenę gamet pod r,vzględerr. prawidłowości zesta-
lvu chromosomór,v. Tylko gamety wolne od anomalii
chromosomowych zapervnia ją pol,vstanie i normalny
rozwój zarodkólv o prawidłowym ka,riotypie. Wiadomo,
że niedojrzałe occyty I - rzędr,r po usunięciu z pęche-
rzykow jajnikorvych mogą ponor,t,ic proces inejozy rv
r,varunkach ,,żn uitro". W badaniach rvykorzystano 890
oocytów pochodzącycŁl z 61 jajnikól,v krów rzeźnych, co
dało przeciętnie 1.3,3 occyto-w l,v przeliczeniu na jeden
jajnik. proceni odzysku wynosił 'lżOla 7 wahaniami ocl
4BO/c, do 910/0. Do wyróżnion},ch Lrzech klas jakościo-
wych zakwalifikowano odpowicdnio: I - ?,B0/o, II -65,5!lc, III - 26,60/o 6fl7y5kanych ooc5rtór,v, co rv przeli-
czeniu na jajnik dało 1,0, 8,7 orez 3,J oocytów w każ-
dej klasie (tab. l3),

Ist,nicjc kilka technik pozyskirvania oocytów z pę-
cherzykow jajnikowych np aspirolva,nie płynu pęche-
rzykowego \Ęraz z oocytami. izolowanie pojedynczych
pęcherzykór.v i uwalnianie oocytóu, pod mikroskopem
oraz nakłuwanie igłą pęcherzykor'r1 i rvyciskanie ich za-
wartości. N{etoda aspirowania płynu charakteryzuje się

0,2
6,6 l 3,t

66 l lz,a ] 0,2 l 6.5] 6 u

jnl 13,3 1 r,o i 8,?i 3,5

(30-600/0), natomiast
nawet 1000ń, (5). Zatetn
adczeniu procent odz_y-
owalający, Należy przy

tyrn ztlznaczyć, że Iiczono wszystkie oocyty bez względu
na ich jakość. Po urvzględnieniu tylko oocytów I i II gru-
py odzysk wynosj.ł 520/o.

Istotną rożnicę w stosunku clo danych llteraturowych
odnotolvano r,t, stosunku do ilości oocytórv zakwalifi-
korvanych do I grupy, ktora zawierała zaledrvie 7,B0/o

pozyskanych oocytó\Ą,, podczas gdy w innych oprac
w-aniach była znacznie wyższa,. 45,00/0 (c). 50,00/0 (

46,90/0 (12). Przyczyn takiego stanu rzeczy można upa-
tryr,vać z jednej strony ,w niskiej jakości jajnikow,
z drugiej strony we wpłylvie techniki pozyskiwania
oocybórv na ich jakość oraz wczesnej de3eneracji już
w pęcherzykach (B) Na jliczniejszą grupę stanowił5,
oocyiy II grupy jakcściowe j (660/o), gdzie dopuszczano
ntższą jakość otoczenia oTaz ooplazmy oocytu. Ze
względLl na małą liczbę oocytow I grupy rv niniejszym
ćłoś-uviadczeniu r.vykcrzystano znaczną Liczbę oocyto"v
II grupy jakościorvej (73]/c). Miało to zapewne r,vpływ
na uzyskane rvyniki.
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Analiza cytogenetyczna możIiwa do przeprowadzenia

stadia me

Tab. 4. Analiza cytogenetyczna oocytów po dojrzewaniu ,,in ńtro''

Liczba
oocytów
hodowa-

nych

Liczba
oocytów

z któr
wykona-
no pre-
paraty

0/a

Analiza cytogenetyczna niemożliwa
dc przeprowadzenia

13
12
19
15
22
23
19
24
27
23

21
20

16
13
12
aJ
I4
19
19
16
19
20
18
26
16
15

50
100
100
6B,4
93,4
B6,4
82,6
84,2
79,2
74,1
78,3
81,3
76,2
75,0

I

5

2
7

10
5
2

6
1

2
7
2
J

6

,

2
2

11
9
6
5
J
b

11
l2
7

1,7

12
12
13
9

5
4
6
o

11
13

ó
4

12
3
6

l4
D

6

1
4
1

1

2
J,
tl,
1
2
1

D

68,B
69,2
50,0
38,5
21,4
31,6
57,9
75,0
36,8
85,0
66,6
46,2
81,3
60,0

11
6
6
2
1
4
9

10
4
7

10
o

10
5

J

;
2
2
2
2
ó
b
,
ó
o
4

I236 l 78,1
I103 
| 43,6 l 291 55 133 

| 56,4

Wyniki te korespondują z danymi z literatury 75olo (I2),
6Bi/o (6), 490/o (8). Precyzyjne ustalenie liczby chromo-
somów możliwe jest tylko w stadium MI (liczba biwa-
lentow) i MII. Wśród ocenianych cytogenetycznie 103
oocytów 84 było w stadium MI lub \,1II. Niestety,. w
przypadku 67 preparatów dokładne ustalenie liczby
chromosoinów sprawiało trudności. Spowodowane, to
było dość niską jakością obrazu mikroskopowego (chro-
rnosomy silnie zbite lub ponakładane na siebie). Dla-
tego też w niniejszych badaniach nie wyróżniono ka-
tegorii hipo- lub hiperhaploidalnych oocytów. Należy
jednak zaznaczyć, że ocena stadium podziałowego nie
sprawiała kłopotow.

Ocena cytogenetyczna umożliwia również ustalenie
prawidłowości zestawu chromosomowego oocytów. W
licznych badaniach cytogenetycznycŁ:. oocytów różnych
zwietząt gospodarskich stwierdzono występowanie ano-
malii chromosornowych. Do najczęstszych nal,eżą: di-
ploidy, hipohaploidy, hiperhaploidy, W badaniach oocy-
tów końskich (6) stwierdzono wystąpienie 2,7olo, ą1-
ploidów, 13,B0/o hipohaploidów oraz 2,70lo hiperha-
ploidów. Ptzyczyny tych anomalii autorzy upatrywali
m.in, w zakłóceniu rozejścia się chromorsomów w

ale mejotyc strony
e występowa ploidów
interpretacj ła moż-
chromosom walania

oocytów. Podo;bnie problem ten był tłumaczony w
przypadku oocytów bydlęcych (7), gd,zie obserwowano
hipohaploidy plzy braku hi
jednocześnie (7), że podziały
ok. 10/o badanych gocytów)

nie wyrzutu ciałka kierunkowego prowadzace do di-

15
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Osiągnięcie rugiej

mejozy (MII) stanu
dojrzałości do oocy-
tów (tab. 4) d cze1o
znaczną część (232) stanowiły oocyty drugiej grupy
jakośoiowej. Preparaty cytogenetyczne wykonar,o-, iSb

ptzez oocyt, ponieważ istnieje prawdopodobieństwo
mechanicznego ich zagubienia w trakcie utrwalania
(2, 6). Wśród analizowanych po ść często
obserwowano niepełny zestaw chr Zd,arzały
się przypadki odnalezienia brakuj mosomów
w dużej odległości od oocytu.

Wśród oocytów, dla których przeprowadzono analizę
cytogenetyczną, w poszczególnych stadiach podziału
mejotycznego stwierdzono następujące liczebności: me-

podziału mejotycznego przedstawia ryc, 1: A-D. Szcze-
gółowa analiza powyższych oocytów ujawniła obecność

dojrzałe te oocyty, które osiągnęły stadium AI. W oma-
wianym doświadczeniu oocyty w stad,ium MII stano-
wiły 53,40/o w stosunku do oocytów, dla których udało
się wykonać analizę cytogenetyczną. Po włączeniu
oocytów w stadium TI stosunek ten wynosił 68P/ot
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ploidalności oo,cytów. Pojawianie się diploida ga-
met może wpływać na zwiększone ryzyko ania
w wyniku zapłodnienia poliploidalnych zarodków, które
giną we wczesnych stadiach rozwoju embrionalnego
(3, 4).

Wnioski

1. Przeprowadzone badania wskazują na potrzebę
ulepszenia techniki wykonywania preparatów cytoge-
netyczych,

2. Dośc częste (?,80/o) występowanie drugorzędowych
oocytów o diploidalnej liczbie chromosomów sugeruje,
że rnoże to być jedna z istotnych przyczyt wpływają-
cych na obniżenie płodności krów.
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właściwa selekcja kandy-
go, Celem tej selekcji jest
ażliwości niższej od prze-
wymagań tzvł. minimum

metodami stosowanymi w naszym kraju,

Materiał i metody
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