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Celem pracy było określenie wpływu róznych
czynników na wyniki superowulacji oraz uzyskiwa-
nia zarodków od krów mlecznych.Factors affecting Jrrl"ffi;l"n".""ulation and

embryo collection in dairy cows

The influence of individual and environmental fac-
tors on superovulation success in dairy analysis of
regression, chosen factors affecting 608 ovulations
were examined. The number of embryos suitable for
transfer were significantly influenced by: the type of
FSH used (p<0.0001), the number of superovulations
during one service period (p<0.0001), the bull used
to inseminate donor cows (p<0.01), the month at
which superovulation was induced (p<0.02) and age
of cows (p<0.02). Ovagen (ICP) appeared to be more
effective than Follicotropin (Spofa) and FSH-P (Sche-
ring). The number of embryos suitable for transfer
was higher after the lst superovulation than after
the 2nd and 3rd ones. The number of embryos was
lower in the summer than in the winter and from
cows mor€ than 8 years old than younger ones (3-6
years old).

Efektywność superowulacji i wyniki pozyskiwania
zarodków u krów dawczyńza|eżą od szeregu czyn-
ników w tym rodzaju zastosowanej gonadotropiny,
czynników indywidualnych, środowiskowych i in-
nych będących efektem dzialań człowieka. Tym nie-
mniej większość badań, w których próbuje się okre-
ślać ich wpływ na wyniki superowulacji, uwzględ-
niania wpływu jednego, rzadziej dwu lub trzech
czynników jednocześnie. Możliwość uszeregowania
tych czynników pozwoliłaby ustalić, które z nich
odgrywają rolę pierwszoplanową, które zaś mają
znaczenie dru g orzędne. Praktyc z nę znaczenie takie-
go u szere gowani a będ zie ty m większe, im liczniej szy
i bardziej różnorodny materiał porównawczy ulwz-
ględniać będzie analiza.

Nieliczne, wieloczynnikowe analizy przeprowa-
dzane w Stanach Zjednoczonych obejmują jedynie
wpływ wybranej grupy parametrów na wyniki su-
perowulacji u krów mlecznych i mięsnych (4, ż6).
Wyniki tych analtz - z racji znacznych różnic w
odniesieniu do podawanych preparatów, technologii
produkcji zarodków oraz sposobu zywienia i utrzy-
mania krów dawczyń - nie są dostatecznie miaro-
dajne w odniesieniu do panujących u nas warunków.

Materiał i metody

Badania przeprowadzono w latach 1989-1994 na 347
krowach rasy cb z dlżym dolewem krwi holsztynofryza.
Krowy pochodziły ze stad hodowli zarodowej i gospo-
darstw rolników indywidualnych na terenie Zlła:w. Do
synchronizacji rozpoczynanej nie wcześniej niz 100 dni
po wycieleniu uzywano PGF2u (ż5 mg dinoprost trome-
tamol lub 0,5 mg cloprostenolu) podawanej w 1l-dnio-
wym odstępie. Prowokowanie superowulacji rozpoczy na-
no między 9 a II dniem cyklu rujowego podając jeden z
trzech preparatów: Follicotropin (Spofa), FSH-P (Sche-
ring Corp. Rahnway N. J.) oraz Ovagen (ICP). FSH po-
dawano domięśniowo (rano i wieczorem) w obniżających
się dawkach stosuj4c łącznie 400 jednostek mysich pre-
paratu Follicotropin, 32 jednostki Armura preparah] FSH-P
oraz 16 ml (I4,4 mg NIADDAK-oFSH) preparatu Ova-
gen. Ruję u krów wywoływano podając m.in. podwójną
dawkę prostaglandyny. Krowy unasieniano jedno do trzy-
krotnie. Zarodki pozyskiwano metodą bezkrwawą w 6-8
dniu po zakończenilrui, wyszukiwano pod mikroskopem
stereoskopowym oraz oceniano stopień rozwoju zarodka
i jego jakość (2).

Badano wpływ następujących czynników na wyniki
superowulacji mierzonej liczbą klinicznie stwierdzanych
ciałek żółtych oraz wyniki pozyskiwania zarodków:
wpływ buhaja dawcy nasienia, rodzaju zastosowanego
preparatu FSH, wieku krów wyrazonego w latach, liczby
dni od porodu do zabiegu superowulacji,liczby zabiegów
superowulacji podczas jednego okresu międzyciązowego
oraz miesiąca i roku, w którym dokonywano superowu-
lacji.

Wyniki oceniono statystycznie posługując się analizą
regresj i wielokrotnej.

Wyniki i omówienie

Istotny wpływ na wyniki superowulacjil dawczyń
zarodków wywierały: rodzaj zastosowanego prepa-
ratu FSH, ltczba superowulacji przeprowadzonych
na krowie podczas jednego okresu międzyciĘowe-
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go, buhaj dawca nasienia, wiek krów oraz miesiąc
i rok, w których przeprowadzano superowulację.

W tab. 1 przedstawiono efektywność superowu-
lacji po zastosowaniu wybranych preparatów FSH.
Analiza statystyczn a wykazała, że rodzaj użytego
preparatu wywierał istotny wpływ (p < 0,0001) na
|iczbę zarodków przydatnych do transferu, liczbę
zarodków zdegenerowanych oraz liczbę komórek
jajowych, a takżę istotny
zyskanych zarodków i ooc
ratu Ovagen produkcji now
J,33 zarodków i oocytów ogółem w tym 5,25 za-
rodków, Po podaniu preparatów Follicotropin i FSH-P,
odp. 6,82 i 5,63 zarodków i oocytów oraz 3,85 t

ż,72 zarodków przydatnych do transferu.

Tab. 1. Wyniki superowulacji po zastosowaniu
wybranych preparatów FSII

Dobre wyniki superowulacji po zastosowaniu pre-
paratu Ovagen potwierdzają inni autorzy. Dixon i
Reid (6) aplikując Ovagen krowom rasy bawół
indyjski uzyskiwali przeciętnie 6,6 zarodków, w
tym 50Vo przydatnych do transferu, podczas gdy po
podaniu FSH-P ich liczba wynosiła 5,57, zaś ptzy-
datnych do przeniesienia było 47Vo.Na wysoką licz-
bę zarodków po zastosowaniu preparatu Ovagen
w skazuj ą t ów nież nieliczn e j e szcze b adani a kraj o we
(15, 16). Zkolei badania własne są zgodne zwcześ-
niejszymi obserwacjami, w których wykazano wyz-
szą efektywność superowulacji po zastosowaniu pre-
paratu Follicotropin niż FSH-P (I7). Bardzo dobre
wyniki uzyskiwane po podaniu preparatu nowo-
zelandzkiego mogą wynikaó ze ściśle ustalonej, ni-
skiej zawartości LH (mniej niż 0,2Vo) i zachowaniu
wysokiej, niezmiennej aktywności FSH. Podwyz-
szone stęzenie LH, szczególnie w okresie następu-
jącym po indukowanej luteolizie może wpływać na
przedwczesną luteinizację pęcherzyków jajniko-
wych, niedostateczne uczulenie receptorów LH oraz

wcześniejsze owulacje (3,9, 11). Wszystkie te za-
burzenia ni e sprzy jająpozyskiwaniu wysokiej liczby
zarodków i powodują wzrost odsetka zdegenerowa-
nych zarodków. Pośrednim dowodem słuszności tej

interpretacji jest istotnie wyższa liczba nieprawid-
łowych zarodków po zastosowaniu preparatów Fol-
licotropin i FSH-P o węzszym stosunku LHIFSH.
Nie mozna także wyklllczać wyższej częstośct za-

burzeń profilu LH w rui podczas indukowanej po
zastosowaniu do wywoływania rui preparatów star-
szej generacji. Zwtązek tych zaburzeń z pozyskt-
waniem małej ltczby zarodków przedstawili Greve
i wsp, (11). Liczba superowulacjl przeprowadzona
podczas jednego okresu międzyciążowego wywie-
rała istotny (p < 0,0001) wpływ na liczbę zarodków
przy datny ch do transferu, liczbę zdegenerowanych
zarodków oraz ltczbę komórek jajowych.

Jak wynika z danych tab. 2 najwięcej zarodków
przydatnych do transferu produkowały krowy, u
których superowulację przeprowadzano po raz pler-
wszy. Po kolejnych zabiegach liczba zarodków -
choć nie bez wyjątków - obniżała się. Fakt ten nie
jest zaskakujący i wynika z obntżającej się - przy
wielokrotnym stosowaniu - wrażliwości jajników
na stosowane gonadotropiny (2). Także Hasler i
wsp. (12) podają, ze w miarę zwiększania liczby
zabtegów superowulacji zmniejsza się stopniowo
średnia |tczba zarodków pozyskiwanych od krowy
oraz zmnielsza się odsetek komórek jajowych. Ob-
niżaite się wrażliwości na dany hormon powodo-
wane jest pojawieniem się przeciwciał na obcą sub-
stancję białkową. Stąd w celu zapobteżenia niepo-
żądanym efektom Anglicy zalecają przy drugiej i
kolejnych zabtegach superowulacji zwiększać nte-
znacznle dawkę używanego preparatu FSH.

W badaniach własnych uzywano niezmiennie ta-

kiej samej dawki preparatu, stąd być może istotne
obnizanie się liczby zarodków przydatnych do prze-

Tab. 2. Liczba zarodków przydatnych do przeniesienia,
zdegenerowanych zarodków i komórek jajowych

w zależności od liczby zabiegów superowulacji podczas
jednego okresu międzyciążowego

Numer
§up€r_

owulacji

Liczba
krów

Liczba

zarodków
przydatnych

do przeniesienia

zarodków
zdegenerowanych

oocytów

I 248 5,1 1 I,23 1;l3

il l82 3,16 l,09 t,48

ilI 108 3,54 I,o4 l,51

Iv 46 4,0 0,85 2,02

v 24 ??5 1,04 1,38

Oznaczane cechy
Rodzaj preparatu

Follicotropin FsH-P Ovagen

Liczba superowulacji (n) 490 9,7 ż1

Liczba ciałek żółĘch @ 8,23 1o 8,0

Liczba pozyskanych
zarodków i oocytów (i) 6.82 5,63 7,33

Liczba zarodków ogółem @ 5?? 4,01 5,71

Liczba zarodków przydat-
nych do przeniesienia (D 3,85 )1) 5,25

Liczba oocytów (D 1,50 1.62 1,62
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niesienia w drugim i dalszych zabiegach pozyski-
wania zarodków. W przeciwieństwie do wyników
badań własnych Gielen i wsp. (10) oraz Moor i
wsp. (20) nie notowali istotnego ujemnego wpływu
wielokrotn ie p ow tar zany ch zabie gów superow ul acj i
na liczbę zarodków najwyższej jakości, Takze oni
jednak donoszą o nieznacznie wyzszej liczbie za-
rodków pozyskiwanych podczas pierwszego płuka-
nla.

Liczb a zdegenerowanych zarodków była naj więk-
szatnajntższa odp. u krów, od których pozyskiwano
zarodki po ruz pierwszy l czwafty. Jednak, wyrazona
w procentach proporcja zarodków zdegenerowanych
do przydatnych do transferu była najkorzystniejsza
podczas pozyskiwania pierwszego i czwartego, tj,
wówczas gdy uzyskiwano najwięcej zarodków. Wy-
daje się zatem mało prawdopodobne by uzyskane
różnice w odniesieniu do liczb nieprawidłowych
zarodków były bezpośrednim następstwem rosnącej
ltczby zabiegów pozyskiwania zarodków, którym
poddawano krowy.

Mały procentowy udział zdegenerowanych zar od-
ków przypadający na zarodki przydatne do transferu,
potwierdza raczej tendencję sugerowan 4 przez Do-
naldsona (8). Zgodnie z nią im wyższa jest liczba
zarodkó w o g ółem, ty m w y ższa pr zy datnych do tran s-
feru.

Uzupełniając uzyskane wyniki dodać należy, że
wysoka liczba zdegenerowanych zarodków za|eży
przede wszystkim od dawki i sposobu podawania
FSH oraz, co wazniej sze, rodzaju preparatów gona-
dotropowych używanych do prowokowania super-
owulacji (7, 8, 20), Istotne różnice w liczbie pozy-
skiwanych oocytów podczas kolejnych zabiegów
płukania macicy - biorąc pod uwagę ich wyrńny
zw iązek ze spo s ob em przep row adzania z ab ie gu un a-
s ieni ani a - można thlmaczy ć j edynie zablł zeniami
hormonalnymi, bardziej prawdopodobnymi przy
wielokrotnym używaniu preparatów gonadotropo-
wych. W efekcie dochodzić moze do zaburzęń trans-
portu nasienia w obrębie dróg rodnych samicy (2).

Zaznaczył się istotny (p < 0,01) wpływ buhajów
dawców nasienia na liczbę zarodków przydatnych

3 5 7 9 11131517192123252729
Numer buhaja

Wpływ buhaja na liczbę zarodków przydatnych do transferu

do transferu. Szczegółowe wyniki przedstawia ryc. 1.
Jak wynika z ryciny różnice pomiędzy liczbą za-
rodków przydatnych do przeniesienia po wykorzy-
staniu do inseminacji nasieni aróżnychbuhajów były
znaczne, od bardzo złych do zadowalających. Na
istotny wpływ dawcy nasienia na ltczbę pozyski-
wanych zarodków przydatnych do transferu wska-
zywało szereg autorów w tym równiez Reklewski
i wsp. (23). Spośród pozyskanych zarodków i oo-
cytów, zarodki przydatne do transferu wynosiły w
zależności od wykorzystanego do unasieniania bu-
haja od 42,5 do 78,9Vo. Także Saacke i wsp. (24)
donoszą o duzych różnicach uza|ężnionych od bu-
hajów - dawców nasienia odnośnie do liczby uzy-
skanych 6-7-dniowych zarodków oraz ich ptzeży-
walności w pierwszych dniach po wprowadzeniu
do macicy btorczyń. Wykazano takżę różnice po-
między wczesnym rozwojem zarodków po zapłod-
nieniu in vitro nasieniem pochodzącym od różnych
buhajów (2, I4). Pewien wpływ na wyniki zapłod-
nienia u krów poddanych superowulacji wydaje się
mieć różnajakość nasienia buhajów uzywanych do
un as ie ni an i a. S twierd zono, że zn acznie w iększą ltcz-
bę zarodków przydatnych do transferu uzyskuje się
w tych przypadkach, w których stwierdzano dużą
ltczbę dodatkowych plemników, przy|egających do
osłonki przejrzystej komórki jajowej podczas za-
płodnienia.

Z kolei u krów, u których pozyskiwano mniejszą
ltczbę zarodków, względnie były one niedostatecz-
nej jakości, do osłonki przejrzystej komórki jajowej
przylegał zwykle jeden dodatkowy plemnik. Duże
różntce w liczbie pozyskiwanych zarodków tłuma-
cząWalawski i wsp. (27) uwarunkowaniami immu-
nogenetycznymi, polegającymi na występowaniu se-
milatentnych defektów zapłodnienia lub zaburzeń
immunologicznych, przejawiających się zamleta-
niem zarodków, Stwierdzono, ze genotyp charak-
terystyczny dla alkalicznej RNA-zy leukocytów jest
czynnikiem różniującym wskaźniki płodności ko-
jarzonych par rodzicielskich. Stosując heterosper-
miczne dawki nasienia buhajów o genotypach AA,
AB i BB wykazano mechanizm pro selekcyjny, fawo-
ryzljący zygoty AA i dyskryminujący zygoty BB.

Wiek krów dawczyń wywierał istotny (p < 0,04)
wpływ naliczbę zarodków przydatnych do transferu.
Ztab.3 wynika, ze stosunkowo najwięcej zarodków

Tab. 3. Wpływ wieku dawczyń zarodków na liczbę
zarodków przydatnych do transferu

ozlaczane
cechy

Wiek krów (w latach)

3 4 5 6 7 8 9 10 razem

Liczba
superowulacji 1 l4 53 101 ż58 l40 3l 8 608

srednia liczba
zarodków 7,61 6,32 3,84 3,15 3,56 4,3o 234 1,0 3.63
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produkcji zarodków w ciągu roku może być o.d-

ioienna,-rależna w znacznym stopniu od warunków

ków w pierwszych latach badań.
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