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Summary

Factors affecting efficiency of superovulation 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 1st superovulation than after
the 2nd and 3rd ones. The number of embryos was
lower in the summer than in the winter and from
cows more than 8 years old than younger ones (3-6
years old).

Efektywnos¢ superowulacjii wyniki pozyskiwania
zarodkéw u kréw dawczyti zaleza od szeregu czyn-
nikéw w tym rodzaju zastosowanej gonadotropiny,
czynnikéw indywidualnych, §rodowiskowych 1 in-
nych bedacych efektem dziatan cztowieka. Tym nie-
mniej wigkszo$¢ badan, w ktérych prébuje si¢ okre-
Sla¢ ich wptyw na wyniki superowulacji, uwzgled-
niania wptywu jednego, rzadziej dwu lub trzech
czynnikéw jednoczes$nie. Mozliwos$¢ uszeregowania
tych czynnikéw pozwolitaby ustali¢, ktére z nich
odgrywaja role pierwszoplanowa, ktdére za$§ maja
znaczenie drugorzedne. Praktyczne znaczenie takie-
go uszeregowania bgdzie tym wigksze, im liczniejszy
1 bardziej r6znorodny material poréwnawczy uwz-
gledniaé bedzie analiza.

Nieliczne, wieloczynnikowe analizy przeprowa-
dzane w Stanach Zjednoczonych obejmuja jedynie
wpltyw wybranej grupy parametréw na wyniki su-
perowulacji u kréw mlecznych i migsnych (4, 26).
Wyniki tych analiz — z racji znacznych réznic w
odniesieniu do podawanych preparatéw, technologii
produkcji zarodkéw oraz sposobu zZywienia i utrzy-
mania kréw dawczyn — nie sa dostatecznie miaro-
dajne w odniesieniu do panujacych u nas warunkéw.

Celem pracy bylto okreslenie wptywu rdznych
czynnikéw na wyniki superowulacji oraz uzyskiwa-
nia zarodkéw od kréw mlecznych.

Material i metody

Badania przeprowadzono w latach 1989-1994 na 347
krowach rasy cb z duzym dolewem krwi holsztynofryza.
Krowy pochodzity ze stad hodowli zarodowej i gospo-
darstw rolnikéw indywidualnych na terenie Zutaw. Do
synchronizacji rozpoczynanej nie wczeéniej niz 100 dni
po wycieleniu uzywano PGF2o (25 mg dinoprost trome-
tamol lub 0,5 mg cloprostenolu) podawanej w 11-dnio-
wym odstepie. Prowokowanie superowulacji rozpoczyna-
no migdzy 9 a 11 dniem cyklu rujowego podajac jeden z
trzech preparatéw: Follicotropin (Spofa), FSH-P (Sche-
ring Corp. Rahnway N. J.) oraz Ovagen (ICP). FSH po-
dawano domigéniowo (rano i wieczorem) w obnizajacych
sie dawkach stosujac tacznie 400 jednostek mysich pre-
paratu Follicotropin, 32 jednostki Armura preparatu FSH-P
oraz 16 ml (14,4 mg NIADDAK-oFSH) preparatu Ova-
gen. Ruj¢ u kréw wywotywano podajac m.in. podwdjna
dawke prostaglandyny. Krowy unasieniano jedno do trzy-
krotnie. Zarodki pozyskiwano metoda bezkrwawa w 6-8
dniu po zakorniczeniu rui, wyszukiwano pod mikroskopem
stereoskopowym oraz oceniano stopien rozwoju zarodka
i jego jakos¢ (2).

Badano wplyw nastepujacych czynnikéw na wyniki
superowulacji mierzonej liczba klinicznie stwierdzanych
ciatek z6ttych oraz wyniki pozyskiwania zarodkéw:
wplyw buhaja dawcy nasienia, rodzaju zastosowanego
preparatu FSH, wieku kréw wyrazonego w latach, liczby
dni od porodu do zabiegu superowulacji, liczby zabiegéw
superowulacji podczas jednego okresu miedzycigzowego
oraz miesiaca i roku, w ktérym dokonywano superowu-
lacji.

Wyniki oceniono statystycznie postugujac si¢ analizg
regresji wielokrotne;j.

Wyniki i oméwienie

Istotny wplyw na wyniki superowulacji u dawczyn
zarodkow wywieraly: rodzaj zastosowanego prepa-
ratu FSH, liczba superowulacji przeprowadzonych
na krowie podczas jednego okresu mi¢dzyciazowe-
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go, buhaj dawca nasienia, wiek kréw oraz miesiac
i ok, w ktérych przeprowadzano superowulacje.

W tab. 1 przedstawiono efektywnoS$¢ superowu-
lacji po zastosowaniu wybranych preparatéw FSH.
Analiza statystyczna wykazata, ze rodzaj uzytego
preparatu wywierat istotny wpltyw (p <0,0001) na
liczbe zarodkéw przydatnych do transferu, liczbg
zarodkéw zdegenerowanych oraz liczbe komdrek
jajowych, a takze istotny (p <0,02) na liczbe po-
zyskanych zarodkéw i oocytéw. Po podaniu prepa-
ratu Ovagen produkcji nowozelandzkiej uzyskiwano
7,33 zarodkéw i oocytéw ogétem w tym 5,25 za-
rodkéw. Po podaniu preparatéw Follicotropin i FSH-P,
odp. 6,82 i 5,63 zarodkéw i oocytow oraz 3,85 1
2,72 zarodkéw przydatnych do transferu.

Tab. 1. Wyniki superowulacji po zastosowaniu
wybranych preparatéw FSH

Rodzaj preparatu
Oznaczane cechy

Follicotropin| FSH-P | Ovagen
Liczba superowulacji (n) 490 97 21
Liczba ciatek zéttych (x) 8,23 7.0 8,0
Liczba pozyskanych
zarodkéw i oocytéw (X) 6.82 SH 733
Liczba zarodkéw ogdlem (x) 5,32 4,01 5,71
Liczba zarodkéw przydat-
nych do przeniesienia () i 2,72 2

|

Liczba oocytow (x) 1,50 1,62 | 1,62

Dobre wyniki superowulacji po zastosowaniu pre-
paratu Ovagen potwierdzaja inni autorzy. Dixon i
Reid (6) aplikujac Ovagen krowom rasy bawoéi
indyjski uzyskiwali przecigtnie 6,6 zarodkow, w
tym 50% przydatnych do transferu, podczas gdy po
podaniu FSH-P ich liczba wynosita 5,57, za$ przy-
datnych do przeniesienia byto 47%. Na wysoka licz-
be zarodkéw po zastosowaniu preparatu Ovagen
wskazuja rowniez nieliczne jeszcze badania krajowe
(15, 16). Z kolei badania wtasne sa zgodne z wczes-
niejszymi obserwacjami, w ktérych wykazano wyz-
sza efektywno$¢ superowulacji po zastosowaniu pre-
paratu Follicotropin niz FSH-P (17). Bardzo dobre
wyniki uzyskiwane po podaniu preparatu nowo-
zelandzkiego moga wynikac ze $cisle ustalonej, ni-
skiej zawartos$ci LH (mniej niz 0,2%) i zachowaniu
wysokiej, niezmiennej aktywnoSci FSH. Podwyz-
szone stgzenie LH, szczegélnie w okresie nastgpu-
jacym po indukowanej luteolizie moze wplywac na
przedwczesna luteinizacj¢ pecherzykéw jajniko-
wych, niedostateczne uczulenie receptoréw LH oraz

wczesniejsze owulacje (3, 9, 11). Wszystkie te za-
burzenia nie sprzyjaja pozyskiwaniu wysokiej liczby
zarodk6w i powoduja wzrost odsetka zdegenerowa-
nych zarodk6éw. Posrednim dowodem stusznosci tej
interpretacji jest istotnie wyzsza liczba nieprawid-
lowych zarodkéw po zastosowaniu preparatéw Fol-
licotropin i FSH-P o wezszym stosunku LH/FSH.
Nie mozna takze wykluczaé wyzszej czestosci za-
burzeri profilu LH w rui podczas indukowanej po
zastosowaniu do wywolywania rui preparatow star-
szej generacji. Zwiazek tych zaburzef z pozyski-
waniem matej liczby zarodkow przedstawili Greve
i wsp. (11). Liczba superowulacji przeprowadzona
podczas jednego okresu migdzyciazowego wywie-
rala istotny (p < 0,0001) wptyw na liczbg zarodk6w
przydatnych do transferu, liczbe zdegenerowanych
zarodkéw oraz liczbg komérek jajowych.

Jak wynika z danych tab. 2 najwigcej zarodkow
przydatnych do transferu produkowaty krowy, u
ktérych superowulacje przeprowadzano po raz pier-
wszy. Po kolejnych zabiegach liczba zarodkéw —
choé¢ nie bez wyjatkéw — obnizata si¢. Fakt ten nie
jest zaskakujacy i wynika z obnizajacej si¢ — przy
wielokrotnym stosowaniu — wrazliwosci jajnikow
na stosowane gonadotropiny (2). Takze Hasler i
wsp. (12) podaja, Ze w miar¢ zwigkszania liczby
zabiegéw superowulacji zmniejsza si¢ stopniowo
$rednia liczba zarodkéw pozyskiwanych od krowy
oraz zmniejsza si¢ odsetek komorek jajowych. Ob-
nizanie si¢ wrazliwosci na dany hormon powodo-
wane jest pojawieniem si¢ przeciwciat na obca sub-
stancj¢ biatkowa. Stad w celu zapobiezenia niepo-
zadanym efektom Anglicy zalecaja przy drug1ej 1
kole]nych zabiegach superowulacji zwigksza¢ nie-
znacznie dawke uzywanego preparatu FSH.

W badaniach wtasnych uzywano niezmiennie ta-
kiej samej dawki preparatu, stad by¢ moze istotne
obnizanie si¢ liczby zarodkéw przydatnych do prze-

Tab. 2. Liczba zarodkéw przydatnych do przeniesienia,
zdegenerowanych zarodkéw i komérek jajowych

w zaleznoéci od liczby zabiegéw superowulacji podczas
jednego okresu miedzyciazowego

Liczba
T:;E:r Liczba
" kréw zarodkow a
owulacji przydatnych AN oocytéw
. >, . |zdegenerowanych
do przeniesienia
I 248 5,11 1,23 1,73
1} 182 3,16 1,09 1,48
m 108 3,54 1,04 1,51
Iv 46 4,0 0,85 2,02
v 24 3,25 1,04 1,38
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niesienia w drugim i dalszych zabiegach pozyski-
wania zarodkéw. W przeciwieristwie do wynikéw
badan wtasnych Gielen i wsp. (10) oraz Moor i
wsp. (20) nie notowali istotnego ujemnego wplywu
wielokrotnie powtarzanych zabiegéw superowulacji
na liczbe zarodkéw najwyzszej jakosci. Takze oni
jednak donosza o nieznacznie wyzszej liczbie za-
rodkéw pozyskiwanych podczas pierwszego pluka-
nia.

Liczba zdegenerowanych zarodkéw byta najwiek-
sza i najnizsza odp. u kréw, od ktérych pozyskiwano
zarodki po raz pierwszy i czwarty. Jednak, wyrazona
w procentach proporcja zarodkéw zdegenerowanych
do przydatnych do transferu byta naJkorzystmerza
podczas pozyskiwania pierwszego i czwartego, tj.
wowczas gdy uzyskiwano najwigcej zarodkéw. Wy-
daje si¢ zatem mato prawdopodobne by uzyskane
réznice w odniesieniu do liczb nieprawidtowych
zarodk6w byty bezposrednim nastgpstwem rosnacej
liczby zabiegéw pozyskiwania zarodkow, ktérym
poddawano krowy.

Maty procentowy udziat zdegenerowanych zarod-
kéw przypadajacy na zarodki przydatne do transferu,
potwierdza raczej tendencj¢ sugerowana przez Do-
naldsona (8). Zgodnie z nia im wyzsza jest liczba
zarodk6éw ogdtem, tym wyzsza przydatnych do trans-
feru.

Uzupetniajac uzyskane wyniki dodaé nalezy, ze
wysoka liczba zdegenerowanych zarodkéw zalezy
przede wszystkim od dawki i sposobu podawania
FSH oraz, co wazniejsze, rodzaju preparatéw gona-
dotropowych uzywanych do prowokowania super-
owulacji (7, 8, 20). Istotne réznice w liczbie pozy-
skiwanych oocytéw podczas kolejnych zabiegéw
ptukania macicy — biorac pod uwage ich wyrazny
zwiazek ze sposobem przeprowadzania zabiegu una-
sieniania — mozna tlumaczy¢ jedynie zaburzeniami
hormonalnymi, bardziej prawdopodobnymi przy
wielokrotnym uzywaniu preparatéw gonadotropo-
wych. W efekcie dochodzi¢ moze do zaburzefi trans-
portu nasienia w obrgbie drég rodnych samicy (2).

Zaznaczy? sie istotny (p <0,01) wplyw buhajow
dawcow nasienia na liczbg zarodkéw przydatnych

Liczba zarodkow

11 13 15 17 19 21 23 25 27 29
Numer buhaja

Ryc. I. Wplyw buhaja na liczbe zarodkéw przydatnych do transferu

do transferu. Szczegétowe wyniki przedstawia ryc. 1.
Jak wynika z ryciny réznice pomig¢dzy liczba za-
rodkow przydatnych do przeniesienia po wykorzy-
staniu do inseminacji nasienia réznych buhajow byty
znaczne, od bardzo ztych do zadowalajacych. Na
istotny wplyw dawcy nasienia na liczbe pozyski-
wanych zarodkéw przydatnych do transferu wska-
zywalo szereg autoréw w tym réwniez Reklewski
1 wsp. (23). Sposréd pozyskanych zarodkéw i oo-
cytéw, zarodki przydatne do transferu wynosity w
zaleznosci od wykorzystanego do unasieniania bu-
haja od 42,5 do 78,9%. Takze Saacke i wsp. (24)
donosza o duzych réznicach uzaleznionych od bu-
hajéw — dawcoéw nasienia odnosnie do liczby uzy-
skanych 6-7-dniowych zarodkéw oraz ich przezy-
walnosci w pierwszych dniach po wprowadzeniu
do macicy biorczyn. Wykazano takze réznice po-
migdzy wczesnym rozwojem zarodkéw po zaplod-
nieniu in vitro nasieniem pochodzacym od r6éznych
buhajow (2, 14). Pewien wptyw na wyniki zaptod-
nienia u kréw poddanych superowulacji wydaje si¢
miec rézna jako$¢ nasienia buhajéw uzywanych do
unasieniania. Stwierdzono, ze znacznie wicksza licz-
be zarodkéw przydatnych do transferu uzyskuje sig
w tych przypadkach, w ktoérych stwierdzano duza
liczbe dodatkowych plemnikéw, przylegajacych do
ostonki przejrzystej komoérki jajowej podczas za-
ptodnienia.

Z kolei u kréw, u ktérych pozyskiwano mniejsza
liczbe zarodkéw, wzglednie byly one niedostatecz-
nej jakosci, do ostonki przejrzystej komoérki jajowe;j
przylegal zwykle jeden dodatkowy plemnik. Duze
réznice w liczbie pozyskiwanych zarodkéw tluma-
czg Walawski i wsp. (27) uwarunkowaniami immu-
nogenetycznymi, polegajacymi na wystgpowaniu se-
milatentnych defektéw zaptodnienia lub zaburzeri
immunologicznych, przejawiajacych si¢ zamiera-
niem zarodkéw. Stwierdzono, Ze genotyp charak-
terystyczny dla alkalicznej RNA-zy leukocytéw jest
czynnikiem réznicujacym wskazniki ptodnosci ko-
jarzonych par rodzicielskich. Stosujac heterosper-
miczne dawki nasienia buhajow o genotypach AA,
AB 1 BB wykazano mechanizm pro selekcyjny, fawo-
ryzujacy zygoty AA i dyskryminujacy zygoty BB.

Wiek krow dawczyn wywieral istotny (p <0,04)
wptyw na liczbg zarodkéw przydatnych do transferu.
Z tab. 3 wynika, ze stosunkowo najwigcej zarodkéw

Tab. 3. Wplyw wieku dawczyn zarodkéw na liczbe
zarodkéw przydatnych do transferu

Wiek kréow (w latach)

Oznaczane
cechy
3 4 5 6 7 8 9 | 10 |razem
Liczba .| 3 | 14|53 10125814031 | 8 | 608
superowulacji

Srednia liczba

zarodkow 3,63

7,616,3213,8413,15(3,56(4,30(2,34| 1,0
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Ryc. 2. Catkowita liczba zarodkéw i oocytow (A), liczba zarodkéw
ogétem (B) i liczba zarodkéw przydatnych do przeniesienia (C)
w poszczegdlnych miesiacach

przydatnych do transferu uzyskiwano od mtodych,
3-5-letnich dawczyri zarodkéw, mniej od samic w
wieku 6-8 lat, najmniej natomiast od kréw starych
9-10-letnich. Uzyskane przez nas wyniki nie s3 zgod-
ne z podawanymi przez Lernera i wsp. (18), kt6rzy
podaja, ze liczba zarodkéw wzrasta stopniowo wraz
z wiekiem, osiggajac szczyt w 9 roku zycia. Ich
zdaniem reakcja na gonadotropiny ulega obnizeniu
w pbzniejszym wieku, w efekcie obnizeniu ulega
liczba zarodkéw przydatnych do transferu.

Jak wynika z przeprowadzonej analizy miesiac,
w ktérym przeprowadzono zabieg superowulacji wy-
wieral znaczny wplyw na catkowitg liczbg pozyskanych
zarodkow i oocytéw (p < 0,0001), liczbg zarodkow
przydatnych do transferu (p < 0,02) oraz liczbe zarod-
kéw wyprodukowanych ogétem (p < 0,04).

Odnosne wyniki zawiera ryc. 2. Niezaleznie od
zastosowanego preparatu wyniki pozyskiwania za-
rodkéw byty lepsze w miesiacach zimowych i wezes-
na wiosna niz latem. Tendencja ta nie jest tatwa do
wyjaénienia. W tym przypadku znaczng zmiennos¢
produkeiji zarodkéw trudno przypisywac wylacznie
réznemu latem i zima poziomowi Zywienia. Jak
wiadomo dawka pokarmowa latem jest przewaznie
zasobniejsza w bialtko, ubozsza w substancje ener-
getyczne. Poziom energii pobieranej z pasza wy-
wiera znaczny wplyw na przysadke mozgowa oraz
aktywnosé jajnikow (19), co pozostaje nie bez wply-
wu na wzrost pecherzykéw jajnikowych i liczbe
owulacji, w efekcie liczbg pozyskiwanych zarod-
kow.

Schifer i wsp. (25) stwierdzali u kréw, produku-
jacych mata liczbg zarodk6éw, obnizony poziom glu-
kozy, cholesterolu oraz podwyzszone stgzenie zwigz-
kow ketonowych.

Z nowszych badai Balakrishanan’a i wsp. (1)
wynika, ze w przypadku gdy stezenie cholesterolu
we krwi przekracza 140 mg/dl liczba zarodkow przy-
datnych do transferu byla istotnie wyzsza niz u
kréow dawczyn, u ktérych stezenie tego metabolitu
byto nizsze od podanej wartosci granicznej. Drugim
mozliwym wytlumaczeniem istotnej zmiennosci w

produkcji zarodkéw w ciagu roku moze by¢ od-
mienna, zalezna w znacznym stopniu od warunkow
$wietlnych, reakcja jajnikéw na egzogenne gonado-
tropiny. Stad sugestie niektérych autoréw (13, 21)
by preparaty gonadotropowe podawac w dawce wy-
nikajacej z wcze$niej ustalonego statusu hormonal-
nego. Niekt6rzy wreszcie podkreslaja niekorzystny
wplyw wysokiej temperatury otoczenia na przezy-
walnosé komoérek jajowych (22).

Rok, w ktérym przeprowadzano zabieg superowu-
lacji wywieral wplyw jedynie na liczbe zarodkéw
og6tem (p < 0,0001). Wiecej zarodkéw wyptukiwa-
no w dwéch ostatnich latach badad (odp. 5,96 i
5,89) niz w pierwszych czterech. Wyjasnienie tego
faktu napotyka na pewne trudnoéci. Najprostszym
wytlumaczeniem byloby mniejsze do$wiadczenie
kliniczne i techniczne zespolu przenoszenia zarod-
kéw w pierwszych latach badari.
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