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Artyku³ przegl¹dowy Review

Uzyskiwanie zarodków zwierz¹t gospodarskich in
vitro jest wieloetapow¹ biotechnik¹. W pierwszym eta-
pie zwanym dojrzewaniem oocytów, komórki te po-
bierane s¹ od dawczyñ przy¿yciowo albo poubojowo.
Proces dojrzewania oocyty przechodz¹ w warunkach
in vitro. W kolejnym etapie zwanym zap³odnieniem
in vitro, dojrza³e oocyty inkubowane s¹ z plemnika-
mi. Trzecim etapem jest hodowla zarodków in vitro.
Powsta³e w wyniku zap³odnienia zygoty najczê�ciej
hodowane s¹ do stadium blastocysty. W tym stadium
zarodki mog¹ byæ przeniesione do biorczyñ lub te¿
mog¹ byæ zamro¿one albo witryfikowane i wykorzy-
stane w pó�niejszym okresie. Do kluczowych elemen-
tów uzyskiwania zarodków zwierz¹t gospodarskich in
vitro nale¿y zaliczyæ: po¿ywki do dojrzewania oocy-
tów, zap³odnienia i hodowli zarodków (w sk³ad któ-
rych wchodzi: woda, aminokwasy, witaminy, hormo-
ny, czynniki wzrostowe, dodatek bia³ka, i inne), wa-
runki podczas dojrzewania, zap³odnienia i hodowli
(temperatura, poziom CO

2
, wilgotno�æ) oraz czas doj-

rzewania, zap³odnienia i hodowli. Wszystkie te wy-
magania s¹ charakterystyczne dla poszczególnych ga-
tunków zwierz¹t gospodarskich i zosta³y one szcze-
gó³owo opisane w opracowaniach z tego zakresu: byd-
³o (13), �winie (1), owce i kozy (4) i konie (26).

Celem procedury uzyskiwania zarodków in vitro jest
otrzymanie du¿ej liczby i dobrej jako�ci blastocyst.
Liczba uzyskiwanych blastocyst jest uzale¿niona od
liczby pobranych oocytów i warunków podczas ich

dojrzewania. Natomiast jako�æ blastocyst jest uzale¿-
niona od warunków podczas ich hodowli. Zarówno
jako�æ, jak i liczba blastocyst decyduje o wynikach
przeniesienia tych zarodków do biorczyñ, a tym sa-
mym o liczbie potomstwa i jego zdrowotno�ci (23, 28).

Potomstwo po przeniesieniu do biorczyñ zarodków
uzyskanych in vitro otrzymano u wszystkich gatun-
ków zwierz¹t gospodarskich: owce � 1987 (11), byd³o
� 1988 (17), �winie � 1989 (18), kozy 1993 (5). U koni
zarówno dojrzewanie, jak i zap³odnienie in vitro przez
lata nastrêcza³o wiele problemów. Dopiero w 2002 r.
otrzymano dwa �rebiêta, z tym ¿e oocyty dojrzewa³y
w warunkach naturalnych, natomiast zap³odnienie
i hodowlê zarodków przeprowadzono w warunkach
in vitro. Obecnie u tego gatunku stosowane jest wpro-
wadzenie plemnika do cytoplazmy dojrza³ego in vitro
oocytu � ICSI (Intracytoplasmic Sperm Injection),
a nastêpnie hodowlê zarodków in vitro i przeniesienie
ich do biorczyñ (26).

Uzyskiwanie zarodków zwierz¹t gospodarskich in
vitro ma zastosowanie w hodowli, biotechnologii,
medycynie oraz w badaniach podstawowych. W ho-
dowli zwierz¹t uzyskiwanie zarodków in vitro mo¿e
byæ biotechnik¹ alternatywn¹ do inseminacji czy te¿
programu MOET (Multiple Ovulation and Embryo
Transfer) polegaj¹cego na wywo³ywaniu mnogich
owulacji i przenoszeniu zarodków do biorczyñ. Istnieje
mo¿liwo�æ wykorzystania samic tylko jako dawczyñ
oocytów bez obci¹¿ania ich dalszymi etapami tego
programu. Dawczyniami oocytów mog¹ byæ równie¿
samice niedojrza³e do rozrodu i ciê¿arne (7, 8). W ostat-
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nich latach coraz wiêcej uwagi po�wiêca siê wyko-
rzystaniu tej biotechniki w celu leczenia niep³odno�ci
u zwierz¹t gospodarskich. Oocyty oraz zarodki mog¹
byæ zamra¿ane lub witryfikowane, co pozwala na two-
rzenie ich banku. Zarodki uzyskane in vitro maj¹ naj-
wiêksze zastosowanie w biotechnologii, poniewa¿ jest
to biotechnika umo¿liwiaj¹ca klonowanie zarodkowe
i somatyczne, tworzenie osobników transgenicznych,
klonowanie osobników transgenicznych, uzyskiwanie
osobników jako dawców narz¹dów do ksenotrans-
plantacji czy te¿ tworzenia chimer (22). Ogromne na-
dzieje w medycynie ludzkiej wi¹¿e siê z wykorzys-
taniem �wiñ jako dawców narz¹dów do ksenotrans-
plantacji (25). Z pewno�ci¹ wa¿nym kierunkiem, wy-
korzystuj¹cym uzyskiwanie zarodków in vitro s¹ ba-
dania podstawowe, zarówno z zakresu dojrzewania
oocytów, zap³odnienia oocytów, jak i wczesnego roz-
woju zarodków. Wczesny rozwój zarodków bydlêcych
jest zbli¿ony do wczesnego rozwoju zarodków ludz-
kich, st¹d te¿ byd³o uwa¿ane jest za gatunek modelo-
wy (19).

Dojrzewanie oocytów in vitro
Oocyty pobierane s¹ z pêcherzyków znajduj¹cych

siê w warstwie korowej jajnika. Miêdzy gatunkami
zwierz¹t gospodarskich istniej¹ ró¿nice w uk³adzie
warstw jajnika. U krowy, owcy, kozy oraz �wini war-
stwa korowa jest warstw¹ zewnêtrzn¹, natomiast
u klaczy ta warstwa znajduje siê wewn¹trz jajnika, co
nastrêcza problemy z pobieraniem oocytów. Oocyty
mo¿na uzyskiwaæ przy¿yciowo albo poubojowo (1, 4,
7, 8, 14, 16, 24, 26). Z metod przy¿yciowych stosowa-
na jest laparotomia (wszystkie gatunki), laparoskopia
(owce, kozy i �winie, jak te¿ krowy i klacze) i OPU
(Ovum Pick-Up), czyli pobieranie oocytów przez na-
k³ucie pêcherzyków jajnikowych (krowy i klacze).
Do�æ powszechnie u owiec i kóz stosowana jest lapa-
roskopia w po³¹czeniu z OPU (2). Z metod poubojo-
wych najczê�ciej wykonywanie jest nak³ucie pêche-
rzyka jajnikowego za pomoc¹ ig³y pod³¹czonej do
pompy ss¹cej (wszystkie gatunki), skrawanie jajników
(przewa¿nie u klaczy) lub izolacja pêcherzyków jajni-
kowych, a nastêpnie pobranie z nich oocytów (wszyst-
kie gatunki) (1, 4, 16, 26).

Niedojrza³e oocyty otoczone s¹ �ci�le przylegaj¹cy-
mi kilkoma warstwami komórek ziarnistych, zwanymi
wieñcem promienistym oraz pasmem komórek nale-
¿¹cych do wzgórka jajono�nego, co wspólnie tworzy
kompleks wzgórek jajono�ny�oocyt. U klaczy oocyty
mog¹ byæ otoczone zarówno �ci�le przylegaj¹cymi, jak
i rozproszonymi warstwami komórek wieñca promie-
nistego (1, 4, 10, 26).

Niedojrza³e oocyty znajduj¹ siê w profazie I podzia³u
mejotycznego, a dok³adnie w fazie pêcherzyka zarod-
kowego. Dojrzewanie oocytów obejmuje przemiany
j¹drowe i cytoplazmatyczne, które zachodz¹ równo-
cze�nie. Wznowienie mejozy w warunkach in vitro jest
spontaniczne u wiêkszo�ci ssaków i rozpoczyna siê

od rozpadu pêcherzyka zarodkowego, a koñczy osi¹g-
niêciem przez oocyt metafazy II podzia³u mejotycz-
nego, czyli stadium, w którym mo¿e wnikn¹æ do nie-
go plemnik. Dojrzewanie cytoplazmatyczne obejmu-
je szereg zmian morfologicznych (modyfikacje w orga-
nellach i migracje niektórych z nich, wzrost liczby nie-
których organelli, np. mitochondriów, tworzenie cyto-
szkieletu i wrzeciona podzia³owego, i inne) oraz bio-
chemicznych (regulacjê cyklu komórkowego, procesy
metaboliczne, zmagazynowanie materia³u zapasowe-
go oraz materia³u informacyjnego). W procesie doj-
rzewania oocytu wa¿n¹ rolê pe³ni¹ komórki ziarniste
wieñca promienistego, które odpowiadaj¹ za kontakt
oocytu ze �rodowiskiem i tym samym po�rednicz¹
w regulacji hormonalnej oraz metabolicznej procesu
dojrzewania (1, 4, 10, 26).

Dojrza³y oocyt charakteryzuje siê rozproszeniem
komórek wzgórka jajono�nego oraz równomiernie roz-
³o¿on¹ cytoplazm¹, bez ¿adnych oznak degeneracji,
fragmentacji i wakuolizacji. U niektórych gatunków
mo¿na zaobserwowaæ cia³ko kierunkowe (krowa,
owca). Jednak u wiêkszo�ci zwierz¹t gospodarskich
pierwsze cia³ko kierunkowe nie jest widoczne ze
wzglêdu na du¿¹ ilo�æ lipidów w cytoplazmie (�winie,
klacz), tote¿ stopieñ dojrza³o�ci okre�la siê w sposób
po�redni, tj. na podstawie rozproszenia komórek ziar-
nistych wzgórka jajono�nego (1, 4, 10, 26).

Miêdzy gatunkami wystêpuj¹ ró¿nice w tempie doj-
rzewania oocytów w warunkach in vitro. U krowy,
owcy i kozy, oocyty osi¹gaj¹ dojrza³o�æ, czyli stadium
metafazy II po 24-godzinnej hodowli, natomiast u kla-
czy miêdzy 24. a 30. godzin¹ hodowli. Najd³u¿ej doj-
rzewaj¹ oocyty �wini, gdy¿ stadium metafazy II osi¹-
gaj¹ miêdzy 40. a 48. godzin¹ hodowli (1, 4, 10, 26).

Zap³odnienie oocytów in vitro
Kolejnym etapem jest zap³odnienie dojrza³ych oocy-

tów. Najczê�ciej do zap³odnienia wykorzystywane s¹
plemniki po rozmro¿eniu. Jednak u �wiñ i koni wystê-
puj¹ problemy z ich mro¿eniem, dlatego u tych gatun-
ków wykorzystywane s¹ plemniki �wie¿e, które pod-
dawane s¹ kapacytacji. Proces zap³odnienia obejmuje
reakcjê akrosomow¹ skapacytowanych plemników.
Nastêpuje zespolenie gamet i aktywacja oocytu, a na-
stêpnie dokoñczenie mejozy, czego wynikiem jest
wyrzucenie II cia³ka kierunkowego, utworzenie przed-
j¹drzy, replikacje DNA, rozpoczêcie mitozy i u³o¿e-
nie chromosomów we wspóln¹ p³ytkê metafazaln¹.
Ró¿nice miêdzy gatunkami mog¹ dotyczyæ asynchro-
nii w tworzeniu przedj¹drzy oraz momentu rozpoczê-
cia replikacji (1, 4, 10, 26). U �wiñ i koni, zarówno in
vivo, jak i in vitro obserwowana jest wysoka czêstotli-
wo�æ polispermii, czyli wnikniêcia do oocytu wiêcej
ni¿ jednego plemnika. Polispermia prowadzi do po-
wstawania zarodków poliploidalnych. Zarodki triplo-
idalne, jakkolwiek mog¹ siê rozwijaæ do stadium bla-
stocysty, jednak w pó�niejszym okresie w wiêkszo�ci
przypadków ulegaj¹ resorpcji. Z powodu du¿ej ilo�ci
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lipidów w cytoplazmie nie ma mo¿liwo�ci selekcji ta-
kich zarodków. U �wiñ uda³o siê przezwyciê¿yæ poli-
spermiê, natomiast u koni ominiêto ten problem sto-
suj¹ metodê ICSI (12).

U gatunków zwierz¹t gospodarskich tempo zap³od-
nienia jest zbli¿one i wynosi od 18 do 20 godzin od
momentu inseminacji. Ró¿nice mog¹ wynikaæ z wpro-
wadzenia plemnika do oocytu (ICSI), co prowadzi do
wcze�niejszego tworzenia zygoty (1, 4, 10, 26).

Hodowla zarodków in vitro
Ostatnim etapem jest hodowla zarodków in vitro,

czyli ich rozwój od stadium zygoty do moruli i blasto-
cysty. Rozwój obejmuje: przemiany j¹drowe i cyto-
plazmatyczne oraz ich wzajemne interakcje, metabo-
lizm zarodka, przejêcie kontroli przez genom zarod-
kowy, ekspresjê genów, tworzenie moruli oraz kom-
pakcj¹ blastomerów, tworzenie blastocyst z charakte-
rystyczn¹ struktur¹ zwan¹ jam¹ blastocysty, powsta³¹
w procesie kawitacji, czy te¿ tworzenie dodatkowych
struktur w zarodkach np. kapsu³y w zarodkach koni
(1, 4, 7, 20). Kapsu³a jest to twór umieszczony miêdzy
trofoblastem a os³onk¹ przejrzyst¹, bêd¹cy wytworem
zarodka. Pe³ni ona rolê ochronn¹ i wystêpuje zarówno
w zarodkach in vivo, jak i in vitro przez 2-3 tygodnie
rozwoju (27).

Jednym z najwa¿niejszych procesów maj¹cych miej-
sce podczas rozwoju zarodków i to zarówno in vivo,
jak te¿ in vitro jest przejêcie kontroli przez genom za-
rodkowy, co ma miejsce w stadium 4 blastomerów
u �wini oraz 8 lub 16 blastomerów u byd³a, owciec,
kóz, koni. Do momentu uruchomienia genomu roz-
wój odbywa siê w oparciu o materia³ zgromadzony
podczas dojrzewania oocytów.

Miêdzy gatunkami wystêpuj¹ ró¿nice w morfologii
blastocyst uzyskanych in vitro i dotycz¹ ich wielko�ci
oraz liczby blastomerów wchodz¹cych w sk³ad wêz³a
zarodkowego i trofoblastu (1, 4, 10, 26). Na szczegól-
n¹ uwagê zas³uguje ró¿nica w liczbie blastomerów
w zarodkach koni miêdzy blastocystami uzyskanymi
in vivo (1761 blastomerów) a in vitro (255 blastome-
rów). U pozosta³ych gatunków obserwowane ró¿nice
nie s¹ ju¿ tak du¿e (21).

Tempo rozwoju zarodków do stadium blastocysty
jest charakterystyczne dla danego gatunku i jest zwi¹-
zane z d³ugo�ci¹ kolejnych cykli komórkowych oraz
ich liczb¹. Najkrócej, tj. 144 godziny, do stadium blas-
tocysty rozwijaj¹ siê zarodki �wini, natomiast blasto-
cysty bydlêce oraz owcze i kozie powstaj¹ po 168 go-
dzinach. Najd³u¿ej do stadium blastocysty rozwijaj¹
siê zarodki koñskie (od 168 do 192 godzin hodowli)
(1, 4, 10, 26).

Przeniesienie zarodków uzyskanych in vitro
do biorczyñ

Po przeniesieniu do biorczyñ zarodków zwierz¹t
gospodarskich uzyskanych in vitro odsetek potomstwa
jest ni¿szy ni¿ zarodków in vivo (1, 4, 9, 10, 26). Od-

setek ocieleñ, wykoceñ, wy�rebieñ wynosi odpowied-
nio 40-45%, 30%, 20% po przeniesieniu zarodków in
vitro wobec 70%, 70-75%, 75% po przeniesieniu za-
rodków in vivo. Najni¿szy odsetek potomstwa stwier-
dzono u �wiñ i wynosi tylko 5% oproszeñ w porówna-
niu z 60% po przeniesieniu zarodków uzyskanych
w sposób naturalny (21).

Zarodki uzyskane in vitro mog¹ byæ zamro¿one lub
witryfikowane i przeniesione do biorczyñ w pó�niej-
szym okresie. Jednak ich zdolno�ci rozwojowe po prze-
niesieniu do biorczyñ s¹ znacznie ni¿sze ni¿ zarod-
ków in vitro nie mro¿onych. U wiêkszo�ci zwierz¹t
gospodarskich potomstwo otrzymuje siê po przenie-
sieniu do biorczyñ zarodków zamro¿onych w stadium
wczesnej blastocysty i blastocysty. Natomiast o wiele
mniej potomstwa uzyskuje siê po przeniesieniu zarod-
ków zamro¿onych in vitro w stadium moruli. Du¿o
nadziei wi¹¿e siê z witryfikacj¹ zarodków, po prze-
niesieniu których otrzymuje siê o wiele wiêcej potom-
stwa (6).

Zdolno�ci rozwojowe zarodków uzyskanych in vitro
Zdolno�ci rozwojowe zarodków uzyskanych in vit-

ro s¹ ni¿sze w porównaniu z zarodkami in vivo i jest
to wynikiem niedoskona³ych warunków podczas doj-
rzewania oocytów, a nastêpnie ich zap³odnienia oraz
rozwoju zarodków (1, 4, 10, 26).

U wszystkich gatunków zwierz¹t gospodarskich
wystêpuje wysoka �miertelno�æ we wczesnym rozwo-
ju zarodków in vitro. W�ród rodzajów �mierci poje-
dynczych, a czasami wszystkich blastomerów zarod-
ka, najczê�ciej wyró¿nia siê martwicê oraz starzenie.
O wiele rzadziej wystêpuje zaprogramowana �mieræ
komórek, która obserwowana jest przede wszystkim
w zarodkach koni. Ostatnio zwraca siê uwagê na inne
rodzaje �mierci komórek, a mianowicie na autofagiê
oraz na tzw. katastrofê mitotyczn¹. Nie nale¿y wyklu-
czaæ i innych, nieznanych dot¹d typów �mierci zarod-
ków (3, 20).

Nie zawsze dochodzi do �mierci zarodka, czasami
jedynie do zaburzeñ w jego rozwoju, które mog¹ ujaw-
niæ siê znacznie pó�niej, czyli po implantacji albo pod-
czas rozwoju postnatalnego osobnika. Do przyczyn tak
wysokiej �miertelno�ci, jak te¿ wystêpowania zabu-
rzeñ mo¿na zaliczyæ: zmieniony metabolizm podczas
dojrzewania oocytów i rozwoju zarodków, nieprawid-
³owe w³¹czenie siê genomu zarodkowego oraz wadli-
w¹ ekspresjê genów, zaburzenia chromosomowe (po-
liploidia, aneuploidia, miksploidia) (28). Interesuj¹cym
zagadnieniem s¹ modyfikacje epigenetyczne, czyli
potranslacyjne zmiany w ekspresji genów, w tym ge-
nomowe naznaczenie zwane imprintingiem, do któ-
rych mo¿e dochodziæ w warunkach in vitro (29). Epi-
genetyczne modyfikacje podczas dojrzewania oraz
rozwoju zarodków, a prawdopodobnie tak¿e w chwili
zap³odnienia mog¹ wp³ywaæ na przedimplantacyjny,
poimplantacyjny, a tak¿e postnatalny rozwój osobni-
ków. To mo¿e prowadziæ do rozmaitych zaburzeñ,
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miêdzy innymi: wodog³owia, niedorozwoju lub uszko-
dzenia mózgu, nieprawid³owego rozwoju koñczyn,
powiêkszenia serca i w¹troby, wyst¹pienia problemów
z oddychaniem, jak równie¿ pojawienia siê syndromu
du¿ego potomstwa � Large Offspring Syndrom (LOS).
Epigenetyczne modyfikacje mog¹ byæ przyczyn¹
�mierci osobników w okresie pre- i postnatalnym (re-
sorpcji, poronieñ czy te¿ �mierci tu¿ po urodzeniu) (15).

Nale¿y jednak podkre�liæ, ¿e w wiêkszo�ci przypad-
ków potomstwo otrzymane po przeniesieniu zarodków
uzyskanych in vitro nie ró¿ni siê ani anatomicznie, ani
fizjologicznie od potomstwa otrzymanego w warun-
kach naturalnych. Dlatego procedura uzyskiwania za-
rodków zwierz¹t gospodarskich in vitro stosowana jest
obecnie na szerok¹ skalê i uwa¿ana za jedn¹ z naj-
wa¿niejszych biotechnik w rozrodzie, bowiem ³¹czy
hodowlê zwierz¹t z biotechnologi¹ i medycyn¹.
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