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Wywotywanie mnogiej owulacji oraz chirurgiczne
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Induction of superovulation and surgical methods of embryo recovery
and transfer in pigs. Antosik M., Urbaniak K., Jaskowski J. M.,
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Superovulation is a planned production of a number of ova from one
dam at the same ovulation period and essential part of the technique
of embryo transfer. Authors describe methods of collection of fertilized
ova from superovulated donor females, either prepuberal and puberal
gilts or sows. Females are prepared with 50 mg of altrenogest
(Regumate) administered for 15 days. Then single dose of 1000-1500 IU
PMSG and/or 750 IU hCG is given i.m. Donors are inseminated twice 24 h
and 36 h after oestrus occurs. Four to six days later embryos are
collected surgically. They are evaluated in terms of fertilization then
stored carefully. Prepuberal gilts give more embryos than multiparous
sows (27 and 20 embryos respectively). The recipients need to be in
appropriate stage of uterine receptivity, effected by synchronizing the
oestrus cycle with that of the donors. Embryos, at the number of 15-20,
are transferred either into the oviduct or unilaterally into uterus horn.
Efficacy of embryo transfer in pigs is high with 50-70% of pregnant
recipients and 7-8 piglets in the litter.
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Transfer zarodkow u $win, w przeciwienstwie do transferu u bydta, wykorzystywany
w celach komercyjnych i hodowlanych stosowany jest na niewielka skale. Przyktadowo
liczba dawczyn, od ktérych pozyskiwano zarodki w 2002 r., wynosita na $wiecie okoto 250,
a liczba przenoszonych zarodkoéw natomiast okoto kilkunastu tysiecy (1). Umiarkowane
zainteresowanie tg metodg biotechniczng spowodowane jest wysokg plennoscig swin oraz
trudnymi do zastosowania na wiekszg skale metodami pozyskiwania i przenoszenia zarodkow.
Nie zmienia to faktu szerokiego zapotrzebowania na te metode do celéw naukowych.
Pierwszy skuteczny zabieg transferu zarodkow u $win przeprowadzit na Ukrainie Kwasnicki
w 1951 1. (2), uzyskujac od jednej z czterech dawczyn 9 zarodkdw, z ktdrych urodzity sie cztery
prosieta. W latach 60. ubiegtego stulecia badania nad transferem zarodkéw kontynuowat
Pomeroy (3). Systematyczne badania nad metodami pozyskiwania i przenoszenia zarodkow
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w celu rozwoju technik oraz wyjasnienia istotnych problemow reprodukcyjnych prowadzili

m.in. Hancock i Howell (4) oraz Dziuk i wsp. (5). Natomiast problemy aplikacyjne zwigzane

Z przenoszeniem i obrotem zarodkami oraz tworzeniem stad SPF prezentowali Wrathall i wsp. (6)
oraz Curnock (7). W latach 80. w Niemczech oraz Szwajcarii przeprowadzano pierwsze
praktyczne proby wykorzystania tej metody w terenie oraz w pracach genetycznych. Pierwsze
proby przenoszenia zarodkow w bytej NRD przeprowadzono w latach 1974 i 1975 (8).
Obecnie zarodki od $win pozyskuje sie w wielu krajach $wiata, poza Europg w Chinach

oraz w Japonii. W niektorych krajach, jak na przyktad w Holandii, transfer zarodkéw u $win

ma charakter komercyjny (1).

W Polsce transferu zarodkow u swin, jak dotad, nie prowadzono. Wydaje sie zatem celowe
przedstawienie podstawowe] techniki pozyskiwania, jak i przenoszenia zarodkow.

Transfer zarodkow u swin jest kompleksem zabiegdw, obejmujgcych dobdr i hormonalne
przygotowanie dawczyn, pozyskiwanie zarodkow, ich obrébke in vitro (ocena, sortowanie,
krotkotrwata hodowla, transport), jak rowniez przenoszenie zarodkow do biorczyn o cyklu
rujowym mozliwie optymalnie zsynchronizowanym z cyklem rujowym dawczyn.

Zarodki mozna pozyskiwac od niedojrzatych loszek — w zaleznosci od tempa dojrzewania —
w wieku od 160 do 180 dni, loszek dojrzatych piciowo, ktore miaty dwie, trzy ruje oraz od swin
wielorodek. Ruje u $win dawczyn synchronizuje sie, podajgc wraz z paszg przez 15 dni,
od 16 do 20 mg altrenogestu, zawartego w preparacie Regumate. Po zakonczeniu podawania
progestagenu podaje sie domiesniowo 1500 j.m. PMSG, a nastepnie po 72-80 godzinach
okoto 500 j.m. hCG. (8). Zamiast hCG dopuszczalne jest takze podanie GnRH. Przedstawiony
program stosowany jest u loszek dojrzatych ptciowo. Natomiast loszki niedojrzate ptciowo
nie otrzymujg altrenogestu. Z kolei u swin wielorédek superowulacje przeprowadza sie
bezposrednio po odsadzeniu, przy czym zastosowana dawka PMSG jest nizsza niz u loszek,
inny jest takze termin podania hCG. Wynik superowulacji w istotny sposéb zalezy od
wysokosci dawki PMSG, rodzaju PMSG oraz rasy $wini. Z reguty im wyzsza dawka hormonu,
tym gorsza jako$¢ pozyskiwanych zarodkéw. Nie wszystkie preparaty PMSG zawierajg
jednakowg ilo$¢ hormonu w standardzie. Podawanie APMSG po PMSG, stosowane
w programach superowulacji u krow, nie jest wykorzystywane u swin ze wzgledu na gorszg
jakos¢ pozyskiwanych zarodkéw. Odnosnie do wysokosci stosowanej dawki PMSG zblizone
rezultaty uzyskiwano, podajgc od 1000 do 1500 j.m. PMSG (1, 9, 10, 11). U $Swin prymitywnych
dawka hormonu jest z reguty nizsza niz u swin szlachetnych. Ratky (12), porownujgc
efektywnos¢ superowulacji u $win rasy mangalica po iniekcji 750, 1000, 1250 j.m. PMSG
oraz 750 j.m. hCG ustalit, ze najlepsze efekty uzyskuje sie, podajgc 1000 j.m. PMSG.
Shimatsu (13), przeprowadzajgc badania na swiniach miniaturowych, uzywat do wywotywania
superowulacji preparatu PG 600 lub PG 600 w kombinacji z hCG.

W nielicznych badaniach do wywotywania superowulacji u swin stosowano serie iniekcji
FSH. Opinie odnosnie do efektywnosci superowulaciji sg jednak podzielone. Niektorzy uwazaja,
ze podanie FSH pozwala zwiekszy¢ liczbe wyptukiwanych zarodkow nawet trzykrotnie. Inni
z kolei wskazujg na wysokg cene preparatu i niskg liczbe zarodkéw przydatnych do transferu.
Przypuszczalnie gorsza jako$¢ zarodkow jest efektem zanieczyszczenia preparatow FSH
hormonem luteinizujgcym. U dojrzatych piciowo loszek do synchronizacii rui stosowano takze
zamiast altrenogestu podskorne implanty norgestometu.

Swinie przewaznie sg unasieniane dwukrotnie, przy czym pierwsza inseminacja nastepuje
24 godziny po podaniu hCG. Warto zaznaczy¢, ze w programach superowulaciji preferowane
jest sztuczne unasienianie $win. Naturalna inseminacja przeprowadzana jest wytgcznie w tych
przypadkach, w ktérych lochy cechuje agresja. Z badan wynika, ze srednia liczba owulujgcych
pecherzykow wynosi od 24 do 40 i jest najwyzsza u niedojrzatych ptciowo loszek.

Sam zabieg chirurgicznego pozyskiwania zarodkéw metodg krwawg jest stosunkowo
prosty. Swinie przygotowuije sie farmakologicznie, podajgc dozylnie mieszanine ksylazyny
i ketaminy. Po przygotowaniu pola operacyjnego wykonuje sie ciecie w kresie biatej od pepka



do wysokosci ostatniego sutka, a nastepnie preparuje sie macice wraz z jajnikami. Przy okazji
mozna oceni¢ efektywnos$¢ superowulacii, okreslajgc liczbe widocznych na jajnikach ciatek
zottyeh. W przypadku wyptukiwania jajowodu, po odnalezieniu wpustu do lejka jajowodu
wprowadza sie do niego kaniule. Nastepnie igte strzykawki wprowadza sie do wierzchotkowej
czesci rogu macicznego, kierujac jg w strone jajowodu. Do $wiatta jajowodu wprowadza sie
okoto 20 ml ptynu Dulbeco z dodatkiem BCS lub FCS, ktory zbierany jest do szklanego
naczynia. Jesli przewidywana jest kilkugodzinna hodowla zarodkow, zalecana jest pozywka
NCSU o Scisle ustalonej temperaturze. Jesli wyptukiwana jest macica, igte wprowadza sie

w koncowym (domacicznym) odcinku jajowodu, kierujgc jg w strone macicy. W scianie macicy,
okoto 10-15 cm od jej konca, wykonuje sie otwor, przez ktory do jej jamy wprowadza sie
kateter. Macice wyptukuje sie ptynem, jak uprzednio podano, a nastepnie masujgc delikatnie
palcami przesuwa sie go w kierunku macicy. llos¢ odzyskanego ptynu nie moze by¢ mniejsza
niz 40 ml. Trzecia metoda tgczy opisane poprzednio i polega na jednoczesnym wyptukiwaniu
jajowodow i macicy.

Zabieg przeprowadza sie na drugim rogu macicy. Inne metody pozyskiwania zarodkow
zarowno z jajowodu, jak i macicy wymagajg odmiennego wprowadzenia igly oraz ilosci
uzytego plynu. Liczba w ten sposob pozyskiwanych zarodkow wynosi od 19 do 32. Liczba
odzyskanych zarodkow powinna wynosi¢ okoto 70% liczby stwierdzanych na jajnikach ciatek
z0ttych.

Dawczynie powinny by¢ karmione karmg ubozszg od przewidzianej normami zywieniowymi (1).
Liczba pozyskiwanych zarodkow zalezy w duzym stopniu od dawki PMSG oraz wieku
dawczyn. Najlepsze rezultaty uzyskiwano u niedojrzatych ptciowo loszek, u ktérych liczba
pozyskiwanych zarodkow wynosita okoto 30. Mniejszg liczbe zarodkdw — okoto 20
pozyskiwano od loch (14).

Zarodki wyszukiwane sg pod mikroskopem stereoskopowym i powiekszeniem
60-80-krotnym. Do transferu wykorzystywane sg wytgcznie zarodki o nieuszkodzonej ostonce
przejrzystej i dobrej lub bardzo dobrej jakosci. Ich ocene morfologiczng umozliwia duze
podobienstwo do zarodkdw bydlecych. Nastepnie zarodki aspirowane sg do pipety. Podczas
krotkotrwatego przechowywania lub w czasie transportu umieszcza sie jg wewngtrz zbiorniczka
szklanego, z ptaszczem wodnym o temperaturze 37°C, uzywanego podczas pobierania
nasienia u buhajow. W pozywce do krotkotrwatej hodowli i konserwacii zarodki $win mozna
przechowywac maksymalnie przez 6-8 godzin.

Do transferu najlepiej nadajg sie zarodki w stadium moruli lub wczesnej blastocysty.

Do trzeciego dnia po inseminacji z jajowoddw wyptuka¢ mozna zarodki od jedno- do
czterokomorkowych. W czwartym dniu zarodki w stadium 16-komorkowym osiggajg macice.
W pigtym i szostym dniu rozwijajg sie do stadium moruli i blastocysty. Z tego powodu zarodki
u $win wyptukuje sie miedzy 4 a 6 dniem po inseminacji. Powyzej 7 dnia po zaptodnieniu
nastepuje wyklucie zarodka, co ogranicza znaczgco mozliwosc jego wykorzystania do
transferu.

Biorczyniami zarodkéw mogg by¢ zdrowe, dojrzate ptciowo loszki lub lochy wielorodki
przygotowywane w podobny sposob jak dawczynie. Uwzgledniajgc liczbe wyptukiwanych
zarodkow, przecietnie na jedng dawczynie przypada od jednej do dwoch biorczyn.
Hormonalnie sg one przygotowywane prawie tak samo jak dawczynie, z tg jednakze réznica,
ze dawka PMSG podawana w celu stymulacji wzrostu pecherzykéw jajnikowych jest nizsza
(15). Poniewaz wzrost stezenia progesteronu po rui nastepuje u biorczyn pozniej niz u swin
dawczyn, podanie hormonu gonadotropowego u biorczyh mozna nieznacznie opoznic.

Po farmakologicznym przygotowaniu biorczyn dokonuje sie laparotomii. Jesli zarodki
wyptukiwane byty wytgcznie z jajowodu, to powinny by¢ przeniesione do jajowodu biorczyn.
Po odseparowaniu jajowodu od jajnika zarodki wprowadza sie delikatnie — za pomocg szklane;
pipety o dtugosci okoto 100 mm i Srednicy 1 mm — bezposrednio do lejka jajowodu wraz



z niewielkg (0,3-0,4 ml) iloscig pozywki, a nastepnie umieszcza sie macice w jamie brzuszne;.
Zarodki pozyskiwane miedzy 4 a 7 dniem po zaptodnieniu, znajdujgce sie w stadium rozwoju
od zarodka czteroblastomerowego do blastocysty, mozna wprowadzi¢ bezposrednio do
macicy biorczyn. W tym celu po wypreparowaniu wierzchotkowej czesci rogow macicy, okoto
2 cm od miejsca ujscia jajowodu do macicy, perforuje sie jej $ciane za pomocg plastikowe;j
kaniuli, starajac sie nie uszkodzi¢ widocznych naczyn krwionosnych. Nastepnie, kierujgc
koniec pipety w strone szyjki macicy, powoli deponuije sie zarodki (5). Liczba deponowanych
w macicy zarodkow wynosi do 12 do 20.

Biorgc pod uwage zjawisko migracji zarodkow u $win w drogach rodnych, sg one
wprowadzane wytgcznie do jednego rogu macicy (5). Z badan Brussow (16) wynika, ze po
wprowadzeniu zarodkéw do jednego lub do obu rogdw macicy zarowno odsetek prosnych
swin, jak i liczba rodzgcych sie prosigt nie roznig sie.

Odsetek ciezarnych samic, liczba prosigt w miocie oraz liczba prosigt w poréwnaniu
do liczby wprowadzonych do macicy zarodkow sg wyzsze, jesli zarodki wprowadzane sg
do macicy.

Zarowno metody pozyskiwania zarodkow, jak i ich przenoszenia wymagajg u $win dalszego
doskonalenia. Nalezy przypuszczac, ze milowym krokiem na drodze w upowszechnianiu tej
metody biotechnicznej u $win bedzie przede wszystkim opracowanie prostych, nieinwazyjnych
i zarazem skutecznych metod transferu zarodkéw.
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