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In vitro to sposob
na postep hodowlany

Pobierajajg komorki jajowe wprost z jajnikdw najcenniejszych jatowek,
inkubuja je i zaptadniaja in vitro, a nastepnie hodujg i zamrazajg. W ten
sposob uzyskujg zarodki o wysokim potencjale genetycznym.

Stadnina Koni ,Nowe Jankowice Sp.
z 0.0." jest pofozona na terenie wo-
jewédztwa kujawsko-pomorskiego.
Spotka zajmuje sie hodowlg koni
i bydta mlecznego oraz produkcja
kwalifikowanego materiafu siewnego.
W gospodarstwie znajduje sie tacznie
1800 sztuk bydta, w tym okoto 715
krow rasy polskie] holsztynsko-fry-
zyjskiej. Zwierzeta sg utrzymywane
w trzech lokalizacjach: w Nowych
Jankowicach (325 kréw), Szarnosiu
(85 krow) i Lisnowie (305 krow).
Obora w Nowych Jankowicach zajeta
trzecie miejsce w kraju w$rod gospo-
darstw o przecietnej liczbie od 300 do
500 krow za wydajnos¢ 13 293 kg
mleka o parametrach 3,97 % ttuszczu
i 3,38% biatka uzyskang w 2019 r.

Pobieranie oocytéw z pecherzykéw jajnikowych odbywa sie pod kontrolg USG.

Spotka odniosta réwniez wiele suk-
cesow na krajowych wystawach
zwierzat hodowlanych.

Inwestycja w nowoczesnosc
Gospodarstwo realizuje plan hodow-
lany, ktdrego celem jest osiggniecie
jak najwiekszego postepu hodow-
lanego z zachowaniem zmiennosci
genetycznej. W gospodarstwie od
wielu lat trwajg prace nad poprawg
cech produkeyjnych i funkcjonalnych
bydta. Aby przy$pieszy¢ ten proces,
dr inz. Adam Oler, prezes zarzadu
spotki, postanowit zastosowaé me-
tode przyzyciowego pozyskiwania
oocytéw Oocyte Pick-Up (OPU) i za-
ptodnienia in vitro. W tym celu spétka
nawigzata wspétprace z prof. dr hab.
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n. wet. |zabelg Woctawek-Potocka,
wspoétwtascicielka firmy Invivet.

— Po raz pierwszy zastosowaliSmy te
metode 3 lata temu w gospodarstwie
nalezgcym do Stacji Dydaktyczno-
Badawczej Batdy oraz na fermie
bydfa miesnego Masurian Farm
w Gieraliszkach. Od roku prezinie
wspdtpracujemy z Gospodarstwem
Rolnym Agrofarm w Jurkowicach
Pierwszych — tlumaczy lzabela Wo-
ctawek-Potocka, dodajac: — W efek-
cie naszych prac urodzito sie juz
kilkanascie cielat. W wigkszosci sa
to jatéwki.

Genomowanie dawczyn
Zespot profesor Potockiej rozpoczat
wspotprace z SK Nowe Jankowice




Sonda aparatu USG wyposazona w igle punkcyjna jest umieszczana w pochwie jatéwki.

Produkcja zarodkéw w pieciu krokach:

1. Przyzyciowe pobieranie oocytéw od dawczyn.

2. Dojrzewanie oocytow — IVM — in vitro maturation.
3. Zaptodnienie oocytow in vitro — IVF — in vitro

fertilisation.

4. Hodowla zaptodnionych komérek do blastocyst

- IVC = in vitro culture.

5. Embriotransfer $wiezych zarodkéw do biorczyn

lub ich mrozenie.

w maju biezacego roku. Zabieg
pobierania niedojrzatych komorek
jajowych, czyli oocytéw, wprost
z jajnikéw dawczyn jest wykonywa-
ny w gospodarstwie Lisnowo w od-
stepach siedmiodniowych. Do pozy-
skiwania komérek jajowych nie jest
potrzebna zadna stymulacja hormo-
nalna, faza cyklu jajnikowego nie ma
tu zadnego znaczenia. W projekcie
biorg udziat cztery jatéwki w wieku
11-12 miesigcy o wysokiej wartosci
hodowlanej, ktéra byta potwierdzo-
na przez genotypowanie. Zwierzeta
sg unieruchamiane w poskromie,
a nastepnie znieczulane miejscowo.
W celu zachowania higieny okolice
sromu i odbytu przemywa sie czy-
stg wodg i dezynfekuje. Do macicy

wprowadzana jest gtowica aparatu
USG, a nastepnie pod kontrolg
ultrasonograficzng przeprowadzane
jest pobranie oocytow.

Pobieranie oocytéow

— Po przebiciu sie przez migisz
jajnika przy uzyciu specjalnej pom-
py zasysamy komorki jajowe wraz
z ptynem. Znajdujg sie one w nie-
dojrzatych pecherzykach, ktére na-
stepnie wyptukiwane s3g za pomoca
specjalnego ptynu o temperaturze
38,5 stopnia Celsjusza do pojem-
nika — ttumaczy profesor, dodajgc:
— Cafy zabieg trwa okoto 15 minut.
Srednio od biorczyh uzyskujemy
8 nadajacych sie do dalszej ho-
dowli oocytéw. Nierzadko komdrek
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jajowych jest nawet kilkanascie.
Kolejny etap odbywa sie w mobil-
nym laboratorium umieszczonym
w busie. Z pozyskanego podczas
zabiegu ptynie oddziela sie oocyty
od komoérek krwi. Wszystkie pozy-
skane komorki jajowe umieszcza
sig na szalce Petriego. Przy pomocy
mikroskopu s3g one klasyfikowane
i opisywane wzgledem ich jakosci.
Nastepnie oocyty sa przenoszone
do tzw. pozywki (albo medium)
i umieszczane w inkubatorze. Caty
proces wymaga zapewnienia odpo-
wiednich warunkéw laboratoryjnych
i infrastruktury sprzetowej.

— Nie usuwamy komdrek jajowych
stabej jakosci, ale dojrzewamy je
razem z innymi — ttumaczy ekspert-
ka, dodajac:— Méwimy, ze komdrki
bydlece lubig towarzystwo.

Kazdy prawidfowy oocyt powinien
by¢ otoczony specyficznymi ko-
morkami, ktére pozwalajg dojrzeé
i dostarczajg energii dla plemnikdw.

Zaptodnienie in vitro

Komérki jajowe na tym etapie nie sg
jeszcze dojrzate, a wiec nie sg zdol-
ne do zaptodnienia. Dlatego przez
odpowiedni czas i we wtasciwych
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warunkach musza by¢ inkubowane
w specjalnym ptynie. Po tym czasie
sg one zaptadniane in vitro przy wy-
korzystaniu nasienia seksowanego.
— Rozmrazamy nasienie i sprawdza-
my jego parametry, a wiec koncen-
tracje plemnikdw, ich ruchliwos¢
oraz budowe morfologiczng. Jezeli
preparat spetnia normy, trafia do
pozywki, gdzie plemniki musza
same przedostaé sie do wnetrza
komdrek jajowych, co nazywamy za-
ptodnieniem klasycznym — ttumaczy
lzabela Woctawek-Potocka.

Po uptywie okoto doby wybiera sie
zaptodnione komoarki jajowe (tzw.
zygoty), ktére sg przektadane do
pozywki umozliwiajgcej dalszy ich
rozwdj i wzrost. Sg one hodowane az
osiagng stadium blastocysty. Forma
ta jest juz zdolna do zagniezdzenia
sie w macicy, posiada wezet za-
rodkowy, z ktérego powstaje ciato
zarodka oraz trofoblast odpowie-
dzialny za budowe bton ptodowych
i fozyska.

Widoczne na ekranie w lewym goér-
nym rogu ciemne plamki to peche-
rzyki jajnikowe wypetnione oocytami.

Mrozenie zarodkow

Takie zarodki mogg by¢ bezposred-
nio wszczepiane do biorczyn lub
zamrazane i przechowywane w cie-
ktym azocie. Zespdt profesor Potoc-
kiej wiekszos¢ zarodkéw zamraza,
wykorzystujac do tego metode wi-
tryfikacji. Dzieki temu skutecznos$é

uzyskania cigzy jest taka sama jak
w przypadku $wiezych zarodkéw,
poniewaz kazdorazowo mozna oce-
ni¢ zywotnoé¢ blastocysty..

— Tradycyjna metoda, nazywana
slow freezing, jest mato efektywna.
My stosujemy witryfikacje, ktéra
jest nazywana tez zeszkleniem.
Dzieki uzyciu specjalnych substan-
cji chronigcych zarodki unikamy
wytracania sie krysztatkéw lodu,
ktére mogfyby uszkodzié¢ komérki —
ttumaczy profesor.

Proces trwa nie diuzej niz 30
sekund. Zarodki sg umieszczane
pojedynczo w sfomkach i tak zabez-
pieczone moga by¢ przechowywane
przez dfugi czas.

Ostatnia kontrola zarodkow

Zarodki przed implantacjg sa roz-
mrazane, nawadniane i umieszcza-
ne w inkubatorze, aby sie rozprezyty
i ,doszty do siebie”. Nastepnie pod
mikroskopem sprawdza sie, czy zyja
i czy nie ulegly uszkodzeniu. Dopiero
tak skontrolowane zarodki przenosi
sie do biorczyn. Proces ten jest iden-
tyczny jak w przypadku transferu
tradycyjnie pozyskanych zarodkdw.
Nalezy przygotowac grupe biorczyn,
ktére sa w odpowiednim momencie
cyklu, a bfony $luzowe ich macic
sg gotowe do przyjecia zarodkow.
W tym celu stosuje sie synchroni-
zacje hormonalna — méwi profesor
Potocki. — W Nowych Jankowicach
Jest to nasze trzecie podejscie, pod-
czas ktorego od czterech jaféwek
uzyskalismy tacznie 91 oocytéw.

Z reguty zespoty zajmujace sie po-
bieraniem oocytéw i biotransferem
rozliczajg sie z hodowcami nie za
samo wykonanie zabiegu, ale za
pozyskanie zarodkow w stadium
blastocysty lub za uzyskanie cigzy.

Wielkos¢ rezerwy jajnikowej
Metoda pobierania niedojrzatych
komaorek jajowych wprost z jajnikéw
dawczyn nie wymaga zastosowania
kosztownej i diugotrwatej stymulacji
hormonalnej i moze byé przeprowa-
dzana juz 40 dni po wycieleniu. Znaj-
duje rowniez zastosowanie u mtodych
jatowic przed osiagnieciem dojrzatosci
piciowej. Czynnikiem ograniczajagcym
mozliwos¢ wykorzystania tej metody
u mtodych sztuk sa rozmiary sond
USG oraz grubos¢ reki lekarza wyko-
nujacego zabieg. Liczba pozyskiwa-
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nych komérek jajowych od mtodych
jatowic oraz ich jako$¢ sg nizsze niz
u samic dojrzatych pfciowo. Podczas
jednego zabiegu mozna pobraé od
kilku do nawet 30 oocytow. Jednak
najwieksza ich liczbe uzyskuje sie od
kréw miesnych.

- Parametrem S$wiadczgcym
o wielkosci rezerwy jajnikowej, czyli
liczby oocytdw, jest poziom hormonu
antymdillerowskiego (AMH). Wypo-
sazenie naszego laboratorium po-
zwala na oznaczenie poziomu AMH
u wybranych do zabiegéw zwierzat
- podkresla profesor Potocka, doda-
jac: — Jednak jest to zabieg stosun-
kowo kosztowny.

Bez hormonéw

Zabieg OPU wykonuje sie bez wcze-
$niejszej stymulacji hormonalnej
dawczyn, a wiec nie wywotuje
sie superowulacji, tak jak przy
tradycyjnym pobieraniu zarodkdw.
Koniecznos$¢ stosowania hormo-
now generuje dodatkowe koszty,
wymaga duzego zaangazowania
obstugi i przestrzegania terminu ich
podawania oraz nieporéwnywalnie
dtuzszego czasu potrzebnego do
powrotu samic do prawidfowego
cyklu. Dlatego metoda pozyskiwa-
nia oocytéw i hodowli zarodkéw
in vitro juz dawno w Stanach
Zjednoczonych zastagpita klasyczne
zabiegi ET wykonywane przy uzyciu
zarodkow wyptukanych, a teraz
i w Europie zdobywa coraz wieksze
uznanie nie tylko hodowcoéw bydta
mlecznego, ale takze miesnego, dla
ktérych przepedzanie zwierzat przez
poskrom i podawanie hormondw jest
pracochfonne.

Efektywna metoda

Pobieranie oocytdw od tych samych
dawczyn mozna przeprowadzié
kilkukrotnie. Metoda ta, mimo wkfu-
wania sie w migzsz jajnikéw, jest
mato inwazyjna, a samice powra-
cajg do normalnego cyklu rujowego
w ciggu kilku dni od zakonczenia
tego procesu. Regularne pobieranie
komérek jajowych hamuje wysta-
pienie owulacji, poniewaz rezerwa
jajnikowa jest wykorzystywana
na biezaco. Efektywnos$¢ metody
OPU jest znacznie wyzsza niz
w przypadku tradycyjnego pozy-
skiwania zarodkéw, poniewaz ich
wyptukiwanie moze by¢ stosowane



uzyskanych oocytéw.

jedynie u sztuk dojrzatych ptciowo
nie czesciej niz co 45-60 dni. Przy
pozyskiwaniu oocytéw zabieg ten
mozna przeprowadzi¢ okofo o$miu
razy w ciggu miesiaca.

Oszczednos$¢ nasienia

Metoda pobierania komoérek jajo-
wych dobrze sprawdza sie u krow
wysokowydajnych, Zwierzeta te
z uwagi na szybki metabolizm stabo
reaguja na hormony i trudno wywo-
ta¢ u nich superowulacje niezbedng
do uzyskania duzej liczby zarodkéw
pozadanych w tradycyjnej metodzie

Prof. lzabela Wocfawek-Potocka sprawdza pod mikroskopem liczbe
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transplantacji. Zabieg OPU wykonuje
sie rowniez u cennych kréw, ktore
z rbéznych przyczyn majg zaburzenia
ptodnoéci i nie mozna ich zacielié.
Metode te wykorzystuje sie takze
u sztuk cielnych do momentu, kiedy
macica opadnie na tyle, Ze nie mozna
dosiegna¢ do jajnikdw. Pobieranie
oocytéw mozna stosowac réwniez
u kréw kontuzjowanych, ktére
z przyczyn losowych musza byé
wyeliminowane ze stada, a nawet
u samic, ktére padng lub sg skiero-
wane do rzezni. W takim przypadku
wystarczy pobrac¢ od nich jajniki,

z ktdrych bezposrednio uzyskuje sie
komarki jajowe. Duzg zaleta jest réw-
nieZz mniejsze zuzycie nasienia niz
w metodzie pozyskiwania gotowych
zarodkéw. Przy metodzie hodowli
in vitro do zaptodnienia komoérek
jajowych pobranych od dwoéch
dawczyn przeznacza sie jedng por-
cje nasienia seksowanego. Jedng
stomke nasienia konwencjonalnego
przeznacza sie nawet na oocyty po-
brane od o$miu samic. W przypadku
zaptadniania dawczyn w tradycyjnej
metodzie pozyskiwania zarodkow
na samice po superowulacji wyko-
rzystuje sie nawet 6 porcji nasienia,
co znacznie zwieksza koszty zabiegu.

Bezposrednia sprzedaz
zakazana
Oocyty pozyskane od jatowic z gospo-
darstwa w Lisnowie po dojrzewaniu
sg zaptadniane topowymi buhajami
pochodzacymi z Polski oraz z zagra-
nicy, a uzyskane potomstwo bedzie
genomowane.
— Gotowe zarodki w pierwszej ko-
lejnosci bedziemy wykorzystywaé
na wfasne potrzeby. Planujemy je
przenosic raz w miesigcu, a biorczy-
niami beda jatéwki o nizszef wartosci
hodowlanej — méwi zootechnik Pawet
tangowski, dodajac: — W planach
mamy réwniez sprzedaz zarodkow,
ale obecnie obowigzujace prawo
uniemozliwia nam bezposredni
handel nimi, wiec bedziemy musieli
robi¢ to przez posrednika. m
Remigiusz Kryszewski
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