zycia piciowego. Taki wynik pozwala na wyja$nienie przyczyn ob-
nizenia ptodnoéci buhajow pochodzacych z cigz blizniaczych roz-
nopfciowych [17].
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Aktualny stan i znaczenie
metod kriokonserwaciji

oocytow i zarodkow Swini

Barbara Gajda, Zdzistaw Smorag

Niektore z biotechnologicznych metod rozrodu Swin sg juz obecnie
elementem fermowej hodowli trzody chlewnej. Wtasciwy postep
hodowlany, a takze dobry wynik ekonomiczny hodowli §win nie
jest bowiem mozliwy bez uzyskania zadowalajgcego poziomu roz-
rodczosci. Wydajne technologie konserwacji zarodkow poszerzy-
tyby mozliwos¢ osiagniecia tego celu. Opracowanie efektywnych
metod kriokonserwacji zarodkéw swin stworzytoby dogodne wa-
runki miedzynarodowego obrotu zarodkami, eliminujgc wiele pro-
blemow, np. zwigzanych z eksportem i importem zwierzat. Ponad-
to, rozwdéj nowych technologii w rozrodzie $win, takich jak poza-
ustrojowe zaptodnienie | produkcja zarodkow in vitro, czy tez do-
tyczacych uzyskiwania zwierzat transgenicznych i ich klonowania,
wiazg sie z duzym zapotrzebowaniem na oocyty i zarodki. Dyspo-
nowanie materiatem kriokonserwowanym bytoby w tej sytuacji du-
zym utatwieniem organizacyjnym.

Jednym z waznych kierunkow wykorzystania kriokonserwacji o-
ocytow i zarodkow jest uzycie tej metody w programach zachowa-
nia bioréznorodnoéci zwierzat. Technologia ta moze by¢ zastoso-
wana jako metoda pomocnicza w utrzymywaniu populacji chronio-
nych zyjagcych na wolnosci, do rekonstrukciji ras w przypadku ich
zanikania lub istotnej redukcji liczby zwierzat danej rasy oraz do
tworzenia nowych linii lub ras.

Kriokonserwacja zarodkow

Pomimo znaczacych osiggniec kriobiologii dotyczgcych konserwa-
cji gamet i zarodkow wielu gatunkow zwierzat gospodarskich,
przez dtugi czas nie udawato sig opanowac metod kriokonserwaciji
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zarodkow Swini. Przyczyng niepowodzen okazata sie duza wraz-
liwosc zarodkow tego gatunku na schiadzanie, nawet w zakresie
temperatur plusowych [65]. DoSwiadczenia wykazaty, ze tempe-
ratura, w ktorej nastgpowato zamieranie zarodkow miescita sie
w granicach od +15 do +10°C [51]. Proby schtadzania zarodkéow
swin w obecnosci zwigzkow ostaniajacych, takich jak DMSO czy
glicerol, nie prowadzity do wzrostu ich odpornoéci na niskie tem-
peratury [46]. W kolejnych badaniach wykazano, ze podatno$¢ za-
rodkow $wini na ochtadzanie uzalezniona jest, w wigkszym stop-
niu niz to ma miejsce u innych gatunkéw, od stadium rozwoju
zarodka [43]. Stwierdzono migdzy innymi, ze istnieje znaczgca
roznica we wrazliwosci na niskie temperatury miedzy wylegta blas-
tocysta a wczesniejszymi stadiami rozwoju zarodka. W innych ba-
daniach [20, 43] wykazano, ze wrazliwo$¢ na niskie temperatury
zalezy od tego czy rozwo6j zarodka odbywat sig in vitro, czy in vivo.
Blastocysty wylegte w hodowli in vitro sg mniej podatne na uszko-
dzenia w obnizonych temperaturach plusowych niz blastocysty
wylegte in vivo [43]. Specyficzna wrazliwo$¢ na niskie temperatury
zarodkow swini manifestuje sie rowniez ich obnizong podatnoécia
na kriokonserwacje.

Czynniki warunkujace podatnos¢ na kriokonserwacjg zarod-
kow swini

Z badan prowadzonych w ciggu ostatnich kilkunastu lat wynika,
ze gtownymi czynnikami warunkujgacymi podatno$é zarodkow Swi-
ni na kriokonserwacje sg: stadium zarodka i jego stan fizjologicz-
ny, wysoka zawartos¢ lipidow, rodzaj uzytych zwigzkow ostaniaja-
cych oraz metoda kriokonserwacii.

W poczatkowych badaniach stwierdzono, ze wczesne stadia —
od zygoty do moruli i wczesnej blastocysty — nie przezywaja krio-
konserwacji [17]. Wszystkie pozytywne rezultaty, jakie zanotowa-
no w kriokonserwacji zarodkéw Swini, osiagniete zostaty wtedy,
gdy zarodki znajdowaty sig¢ w stadiach od ekspandujgcej do wy-
legtej blastocysty [cyt. za 20]. Z badan wiasnych [17] nad witryfi-
kacjg zarodkow Swin wynikato, ze blastocysty (fot. 1 i 2) przezy-
waty na poziomie okoto 30%, podczas gdy nie przezyt zaden za-
rodek w stadium moruli.

Podatno$¢ na kriokonserwacje zarodkéw $wini uzalezniona
jest, jak juz wezeSniej zaznaczono, takze od tego, czy rozwdj za-
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Fot. 1. Witryfikowana blastocysta swini (fot. B. Gajda)

rodka przebiegat in vitro czy in vivo. Podwyzszona podatnosc na
witryfikacjg zarodkow hodowanych jest zjawiskiem specyficznym
dla tego gatunku, gdyz w przypadku innych gatunkow bardziej
podatne na kriokonserwacje sg zarodki niehodowane. Przypusz-
cza sie, ze podwyzszona podatno$é zarodkow $wini na kriokon-
serwacje moze by¢ wynikiem modyfikacji zwigzkow lipidowych,
jaka moze zachodzi¢ w trakcie hodowli in vitro. Niska tolerancja
zarodkow Swini na schfadzanie i kriokonserwacije jest bowiem re-
mie wczesnych zarodkow tego gatunku [46, 60]. Podczas schia-
dzania zarodkdw moze dochodzi¢ do naruszenia integralnosci
wewnatrzkomaérkowych lipidow [10], a w konsekwencji do uszko-
dzen cytoplazmy i nieodwracalnych zmian degeneracyjnych za-
rodka [41]. Badania nad zamrazaniem zarodkow 2- i 8-blastome-
rowych, z ktorych wczesniej usunieto lipidy na drodze mikrochi-
rurgicznej, doprowadzity do uzyskania blastocyst oraz normalnego
potomstwa [42]. Wraz z osigganiem przez zarodek $wini bardziej
zaawansowanego stadium rozwoju koncentracja lipidow maleje
[47], co stwarza mozliwos¢ uzyskania przezywalnosci znacznego
odsetka kriokonserwowanych zarodkow.

Jak juz wczesniej wspomniano, badania wiasne wykazaty, ze
przezywalnos¢ kriokonserwowanych zarodkow swini uzyskanych
in vitro byta wyzsza niz wyprodukowanych in vivo. Pojawia sig tutaj
pytanie: czy na drodze hodowli in vitro jest mozliwe zredukowanie
zawartosci ttuszczu w zarodkach? Czesciowg odpowiedz powinno
dac okreslenie ilosci i rodzaju lipidow wystepujacych zardowno
w zarodkach $wiezych, jak i hodowanych. Wykonana przez nas
wstepna analiza iloSciowa zawarto$ci kropli lipidowych w zarod-
kach, oparta na metodach sterologicznych, wykazata statystycz-
nie istotny spadek zawartosci lipidow w zarodkach Swiezych od
stadium zygoty do blastocysty [56]. Jednak, wbrew oczekiwaniom,
spadek zawartosci lipiddbw obserwowany w blastocystach hodo-
wanych byt nizszy niz w blastocystach niehodowanych [57]. Po-
zostaje do rozstrzygniecia, czy i jakie jakosciowe zmiany w lipi-
dach zarodkowych, zachodzace w trakcie ich hodowli in vitro,
mogtyby pozytywnie wptywa¢ na podatno$¢ komorek zarodka na
kriokonserwacje.

Waznym czynnikiem, decydujacym o efektywnosci kriokonser-
wacji, jest rodzaj uzytego zwigzku ostaniajgcego. W doéwiadcze-
niach nad kriokonserwacja zarodkow $wini stosowano najczescie]
glicerol [26, 33, 45], glicerol z dodatkiem lecytyny [33] lub treha-
lozy [7]. Obiecujgcym rozwigzaniem jest uzycie glicerolu z dodat-
kiem zoftka jaja kurzego [12].

W badaniach wtasnych [14, 16, 17, 19] koncentrowalismy sie
na wykazaniu przydatnosci glikolu etylenowego, fikolu i sacharozy
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Fot. 2. Witryfikowana blastocysta swini po 48-godzinnej hodowli in
vitro (fot. B. Gajda)

(EFS) lub glikolu etylenowego, fikolu i trehalozy (EFT). Przezywal-
nos¢ morul przetrzymywanych w mieszaninie EFT byta wyzsza
niz przetrzymywanych w niej blastocyst [14]. Uzyskalismy 30-40%
przezywalnos¢ morul i blastocyst przetrzymywanych w mieszani-
nie EFS [14, 17]. Mieszanina ta okazafa sie jednak bardzie] tok-
syczna dla wylegtych niz ekspandujgcych blastocyst, co w kon-
sekwencji miato wptyw réwniez na wyniki witryfikaciji [19].

Kriotechniczne aspekty oraz efektywnosc kriokonserwacji za-
rodkéw $wini

Pierwsze sukcesy, jakie zanotowano w kriokonserwacji zarodkow
Swini, byly gtownie rezultatem uzycia do zamrazania zarodkow
w odpowiednim stadium rozwoju, tj. ekspandujacej lub wylegtej
blastocysty [cyt. za 15]. W procedurze zamrazania zaktadano kon-
trolowane wolne schtadzanie z szybkoscig 0,3°C/min i uzycie gli-
cerolu, jako zwigzku ostaniajgcego.

W dotychczasowych badaniach, przeprowadzonych — co nale-
zy podkreslic — na niezbyt licznym materiale, stwierdzono, ze dla
efektywnego zamrozenia zarodkow $wini konieczne jest spetnie-
nie kilku podstawowych warunkéw. Zamrazane winny by¢ blasto-
cysty w stadium bliskim wylegania. Media stosowane do zamra-
zania powinny zawiera¢ dodatek albuminy bydlecej. Jako zwigzku
ostaniajgcego powinno sie uzywac¢ 1,5 M glicerolu, chociaz nie
wyklucza sie innych zwigzkow ostfaniajacych. Procedura zamraza-
nia powinna obejmowac wczesniejsze schtadzanie zarodkow od
temperatury pokojowej do temperatury ,posiewania” z szybkoscig
wynoszacg 1°C na minute. Po zainicjowaniu krystalizacji zarodki
powinny by¢ zamrazane z szybko$cia ok. 0,3°G na minute do tem-
peratury —35 do —38°C przed ich przetozeniem do ciektego azotu.
Rozmrazanie zarodkow powinno sie przeprowadzac w tazni wod-
nej o temperaturze 35-37°C, przy uzyciu 0,3-0,5 M sacharozy.
Zastosowanie sacharozy zmniejsza ryzyko wystapienia uszko-
dzen spowodowanych szkodliwym oddziatywaniem zwigzku osfa-
niajacego, w tym rowniez uszkodzen natury osmotycznej.

W ostatnich latach badania z zakresu kriokonserwacji zarod-
kow Swini koncentrujg sie gtownie na ich witryfikacji. W metodzie
tej zestalanie ptynow odbywa sie nie na drodze krystalizacji, ale
poprzez bardzo szybki wzrost lepkosci w trakcie schtadzania. Me-
toda stanowi duze uproszczenie w stosunku do konwencjonalnych
sposobow zamrazania. Gtownym problemem witryfikacji jest toksycz-
no$c zwigzkow ostaniajacych oraz uszkodzenia natury osmotycz-
nej. Koncentracja zwigzkdw ostaniajgcych niezbedna do uzyska-
nia witryfikacji jest stosunkowo wysoka i dlatego nie jest tolerowa-
na przez wigkszos¢ materiatow biologicznych. Niemniej jednak me-
toda witryfikacji pozwala juz obecnie na uzyskanie znacznej efek-
tywnosci w odniesieniu do zarodkéw mysich, szczurzych, kroli-
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czych, owczych, kozich, konskich i bydlecych [15]. W odniesieniu
do zarodkow $wini metoda ta pozostaje nadal na etapie badan
[20].

W metodzie witryfikacji mozna wyroznic kilka nastepujacych po
sobie etapow, ktore przedstawiono na rysunkach 1 i 2. Obejmujg
one ekwilibracje zarodkéw w mieszaninie zwigzkow ostaniajg-
cych, umieszczenie zarodkow w stomkach, schtadzanie i przecho-
wywanie stomek z zarodkami w kontenerze z ciekltym azotem,
a nastepnie rozmrazanie stomek, ktore odbywa sie w tazni wodnej
o temperaturze ok. 20°C i usuwanie zwigzkow ostaniajacych za
pomocag roztworu cukru.

Znaczacy postep w metodzie witryfikacji zostat osiagniety dzig-
ki minimalizacji objetosci ptynu zawierajgcego witryfikowany zaro-
dek, tzw. ,metoda OPS” lub ,SOPS" [61]. Takie postgepowanie,
pozwalajgce na uzyskanie wysokiego tempa schtadzania w trak-
cie procesu witryfikacji, umozliwito, w odniesieniu do zarodkow
Swini, osiggnigcie stosunkowo wysokiej przezywalnosci in vitro
(morula — 14 do 70%, blastocysta — 67 do 73%) [5, 61] oraz in
vivo (morula — 13%, blastocysta — 55%)-[5, 6]. Przeprowadzone
badania wlasne potwierdzity pozytywny wptyw zminimalizowanej
objetosci witryfikowanej probki na przezywalnosc¢ zarodkow swini
w stadium moruli i blastocysty [18, 24].
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A — ekwilibracja: 1 — mikropipeta, 2 — mieszanina ekwilibracyjna, 3 —
zarodki

B — przenoszenie zarodkow do stomki: 4 — mikropipeta, 5 — zarodki
w mieszaninie witryfikacyjnej, 6 — banka powietrza, 7 — sacharoza, 8 —
korek

C — schiadzanie stomki w ciekltym azocie: 9 — pojemnik z azotem, 10 -
ostonka, 11 - stomka

Rys. 1. Schemat witryfikacji

Stosowane ostatnio modyfikacje metody witryfikacji, wykorzy-
stujace wysokie tempo schtadzania, to m.in. metoda kroplowa
zastosowana do oocytow [48] i zarodkow bydlecych [54], petelko-
wa (cryoloop container-less) uzywana z powodzeniem do zarod-
kow chomika [34] i cztowieka [35], czy tez metoda z zastosowa-
niem siateczki mikroskopowej (EM grids) [49], czy schtodzonym
ponizej ~200°C cieklym azotem [3] lub urzadzeniem Vitmaster z a-
zotem o temperaturze —204°C [2]. Metody te, chociaz wydajg sie
by¢ dos¢ atrakeyjne, sg jednak wykorzystywane do kriokonserwa-
¢ji zarodkdw Swini w bardzo ograniczonym zakresie.

Ocena kriokonserwowanych zarodkéw

Zarodki $wini po rozmrozeniu i usunigciu zwigzkow ostaniajgcych
poddaje sig¢ ocenie morfologicznej, a nastepnie ocenie na podsta-
wie zdolnoéci do dalszego rozwoju in vitro lub in vivo, po przenie-
sieniu do drog rodnych zsynchronizowanych biorczyn.

Hodowla in vitro

Hodowla in vitro jest podstawowa metoda stosowang do oceny
przezywalnosci zarodkéw po rozmrozeniu lub witryfikacji. Zatem
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zapewnienie optymalnych warunkow hodowli in vitro jest istotnym
czynnikiem wptywajgcym na wiarygodno$¢ oceny. Warunki takie
spetniajg obecnie rozne systemy [15]. Zarodki hoduje sig w po-
zywce, w temperaturze 39°C. Najczescie] stosuje sie pozywki
o Scisle okreslonym sktadzie chemicznym, zawierajgce, oprocz
soli i biatka, zwigzki energetyczne, takie jak: glukoza, mleczan
wapnia, pirogronian czy aminokwasy [15]. Jedna z najpopularniej-
szych i zapewniajacych najbardziej optymalne warunki jest po-
zywka NCSU-23 [21, 52]. Hodowlg zarodkow przeprowadza sie
w atmosferze 5% CO2 w powietrzu lub w mieszance gazowej

A B
= a
SRS (E—— 3
e 4
l_J
TEMP. 20
A — umieszczenie stomki w tazni wodnej: 1 — faznia wodna, 2 — sfomka

B — wypychanie zawartosci stomki do szklanego naczynia: 3 — strzykaw-
ka, 4 — stomka z zarodkami

Rys. 2. Schemat rozmrazania

o sktadzie: 5% COz, 5% Oz i 90% N2. Czas hodowli uzalezniony

jest od stadium rozwoju rozmrozonego zarodka. Kryterium prze-

zywalnosci zarodka stanowi jego dalszy rozwdj w warunkach in

vitro do stadium wylegajgce) si¢ lub wylegtej blastocysty.
Transplantacja do biorczyn

Petny rozwdj kriokonserwowanych zarodkow jest oceniany na
podstawie rozwoju in vivo, po przeniesieniu do drég rodnych zsyn-
chronizowanych biorczyn. Mozna tego dokona¢ metodg chirur-
giczng lub niechirurgiczng.

Transplantacja chirurgiczna. Wigkszos¢ zabiegow transplan-
tacji u swin przeprowadzanych jest chirurgicznie z zastosowa-
niem laparotomii klasycznej [29] lub minilaparotomii [30]. Zabieg
wykonuje sie¢ w znieczuleniu ogolnym i miejscowym, na zwierze-
ciu ufozonym na stole operacyjnym, na grzbiecie. Po przygotowa-
niu pola operacyjnego wykonuje sie ciecie w linii biatej o dlugosci
ok. 5 cm, od drugiej do trzeciej pary sutek od tytu. Po przecigciu
skory warstwe migsni rozdziela sig na tepo, przecina otrzewng
i otwiera jame brzuszna. Zarodki przeznaczone do transplantacji
poddaje sie ocenie pod mikroskopem stereoskopowym, po czym
razem z ptynem fizjologicznym wcigga do specjalnej rurki za po-
moca dotgczonej strzykawki Hamiltona. Nastepnie rurke z zarod-
kami wprowadza sig¢ poprzez lejek do jajowodu lub macicy i wy-
pycha zarodki za pomocg strzykawki. Liczba wprowadzonych za-
rodkéw wynosi najczesciej od ok. 20 do 40.

Zasada, jaka stosuje sie powszechnie przy transplantacji za-
rodkow zwierzat, w tym rowniez zarodkow Swinskich, jest wpro-
wadzanie transplantowanego zarodka w to samo miejsce, skad
zarodek zostat uzyskany. Praktycznie oznacza to, ze zarodki
wczesniejszych stadiow rozwojowych, czyli te, ktore uzyskuje sie
z jajowodu (od 1 do 8 komorek), wprowadza si¢ do jajowodu,
natomiast zarodki pozniejszych stadiow rozwojowych, czyli te u-
zyskane z macicy (stadium moruli do blastocysty), przenosi sie do
rogu macicy. Opisany sposob postepowania dotyczy zarowno za-
rodkow Swiezych, jak i kriokonserwowanych. U $win przynosi on
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dobre rezultaty w przypadku zarodkow swiezych. Natomiast
w przypadku zarodkow kriokonserwowanych, chociaz udaje sig
uzyskaé potomstwo, efektywnos¢ zabiegow jest nadal bardzo nis-
ka i zroznicowana. Przypadki uzyskania wyzszej efektywnosci
zwigzane byly z uzyciem np. specjalnej rasy $win o wyjatkowo
wysokich zdolnoSciach implantacyjnych [6, 63]. Generalnie jednak
uwaza sie, ze powodem bardzo niskiej efektywnosci transplantacji
zarodkéw $winskich jest niedoskonato$¢ metody kriokonserwaciji
zarodkéw tego gatunku,

W Instytucie Zootechniki zmodyfikowano metode przenoszenia
kriokonserwowanych zarodkow $wini, co polega na transplantacji
witryfikowanych blastocyst $winskich do jajowodu, zamiast do-
tychczasowej transplantacji do rogu macicy ([22], wniosek paten-
towy). Zaletg tej metody jest atraumatyczne wprowadzenie zarod-
kow do jajowodu poprzez lejek jajowodu. Ponadto, ,pobyt” krio-
konserwowanych zarodkéw w $rodowisku jajowodu wydaje sie
bardzo korzystnie wptywac na ich rozwoj i zdolno$¢ do implantacii.
W wyniku transplantacji 232 witryfikowanych zarodkéw do jajowo-
du 12 biorczyn, ciaze stwierdzono u 7 samic, z ktorych 5 urodzito
29 prosiat [23]. Byly to pierwsze w Polsce prosigta uzyskane po
transplantacji kriokonserwowanych zarodkow $wini (fot. 3).

Fot. 3. Prosigta uzyskane po transplantacji witryfikowanych zarod-
kow (2003 r.), Ferma Kostkowice (fot. L. Mroczko)

Transplantacja niechirurgiczna. Ze wzgledu na wysoki koszt,
czasochfonnoséé, koniecznosé udziatu wykwalifikowanego perso-
nelu, ryzyko, jakie niesie znieczulenie ogdlne, mozliwosci wystg-
pienia powiktan, znaczng traumatyzacje tkanek w trakcie zabiegu
i konieczny okres gojenia, metody chirurgiczne coraz czgsciej
zastepowane sg technikami mniej inwazyjnymi, do ktérych zalicza
sie metody niechirurgiczne oraz endoskopowe lub laparoskopo-
we. Gtéwnym utrudnieniem w stosowaniu tych metod u $win sg
bariery natury anatomicznej: niewielka §rednica $wiatta i znaczna
gruboé¢ oraz pofatdowanie btony §luzowej szyjki macicy, a takze
dtugie i poskrecane rogi, utrudniajagce przeprowadzenie cewnikow
w gtab macicy i jak najgtebsze deponowanie zarodkow [cyt. za
64]. Niemniej jednak stosowanych jest kilka réznych przyrzadow,
opracowanych na bazie kateteru do niechirurgicznego przenosze-
nia zarodkow u bydta [27, 28, 36] lub kateteru stosowanego do
macicznego unasieniania $win [39, 40]. Modyfikacje polegaja na
zastosowaniu dodatkowego kateteru oraz plastikowych stomek
[40, 53], czy tez dodatkowego czterocze$ciowego zestawu umo-
zliwiajgcego deponowanie zarodkow w rogu macicy [36] lub kate-
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teru z dotaczong ponad metrowej dtugosci sztywng i elastyczng
sonda, zapewniajgca swobodne jej przesuwanie wewnatrz drog
rodnych i odpowiednie utozenie wewnatrz rogu [39]. Podejmowa-
no réwniez proby przenoszenia zarodkow z wykorzystaniem en-
doskopu oraz zmodyfikowanego zestawu do wyptukiwania zarod-
kow [59].

Efektywnos¢ niechirurgicznych metod przenoszenia zarodkow
jest bardzo zroznicowana i waha sig od 6 do 80% [cyt. za 64].
Mozliwe jest uzyskanie skutecznosci porownywalnej z metodg
chirurgiczng. Trzeba jednak zaznaczyé, ze wiekszoSC¢ opisywa-
nych badan wykonana byta na niewielkich grupach zwierzat. Bio-
rac pod uwage zauwazalny postgp w tej dziedzinie, a takze
wzrastajacg presje, wynikajaca ze wzgledow zarowno etycznych,
jak i ekonomicznych, wydaje sie, ze opracowanie efektywnej me-
tody niechirurgicznej transplantaciji zarodkow u Swif powinno na-
stapi¢ w stosunkowo nieodlegte] przysztosci.

Kriokonserwacja oocytow

Do tej pory stosunkowo niewiele badan przeprowadzono nad krio-
konserwacja oocytow swini. Dotyczy to zarébwno oocytéw niedoj-
rzatych (stadium GV), jak rowniez oocytow dojrzatych (stadium
metafazy I1). W badaniach nad wrazliwoscig oocytow $wini na ni-
skie temperatury stwierdzono, ze ich negatywny wplyw, manifestu-
jacy sie m.in. depolimeryzacjg cytoszkieletu, zwigzany jest praw-
dopodobnie z penetracjg zwigzkow ostaniajgcych do komorki oo-
cytu [50, 62] lub z ochtadzaniem zawartych w cytoplazmie lipidow,
ktore skutkuje destrukcjg cytoszkieletu [37]. Te drugg hipoteze
zweryfikowano pozytywnie w badaniach przeprowadzonych na o-
ocytach $wiezych, poddawanych wirowaniu [37]. Stwierdzono
mianowicie, ze po 48-godzinnej hodowli w zarodkach wirowanych
nastgpito ponowne rozproszenie lipidow w cytoplazmie. Nato-
miast w oocytach zamrazanych po wirowaniu proces ten byt nie-
odwracalny, co dowodzi, ze istnieje negatywny wptyw kriokonser-
wacji na fizykochemiczne zmiany lipidow obecnych w cytoplazmie
oocytow [37].

Jak juz wspomniano, oocyty niedojrzate sg mniej podatne na
kriokonserwacje niz oocyty dojrzate [9, 55]. Nasuwa sig pytanie
dotyczace roznicy we witasciwosciach cytoszkieletu pomiedzy tymi
dwoma rodzajami oocytow. Jedna ze stwierdzonych roznic doty-
czy konfiguracji mikrotubul i mikrofilamentow [1], na ktore wptywa
utwardzanie lipidow prowadzace do deformacji i zniszczenia ele-
mentow cytoszkieletu [31]. ,Sztywny” cytoszkielet oocytow w sta-
dium GV, to prawdopodobnie nieodwracalny skutek catkowitego
ich uszkodzenia. Cytoszkielet oocytow dojrzatych jest bardziej e-
lastyczny, a jego zmiany nie musza mie¢ charakteru statych usz-
kodzeh. Zaktadajgc dziatanie opisanych wyzej mechanizmow,
w badaniach dotyczacych witryfikacji oocytow niedojrzatych pro-
bowano stosowaé cytochalazyne B [11, 31, 32], zwigzek ktory
pozytywnie oddziatywuje na elementy cytoszkieletu poprzez
zwigkszanie jego elastycznosci, oraz mniejszg wrazliwo$¢ lipidow
na ozigbianie [8].

Efektywnosé kriokonserwacji oocytow swini, mimo prob wielu
modyfikacji metod, jest wcigz niezadowalajgca. W rezultacie wit-
ryfikacji niedojrzatych oocytdbw w mieszaninie glicerolu i surowicy,
tylko 21% rozmrozonych oocytow osiggato dojrzatosc in vitro [32].
Wyzszy odsetek dojrzalych oocytow (37%) uzyskano w wyniku
uzycia 7,5 ug/ml cytochalazyny B i witryfikacji w glikolu etyleno-
wym. Podobny rezultat (24%) zanotowano stosujac mieszaning
witryfikacyjng w postaci glikolu etylenowego i dwumetylosulfotien-
ku [11].

W innych badaniach stwierdzono, ze oocyty, w ktérych doko-
nywano mikrochirurgicznego usunigcia lipidow, a nastepnie witry-
fikowano, mogg by¢ skutecznie zaptadniane in vitro i rozwijac sig
do stadium 8 komorek — moruli [44]. Usuwanie lipidow z oocytow
moze by¢ przeprowadzone znacznie prostszg metoda, a miano-
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wicie poprzez umieszczanie ich w roztworze hipertonicznym i wi-
rowanie [25].

W badaniach dotyczgcych kriokonserwacji oocytow Swini, poza
poszukiwaniem odpowiednich zwigzkow ostaniajgcych i warun-
kow ich stosowania [9, 38, 66], probowano rowniez wykorzystac
tzw. substancje antymrozeniowe [4, 58], zwigzki izolowane ze
zwierzat zyjacych w strefie arktycznej. Rezultaty tych badan sa
jednak niejednoznaczne.

Reasumujac, z dotychczasowych badan nad kriokonserwacija
oocytow Swini wynika, ze sg one mniej podatne na ten proces niz
zarodki. Nie jest to jednak sytuacja wyjagtkowa u ssakéw, gdyz
podobne zjawisko obserwuije sie takze u innych gatunkow. Jednak
w przypadku Swini efektywno$é kriokonserwacji zarowno zarod-
kow, jak i oocytdw osigga znacznie nizszy poziom niz u pozosta-
tych ssakow.

Praca wykonana w ramach projektu badawczego nr 2 PO6D
003 26, realizowanego w latach 2004-2007.
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Zagadnienia z zakresu
zywienia zwierzat

| paszoznawstwa

w badaniach Instytutu
Zootechniki - PIB

Franciszek Brzoska

Tematyka z zakresu zywienia zwierzat i paszoznawstwa realizo-
wana byta w Instytucie Zootechniki od momentu jego powstania.
Dziat Zywienia Zwierzat i Paszoznawstwa, utworzony w 2001 ro-
ku, powstat z Zaktadu Zywienia Zwierzat i Zaktadu Paszoznawst-
wa. W skiad Dziatu weszli rowniez pracownicy bytego Zaktadu
Fizjologii Zwierzat.

Zaktad Zywienia Zwierzat swoje korzenie ma w Panstwowym
Instytucie Naukowym Gospodarstwa Wiejskiego (PINGW) w Pu-
tawach, ktory dziatat w latach 1918-1939. Istniat wowczas Dziat
Zywienia Zwierzat i Dziat Biochemii, ktorych kierownikiem byt prof.
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dr Henryk Malarski — nestor nauki zywienia zwierzat i tworca pier-
wszych tabel wartosci pokarmowej pasz, a nastepnie prof. dr Jo-
zef Skulmowski. Zaktad Paszoznawstwa, utworzony przez prof. dr
hab. Adama Wiernego, wywodzi sie z Dziatu Paszowisk Instytutu
Zootechniki, przeksztatconego w Samodzielng Pracownig Uzyt-
kow Zielonych i Konserwacji Pasz, ktora kierowana byta przez dr.
Mieczystawa Nowaka (pozniejszego profesora SGGW w Warsza-
wie, specjaliste z zakresu takarstwa) oraz dr Stanistawa Trele (p6z-
niejszego profesora WSR i AR w Krakowie, specjaliste z zakresu
konserwacji pasz i zywienia zwierzat).

Dziat Zywienia Zwierzat i Paszoznawstwa 1Z-PIB zatrudnia 17
pracownikow naukowych, w tym: 6 profesoréw, 4 docentow i 7
doktoréw, a ponadto 3 pracownikow inzynieryjno-technicznych, 1
technika i 4 osoby na etatach fizycznych. Do Dziatu przypisane
sg ponadto 4 osoby wykonujgce prace doktorskie. Dziatowi podle-
ga merytorycznie ferma trzody chlewnej i ferma kurczat rzeznych
w w Brzeziu oraz ferma kurczat rzeznych w Aleksandrowicach.
Badania dotyczace bydta prowadzone sg w Zaktadzie Doswiad-
czalnym Pawlowice oraz w Zaktadach Doswiadczalnych 1Z-PIB —
Grodziec Slaski Sp. z 0.0 i Kolbacz Sp. z 0.0. Dziat korzysta row-
niez z fermy trzody chlewnej w Zernikach Wielkich i Grodzcu
Slaskim oraz z fermy drobiu w Rossosze. Wyniki badan nauko-
wych pracownikow Dziatu Zywienia i Paszoznawstwa sa publiko-
wane, w znacznej mierze, w czasopismach o znaczeniu miedzy-
narodowym. W czasopismach z najwyzej cenionej Listy Filadelfij-
skiej w ostatnich trzech latach opublikowano okoto 65 prac nau-
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