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H
o dow cy war to ścio wych ko ni 
od lat in te re su ją się tech ni -
ka mi wspo ma ga ne go roz ro -
du ART (As si sted re pro duc -
tion tech ni qu es), po nie waż 

dzię ki tym me to dom mo gą jed no cze śnie 
wy ko rzy sty wać wy bit ne ko nie w spo rcie 
i uzy ski wać od nich mak sy mal ną licz bę 
po tom stwa. Tech ni ki wspo ma ga ne go 
roz ro du da ją rów nież szan se na uzy ska -
nie po tom stwa od osob ni ków z za bu rze -
nia mi płod no ści, od osob ni ków sta rych 
lub na wet wie le lat po ich śmier ci. Nie -
ste ty roz wój bio tech nik roz ro du u ko ni 
po stę pu je znacz nie wol niej niż u in nych 
ga tun ków zwie rząt go spo dar skich. Ma to 
zwią zek przede wszyst kim z bra kiem 
moż li wo ści wy wo ła nia su per o wu la cji 
u kla czy, a co za tym idzie ogra ni czo nym 
do stę pem do oocy tów i za rod ków. Sy tu -
ację kom pli ku je rów nież ogra ni czo ny do -
stęp do ma te ria łu rzeź ne go i moż li wość 
pro wa dze nia ba dań na uko wych na sze -
ro ką ska lę z wy ko rzy sta niem izo lo wa nych 
jaj ni ków, ze wzglę du na kon tro wer sje 
etycz ne zwią za ne z ubo jem ko ni i ma le -
ją cą licz bą rzeź ni koń skich, za rów no 
w Pol sce, jak i na ca łym świe cie.  

Po czą tek roz wo ju bio tech no lo gii roz -
ro du ko ni da tu je się na 1898 rok, w któ -
rym po ja wi ło się pierw sze ofi cjal ne do -
nie sie nie o sku tecz nej in se mi na cji kla czy 
(5). Od te go cza su na stą pił zna czą cy po -
stęp w roz wo ju tech nik wspo ma ga ne go 
roz ro du ko ni, ale nie współ mier nie ma ły 
w sto sun ku do in nych ga tun ków zwie rząt 
go spo dar skich. Obec nie naj po pu lar niej -

sze i naj sze rzej wy ko rzy sty wa ne w prak -
ty ce ho dow la nej me to dy wspo ma ga ne go 
roz ro du to in se mi na cja, za rów no na sie -
niem świe żym, jak i mro żo nym oraz 
trans plan ta cja za rod ków świe żych lub 
prze cho wy wa nych krót ko trwa le. Na to -
miast tech no lo gie zwią za ne z pro duk cją 
za rod ków koń skich in vi tro roz wi nę ły się 
do pie ro w ostat nich la tach, w mo men cie, 
gdy po dob ne tech ni ki u in nych ga tun ków 
zwie rząt osią gnę ły zna czą cy po stęp 
i zna la zły już za sto so wa nie w prak ty ce 
na sze ro ką ska lę. Moż li wość sku tecz ne -
go za płod nie nia in vi tro i uzy ski wa nie 
za rod ków w wa run kach po za ustro jo wych 
ma wie le ko rzy ści, za rów no ho dow la -
nych, jak i eko no micz nych (8). Dzię ki za -
płod nie niu in vi tro mo że my uzy ski wać 
wie le za rod ków od jed nej kla czy, od kla -
czy ze scho rze nia mi ma ci cy, kla czy ro -
nią cych, star szych, ak tyw nych w spo rcie. 
Po nad to, do za płod nie nia in vi tro mo że 
zo stać wy ko rzy sta ne na sie nie na wet bar -
dzo złej ja ko ści. Uzy ska ne za rod ki w wy -
ni ku pro ce du ry za płod nie nia in vi tro 
mo gą być wy ko rzy sta ne do trans fe ru 
bez po śred nio po pro ce du rze lub ma ga -
zy no wa ne w ban kach za rod ków, sprze -
da wa ne i wy sy ła ne na du że od le gło ści. 
Za rod ki mo gą być trans fe ro wa ne do ma -
ci cy kla czy daw czy ni oocy tów lub do in -
nej kla czy bior czy ni. 

Przez wie le lat, je dy ną sku tecz ną me to -
dą za płod nie nia in vi tro oocy tów kla czy 
by ła me to da do cy to pla zma tycz nej in iek -
cji plem ni ka (ICSI – in tra cy to pla smic 
sperm in jec tion). Pierw sze źre bię uzy ska -

ne tą me to dą przy szło na świat w 1996 ro -
ku w USA (11). Od tam tej po ry je dy nie 
kil ka ośrod ków na świe cie ofe ru je ko mer -
cyj ną usłu gę za płod nie nia in vi tro u ko ni 
tą me to dą. Jest to spo wo do wa ne przede 
wszyst kim trud no ścia mi tech nicz ny mi 
zwią za ny mi z prze pro wa dze niem ICSI. 
Do wy ko na nia mi kro iniek cji plem ni ka 
do oocy tu (ICSI) nie zbęd ny jest mi ro ma -
ni pu la tor, urzą dze nie, któ re jest bar dzo 
dro gie, a do je go ob słu gi ko niecz ny jest 
wy kwa li fi ko wa ny em brio log z du żym do -
świad cze niem w ma nu al nym wy ko ny wa -
niu mi kro ma ni pu la cji na ga me tach. Tak 
więc przez wie le lat ho dow cy ko ni zmu -
sze ni by li wy sy łać oocy ty po bra ne od swo -
ich kla czy do wy bra nych ośrod ków, czę -
sto dro gą lot ni czą. Na stęp nie uzy ska ne 
za rod ki trans por to wa ne by ły z po wro tem 
do ho dow cy, co ge ne ro wa ło do dat ko we 
kosz ty i wy ma ga ło do pil no wa nia wie lu 
for mal no ści do ty czą cych trans por tu ma -
te ria łu bio lo gicz ne go. 

Al ter na ty wą dla do cy to pla zma tycz nej 
in iek cji plem ni ka (ICSI) jest tak zwa -
na kla sycz na me to da za płod nie nia in vi -
tro (IVF – in vi tro fer ti li sa tion). Jest to 
me to da ła twa i ta nia, przez co z po wo -
dze niem sto so wa na u więk szo ści ga tun -
ków zwie rząt na sze ro ką ska lę. Jed nak że 
w przy pad ku ko ni przez wie le lat nie uda -
wa ło się w po wta rzal ny spo sób uzy ski wać 
źre biąt, a na wet za rod ków w wy ni ku kla -
sycz ne go za płod nie nia in vi tro (IVF). 
Na prze strze ni lat tyl ko dwu krot nie, 
w 1989 i w 1991 ro ku, po ja wi ły się do -
nie sie nia o uro dze niu źre biąt w wy ni ku 
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za sto so wa nia tej me to dy (1, 10). Przez 
wie le lat w wie lu ośrod kach bez sku tecz -
nie pró bo wa no od two rzyć pro to ko ły, 
w wy ni ku któ rych uro dzi ły się po wy żej 
opi sa ne źre bię ta. Do dat ko wo, w obu 
przy pad kach wy ko rzy sta no oocy ty doj -
rze wa ją ce in vi vo, po bra ne z pę che rzy ków 
przed owu la cyj nych, a nie oocy ty doj rze -
wa ją ce in vi tro. Przy czyn nie po wo dzeń 
szu ka no za rów no w przy go to wa niu oocy -
tów, jak i na sie nia, a tak że w wa run kach 
ho dow li in vi tro za rod ków. Przy pusz cza -
no, że przy czy ną nie po wo dzeń mo gą być 
za bu rze nia pod czas doj rze wa nia in vi tro 
oocy tów. Oko ło 40-70 % oocy tów kla czy 
osią ga me ta fa zę  II po doj rze wa niu in vi -
tro, pod czas gdy oocy ty świń, krów czy 
kóz osią ga ją me ta fa zę II aż w 90 %, (4). 
Po nad to osłon ka przej rzy sta ule ga spe cy -
ficz nym zmia nom pod czas ho dow li in vi -
tro, utrud nia jąc pe ne tra cję plem ni ków. 
Za kła da no tak że, że brak za do wa la ją cych 
wy ni ków ma zwią zek z nie wła ści wą pro -
ce du rą ka pa cy ta cji plem ni ków ogie ra 
w wa run kach in vi tro, przez co plem ni ki 
nie są zdol ne do wnik nię cia do oocy tu 
bez po mo cy mi kro ma ni pu la to ra. W świe -
tle obec nych ba dań i opra co wa niu pro to -
ko łów po zwa la ją cych uzy ski wać źre bię ta 
w wy ni ku IVF, ta hi po te za wy da je się naj -
bar dziej praw do po dob na.  

W 2022 ro ku na stą pił wiel ki prze łom 
i prze ła ma nie ba rie ry unie moż li wia ją cej 
kla sycz ne za płod nie nie in vi tro u ko ni 
(IVF). Po wie lu la tach prób, na ukow com 
z Uni wer sy te tów w Pen syl wa nii i Te xa sie 
w USA uda ło się uzy skać bar dzo wy so -
kie wskaź ni ki roz wo ju za rod ków po za -
płod nie niu IVF: 90 % za płod nio nych 
oocy tów, z cze go 74 % roz wi nę ło się 
do sta dium bla sto cy sty. Trzy za rod ki 
trans fe ro wa no do kla czy bior czyń 

A milestone in equine  
in vitro fertilization 
 
Assisted reproduction techniques  
for horses are developing relatively 
slowly, compared to those for other 
domestic animals, because of 
a wide range of species-specific 
barriers. For many years methods  
for standard in vitro fertilization  
have been difficult to establish  
in the horse. In 2022, a breakthrough 
occurred and the first foal after 
standard IVF was born.  
The aim of this review article is to 
discuss the problem of in vitro 
embryo production in horses  
and describe a new method of  
in vitro fertilisation (IVF). 
 
Keywords: horses, fertilization, in vitro.
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i wszyst kie trzy kla cze uro dzi ły zdro we 
źre bię ta (2), (ryc. 6). Klu czem do suk ce -
su oka za ło się wy dłu że nie cza su ka pa -
cy ta cji plem ni ków. Świe że plem ni ki 
pod da no wstęp nej in ku ba cji z PHE (pe -
ni cil la mi ne, hy po tau ri ne, epi ne ph ri ne) 
przez 22 go dzi ny. Na stęp nie in ku bo wa -
no wspól nie plem ni ki i oocy ty oto czo ne 
ko mór ka mi ziar ni sty mi przez 6 go dzin. 
Ko lej nym kro kiem mi lo wym by ło opra -
co wa nie sku tecz ne go pro to ko łu za płod -
nie nia IVF z wy ko rzy sta niem na sie nia 
mro żo ne go (3).  

 

Po zy ska nie i przy go to wa nie oocy tów 
do za płod nie nia in vi tro 

 
Wa run kiem ko niecz nym, de cy du ją cym 
o suk ce sie IVF jest uzy ska nie do brej ja -
ko ści oocy tów zdol nych do za płod nie nia. 
Oocy ty, a do kład niej kom plek sy oocyt -
-cu mu lus (COC-oocyt oto czo ny wie lo -
ma war stwa mi ko mó rek ziar ni stych two -
rzą cych wzgó rek ja jo no śny) (ryc. 3), 
mu szą być doj rza łe do za płod nie nia, czy li 
w me ta fa zie II po dzia łu me jo tycz ne go. 
Oocy ty ta kie cha rak te ry zu ją się obec no -
ścią pierw sze go ciał ka kie run ko we go 
w prze strze ni oko ło żółt ko wej (ryc. 4), 
cha rak te ry stycz nym zbie gu no wa niem  
cy to pla zmy (ciem na część cy to pla zmy 
ukła da się na jed nym bie gu nie oocy tu) 
i oto czo ne roz pro szo nym wzgór kiem ja -
jo no śnym. Ta kie oocy ty moż na uzy skać 
po doj rze wa niu in vi vo z pę che rzy ków 
przed owu la cyj nych lub z mniej szych pę -
che rzy ków, któ re na stęp nie mu szą zo stać 

Ryc. 6. Źrebięta urodzone w wyniku zapłodnienia in vitro (IVF). A – pierwsze 
źrebięta na świecie po IVF, US Pensylwania, USA, 2022. B – pierwsze źrebię 
urodzone po IVF z wykorzystaniem nasienia mrożonego, US Davis, USA 2024. 
C – pierwsze źrebię w Europie urodzone w wyniku IVF, Uniwersytet w Ghent, 
Belgia, 2023. 

Ryc. 1. Przyżyciowe pozyskiwanie 
oocytów od klaczy (OPU – ovum 
pick-up).

Ryc. 3. A, B – oocyty klaczy otoczone komórkami ziarnistymi.  
C – oocyt klaczy oczyszczony z komórek ziarnistych.

Ryc. 4. A – oocyt klaczy z widocznym pierwszym ciałkiem kierunkowym.  
B – oocyt klaczy po zapłodnieniu z widocznymi dwoma ciałkami kierunkowymi. 

A

B C

A

A B

B C
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pod da ne doj rze wa niu in vi tro (IVM – in 
vi tro ma tu ra tion). Ist nie je rów nież moż -
li wość po zy ska nia oocy tów z wy izo lo wa -
nych jaj ni ków np. po śmier ci kla czy. 
Opty mal ną stra te gią wy da je się po zy ski -
wa nie oocy tów doj rze wa ją cych in vi vo, 
gdyż ni gdy nie je ste śmy w sta nie ide al nie 
od two rzyć w wa run kach in vi tro śro do -
wi ska pa nu ją ce go w jaj ni ku. Jed nak że, ze 
wzglę du na mor fo lo gię jaj ni ka kla czy 
i braku moż li wo ści wy wo ła nia u niej su -
per o wu la cji, w cią gu jed ne go cy klu moż -
na po zy skać od niej tyl ko je den lub dwa 
oocy ty przed owu la cyj ne (9). W związ ku 
z tym pre fe ru je się po zy ski wa nie więk szej 
licz by oocy tów z mniej szych pę che rzy -
ków, a na stęp nie pod da wa nie ich doj rze -
wa niu in vi tro. Do po zy ska nia oocy tów, 
za rów no z pę che rzy ków przed owu la cyj -
nych jak i mniej szych, sto su je się po -
wszech nie me to dę OPU (ovum pick-up), 
po le ga ją cą na trans wa gi nal nej aspi ra cji 
pły nu pę che rzy ko we go z pę che rzy ków 
jaj ni ko wych przy uży ciu gło wi cy USG 
wy po sa żo nej w igłę aspi ra cyj ną i pom pę 
(ryc. 1). 

Uzy ska ne oocy ty po win ny być oto czo -
ne wie lo ma war stwa mi ko mó rek ziar ni -
stych, któ rych sto pień roz pro sze nia za le -
ży od stop nia doj rza ło ści oocy tu 
i wiel ko ści pę che rzy ka, z któ re go zo stał 
po bra ny. Ta kie kom plek sy oocyt -cu mu -
lus zo sta ją na stęp nie prze płu ka ne i pod -
da ne bez po śred nio doj rze wa niu in vi tro 
lub wy sła ne w spe cjal nym me dium „hol -
din go wym” do ośrod ka wy ko nu ją ce go 
pro ce du rę IVF lub ICSI. Przed roz po czę -
ciem ho dow li in vi tro oocy tów, ko mór ki 
dzie lo ne są ze wzglę du na sto pień roz pro -
sze nia wzgór ka ja jo no śne go na EX – 
expan ding cu mu lus (roz pro szo ny wzgó -
rek ja jo no śny) lub CP  – com pact cu mu -
lus (zbi ty wzgó rek ja jo no śny). 

Doj rze wa nie in vi tro prze pro wa dza się 
wg wy bra ne go pro to ko łu. Moż na wy ko -
rzy stać do te go ce lu ko mer cyj ne me dia, 
co jest bar dzo wy god ne lub moż na sa mo -
dziel nie przy go to wać po żyw kę ho dow la -

ną, za zwy czaj na ba zie TCM 199, uzu -
peł nio ną su ro wi cą, hor mo na mi, an ty bio -
ty kiem. Oocy ty doj rze wa ją w spe cjal nych 
szal kach czte ro doł ko wych (ryc. 2 C) 
w in ku ba to rze w at mos fe rze 5 % CO2, 
w temperaturze 38°C, przez 30-36 h. 
Czas ho dow li in vi tro za le ży od stop nia 
roz pro sze nia ko mó rek ziar ni stych. Oocy -
ty EX wy ma ga ją krót sze go cza su ho dow li 
(30 h) na to miast oocy ty CP po trze bu ją  
6 go dzin wię cej. 

Spo dzie wa na sku tecz ność IVM u ko -
ni wy no si oko ło 60 %, przy czym na le ży 
pa mię tać, że oocy ty EX ma ją więk sze 
kom pe ten cje do osią gnię cia sta dium MII, 
niż oocy ty CP (6). 

Po wy ma ga nym cza sie in ku ba cji na le -
ży czę ścio wo lub cał ko wi cie usu nąć ko -
mór ki ziar ni ste w za leż no ści od me to dy 
za płod nie nia. Do za płod nie nia me to dą 
mi kro iniek cji ko niecz ne by ło usu nię cie 
wszyst kich ko mó rek i po zo sta wie nie 
oocy tu oto czo ne go je dy nie osłon ką przej -
rzy stą. Usu nieęcie wszyst kich ko mó rek 
ziar ni stych jest skom pli ko wa nym za bie -
giem wy ma ga ją cym in ku ba cji w hia lu ro -
ni da zie, a na stęp nie me cha nicz nym usu -
nię ciu ko mó rek po przez wie lo krot ne 
i pre cy zyj ne pi pe to wa nie, co wy ma ga du -
żych umie jęt no ści ma nu al nych. Pod czas 
te go za bie gu do cho dzi do du żych strat 
w ilo ści i ja ko ści oocy tów. Na to miast 
w przy pad ku za płod nie nia in vi tro me to -
dą kla sycz ną (IVF) usu wa się je dy nie nie -
wiel ką ilość ko mó rek, co nie wąt pli wie jest 
za bie giem du żo ła twiej szym i szyb szym. 

Na stęp nie oocy ty pod le ga ją wstęp nej 
oce nie sta dium doj rza ło ści i kwa li fi ko wa -
ne są do za płod nie nia. 

 

Przygotowanie nasienia 
do zapłodnienia in vitro 

 
Do kla sycz ne go za płod nie nia in vi tro 
moż na wy ko rzy stać za rów no na sie nie 
świe że, jak i mro żo ne. Pierw szym eta pem 
pre pa ra ty ki na sie nia jest usu nię cie je go 
oso cza lub oso cza i roz rze dzal ni ka. W tym 
ce lu na sie nie jest in ku bo wa ne w wy bra nej 
ko mer cyj nej po żyw ce przez ok. 20 mi nut, 
a na stęp nie ze bra ny su per na tant zo sta je 
od wi ro wa ny (700×g przez 5 min). Klu -
czem do opra co wa nia sku tecz nej me to dy 
IVF by ła pre in ku ba cja plem ni ków 
w PHE (0.23 mM hy po tau ri ne, 0.46 mM 
pe ni cil la mi ne i 0.046 mM epi ne ph ri ne). 
W tym ce lu na le ży przy go to wać szal kę 
z kro pla mi 50μl FT-PHE (Fer til TALP 
+PHE), do któ rych na le ży do dać plem -
ni ki tak, aby ich kon cen tra cja wy no si ła  
1 × 106/m. Po wie lu pró bach usta lo no, że 
opty mal ny czas pre in ku ba cji plem ni ków 
z FT-PHE po wi nien wy no sić 22 go dzi -
ny w tem pe ra tu rze 38,2°C w at mos fe -
rze 5 % CO2.  
 

Zapłodnienie i hodowla in vitro 
zarodków 
 
Za płod nie nie IVF od by wa się po przez ko -
inku ba cję kompleksów oocyt -cu mu lus 
w kro plach FT-PHE z pre in ku bo wa ny mi 

Ryc. 2. A –  jajnik klaczy z pęcherzykiem przedowulacyjnym. B – pobieranie oocytów metodą łyżeczkowania 
z wyizolowanych jajników. C – hodowla in vitro oocytów.

Ryc. 5. Zarodki końskie po zapłodnieniu in vitro. A – zarodek dwukomórkowy. 
B – zarodek trzykomórkowy. C – zarodek ośmiokomórkowy. 

A B C

A B C
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plem ni ka mi. Na le ży tak zsyn chro ni zo -
wać czas pre in ku ba cji, aby za koń czyć tę 
pro ce du rę wraz z za koń cze niem doj rze -
wa nia in vi tro oocy tów. Wg Fe lix i wsp. 
opty mal ny czas ko ni ku ba cji po wi nien 
wy no sić 3 go dzi ny. Na stęp nie oocy ty 
(przy pusz czal ne zy go ty) na le ży prze -
nieść do mniej szych kro pli z po żyw ką 
do ho dow li za rod ków. Je że li za płod nio -
nych zo sta ło wię cej oocy tów, za rod ki 
mo gą być ho do wa ne gru po wo w więk -
szych kro plach (5 za rod ków/50μl) lub 
in dy wi du al nie w mniej szych kro plach  
(1 za ro dek/5-10μl) (Ryc. 5). Na ryn ku 
obec nie do stęp nych jest wie le ko mer cyj -
nych me diów do ho dow li za rod ków.  
Na le ży jed nak pa mię tać, że więk szość 
no wo cze snych me diów wy ma ga at mos -
fe ry 6 % CO2 i 5 % O2 (po ziom tle nu re -
gu lo wa ny jest po zio mem azo tu -N). 
Po ok. 36 go dzi nach ho dow li za le ca się 
usu nię cie resz tek ko mó rek ziar ni stych 
z za płod nio nych oocy tów i prze nie sie -
nie dzie lą cych się za rod ków do świe żych 
kro pli po żyw ki. Po ko lej nych trzech  
do bach ho dow li in vi tro za rod ków na -
le ży po raz ko lej ny prze nieść za rod ki 
do świe żych kro pli po żyw ki. Za rod ki 
po win ny osią gnąć sta dium bla sto cy sty 
ok. 8 dnia ho dow li in vi tro w za leż no ści 

od za sto so wa nej po żyw ki i wa run ków 
ho dow li. 

Po osią gnię ciu sta dium bla sto cy sty  
za rod ki mo gą zo stać prze nie sio ne bez po -
śred nio do ma ci cy kla czy bior czy ni me -
to dą stan dar do wo sto so wa ną w em brio -
trans fe rze. W przy pad ku tzw. trans fe ru 
od ro czo ne go za rod ki mo gą zo stać pod -
da ne krio kon ser wa cji i  prze cho wy wa -
ne/trans por to wa ne w cie kłym azo cie. 
W przy pad ku krio kon ser wa cji na le ży pa -
mię tać, że za bieg ten le piej prze ży wa ją 
wcze sne bla sto cy sty, któ rej nie ma ją jesz -
cze wy kształ co nej du żej ja my bla sto cy sty 
z du żą ob ję to ścią pły nu (7).  

 

Pod su mo wa nie  
 

Po de ka dach po szu ki wań, wie lu nie uda -
nych pró bach, la tach pra cy wie lu wio dą -
cych ośrod ków na świe cie, za płod nie nie 
in vi tro kla sycz ną me to dą sta ło się moż -
li we u ko ni. Ten krok mi lo wy roz po czął 
no wy roz dział we wspo ma ga nym roz ro -
dzie ko ni dla na ukow ców, le ka rzy we te -
ry na rii i ho dow ców. ●  
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