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Резюме 
Досліджено мінливість ознак продуктивності і якості зерна у популяції ліній подвоєних гаплоїдів 
ярого ячменю, одержаних методом культури пиляків на основі гібридів сортів з контрастною 
здатністю до андрогенезу in vitro. Виявлено тенденцію переважного успадкування лініями гібридного 
походження комплексу ознак батьківської форми з більш високими показниками гаплопродукції, 
прояв якої залежав від агрометеорологічних умов у період вегетації.  
 
Изучена изменчивость признаков продуктивности и качества зерна в популяции линий удвоенных 
гаплоидов ярового ячменя, полученных методом культуры пыльников на основе гибридов сортов с 
контрастной способностью к андрогенезу in vitro. Выявлена тенденция преимущественного 
наследования андрогенными линиями гибридного происхождения признаков родительской формы с 
более высокими показателями гаплопродукции, проявление которой зависело от 
агрометеорологических условий в период вегетации.  
 
Variability of yield structure components and grain quality in spring barley population of DH-lines produced 
via anther culture in vitro from hybrids of cultivars with a contrast capacity to androgenesis in vitro was 
investigated. A tendency to preferential inheritance by androgenic doubled haploids agronomic traits of the 
parental form possessing higher culturability was revealed. But this tendency depended on 
agrometeorological conditions in vegetation period. 
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ЗАСТОСУВАННЯ РІЗНИХ КУЛЬТУРАЛЬНИХ СИСТЕМ ДЛЯ ПОДАЛЬШОГО 

РОЗВИТКУ ЗАРОДКІВ, ОТРИМАНИХ IN VITRO З ДЕКОНСЕРВОВАНИХ ООЦИТІВ 
 

Для сучасної агробіотехнології характерний комплексний підхід, зокрема як широке 
застосування низки методів досліджень, таких як молекулярно-біологічних, кріобіологічних, 
ембріологічних, фізіологічних тощо, так і вирішення широкого спектра господарських 
завдань. В тваринництві сучасні методи біотехнології створюють значні перспективи для 
підвищення і розширення можливостей селекції і відтворення сільськогосподарських тварин 
[1, 2]. Нині значна увага приділяється дослідженням, що пов’язані з отриманням in vitro 
ембріонів сільськогосподарських тварин, в першу чергу великої рогатої худоби, на основі 
використання методів культивування і запліднення in vitro, кріоконсервування, визначення і 
регуляції статі тощо [3, 4, 5]. Заморожування гамет і ембріонів сільськогосподарських тварин 
відкрило нову еру біотехнологічних методів збереження і відтворення тварин. 
Заморожування в рідкому азоті при -196ºС створило можливість фактично необмеженого 
зберігання, транспортування і використання біологічного матеріалу для досліджень у будь-
яких галузях науки [6- 10].   
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Метою досліджень була оцінка застосування різних культуральних систем для  
подальшого розвитку в умовах in vitro ембріонів великої рогатої худоби, отриманих з 
деконсервованих ооцитів.  

Матеріал і методи  
Об’єктом експериментальних досліджень були ооцит-кумулюсні комплекси корів 

чорно-рябої породи. Ооцити отримували шляхом надрізу лезом видимих антральних 
фолікулів, вимивали середовищем Дюльбекко, виловлювали пастерівською піпеткою та 
оцінювали за морфологічними ознаками. Для заморожування використовували ооцити з 
гомогенною тонкозернистою ооплазмою, неушкодженою прозорою оболонкою, щільним або 
частково розпушеним кумулюсом. 

Перед заморожуванням гамети корів і свиноматок обробляли еквілібраційним 
розчином, а потім переносили у вітрифікаційний розчин. Всі еквілібраційні (10% гліцерин + 
20% пропандіол) та вітрифікаційні (25% гліцерин + 25% пропандіол) розчини для 
кріоконсервування ооцит-кумулюсних комплексів корів були приготовлені на фосфатно-
сольовому буфері Дюльбекко з додаванням 20% фетальної сироватки. 

Після розморожування гамет виведення кріопротекторів з них проводили шляхом 
перенесення їх на 10 хвилин у розчин 1,0 М сахарози. Ооцит-кумулюсні комплекси корів 
культивували протягом 27 годин при температурі 38,5ºС, 5% CO2 у повітрі, в краплях 
середовища 199 з 10% попередньо інактивованою сироваткою корів, 2,5 мкг/мл ФСГ 
("Schering corporation"), 1,0 мкг/мл естрадіолу ("Serva"), 2,5 МОд/мл лютеінізуючого гормону 
("Serva"), 2,0 мМ натрія пірувату ("Sigma"), 2,92 мМ кальція лактату ("Sigma"), 40 мкг/мл 
гентаміцину. 

Після дозрівання поза організмом нативні та деконсервовані яйцеклітини корів 
підлягали заплідненню in vitro. Для запліднення in vitro яйцеклітин корів використовували 
заморожену сперму бугая. Капацитацію сперматозоїдів здійснювали гепарином (100 од/мл) 
за методикою Parrish J.J. et al. [11]. Спільне інкубування яйцеклітин і сперматозоїдів 
проводили в термостаті при температурі 38,5ºС, 5% CO2 в повітрі, в краплях середовища 
Fert.-TALP. Після 12-18 годин спільного інкубування яйцеклітини і зиготи відмивали від 
прилиплої сперми і переносили в краплі середовища CDM для подальшого культивування. 

Цитогенетичні препарати готували за методом Ushijima M. et al. [12], забарвлювали 
10%-ним розчином Гімза (”Fluka”) та досліджували під мікроскопом. Отримані результати 
статистичне обробляли з використанням критеріїв Стьюдента [13]. 

Результати та обговорення  
Добір і застосування певних культуральних систем є одним з головних чинників, що 

забезпечують життєздатність і подальший розвиток поза організмом ооцитів, зигот і 
ембріонів [14, 15, 16]. В таблиці наведено результати розвитку ембріонів великої рогатої 
худоби, отриманих  in vitro з деконсервованих ооцитів корів, за умов використання різних 
культуральних систем, а саме: у варіанті досліду А використовували моношар клітин 
гранульози, у варіанті досліду Б – кондиційоване середовище клітин гранульози, у варіанті 
досліду В – моношар клітин кумулюса, у варіанті досліду Г – кондиційоване середовище 
клітин кумулюса, варіант досліду К був контролем, в якому культивували зародки, отримані 
in vitro з нативних ооцит-кумулюсних комплексів корів. 
                                                                                                                                  Таблиця 

Використання різних культуральних систем для розвитку in vitro зародків 
великої рогатої худоби, отриманих з деконсервованих ооцитів 

Кількість ембріонів на стадії 
2  

клітин 
3-4 

клітин 
5-8 

клітин 
9-16 
клітин 

морула + 
бластоциста

Варі-
анти 
дос-
ліду 

Кількість 
клітин, що 
підлягали 
запліднен-
ню in vitro n % n % n % n % n % 

К 95 41 43,2e 
±5,1 35 36,8 

±4,9 30 31,6 
±4,8 24 25,2 

±4,5 12 12,6g 
±3,4 
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А 162 37 22,8b 
±3,3 30 18,5 

±3,1 23 14,2 
±2,7 16 9,9 

±2,3 4 2,5f 
±1,2 

Б 177 22 12,4ac 
±2,5 12 6,8 

±1,9 5 2,8 
±1,2 3 1,7 

±0,9 – – 

В 153 33 21,6b  

±3,3 25 16,3 
±3,0 21 13,7 

±2,8 18 11,8 
±2,6 5 3,3fh 

±1,4 

Г 186 17 9,1ad 
±2,1 8 4,3 

±1,5 5 2,7 
±1,2 4 2,2 

±1,1 – – 

b : c, g : h – P< 0,05;   a : b, f : g – P< 0,01;   b : d, b : e, c : e, d : e – P< 0,001 
 (різні суперскрипти вказують на вірогідну різницю між показниками)  
 
За результатами експериментальних досліджень встановлено, що деякі із 

застосованих культуральних систем по різному впливають на подальший розвиток 
запліднених in vitro деконсервованих і дозрілих поза організмом ооцитів корів. 
Ефективнішим при отриманні in vitro зародків великої рогатої худоби як ранніх (2-16 
клітинні), так і на доімплантаційних стадіях їх розвитку (морула та бластоциста) виявилось 
застосування моношарів клітин гранульози (вар.А, 22,8 і 2,5% відповідно) та кумулюса 
(вар.В, 21,6 і 3,3% відповідно) порівняно з використанням кондиційованих середовищ 
гранульози (вар.Б, 12,4 і 0% відповідно) та кумулюса (вар.Г, 9,1 і 0% відповідно). В 
контрольній групі (без заморожування) показники in vitro отримання ембріонів великої 
рогатої худоби ранніх і доімплантаційних стадій розвитку становили відповідно 43,2 і 12,6%. 

Таким чином, нині досягнуто певних успіхів з проблеми дозрівання, запліднення і 
подальшого культивування in vitro як нативних, так і деконсервованих гамет, отриманих з 
антральних фолікулів яєчників корів, що дозволяє отримувати значно більшу кількість 
необхідного біологічного матеріалу на різних стадіях їх розвитку від тварин з високим 
генетичним потенціалом як для наукових, так і для практичних цілей. 

Висновки  
Використання моношарів клітин гранульози та кумулюсу на відміну від застосування 

їх кондиційованих середовищ більш ефективно для подальшого розвитку в умовах in vitro 
зигот великої рогатої худоби, отриманих з деконсервованих ооцитів корів та сприяє 
збільшенню одержання зародків як ранніх так і доімплантаційних (морула та бластоциста) 
стадій їх розвитку відповідно на 10,4-12,5% та 2,5-3,3%. 
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Резюме 
Наведено результати експериментальних досліджень розвитку в різних культуральних 

системах ранніх ембріонів великої рогатої худоби, отриманих in vitro з деконсервованих 
ооцит-кумулюсних комплексів корів. Установлено, що застосування моношару клітин 
гранульози або кумулюса більш ефективно порівняно з кондиційованими середовищами для 
подальшого розвитку в умовах in vitro зигот великої рогатої худоби, отриманих з 
деконсервованих та дозрілих поза організмом ооцитів корів. 

Приведены результаты экспериментальных исследований развития в различных 
культуральных системах ранних эмбрионов крупного рогатого скота, полученных in vitro из 
деконсервованных ооцит-кумулюсных комплексов коров. Встановлено, что применение 
монослоя клеток гранулёзы или кумулюса более эффективно по сравнению с 
кондициированными средами для последующего развития в условиях in vitro зигот крупного 
рогатого скота, полученных из деконсервованных и дозревших вне организма ооцитов коров. 

Results of experimental researches of development in the various cultural systems of early 
bovine embryos used in vitro from frozen-thawed bovine oocyte-cumulus complexes are resulted. 
It’s set that application of monolayer of granulose or cumulus cells more effectively comparatively 
with conditions mediums for subsequent development of in vitro bovine zygote, used from frozen-
thawed and matured in vitro bovine oocytes. 
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ПРОСТРЕЛ ЧЕРНЕЮЩИЙ (PULSATILLA NIGRICANS STORCK) КАК ОБЪЕКТ 

БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ 
 
Прострел чернеющий (Pulsatilla nigricans Stоrck.) семейства лютиковых 

(Ranunculaceae) – сокращающийся в численности, уязвимый вид, занесенный в Красную 
Книгу Украины (2-я категория). Растения этого вида издавна использовались в народной 
медицине при различных нервных и сердечнососудистых заболеваниях. На сегодняшний 
день прострел не относят к официальным препаратам, хотя он достаточно популярен в 
гомеопатии и применяется при заболеваниях нервной системы, кровообращения, желудочно-
кишечного тракта и воспалительных процессах. Биологически активные вещества, 


