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Περίληψη 
Η ανάγκη για ύπαρξη µεγάλου αριθµού ατόµων υψηλής γενετικής αξίας µας έχει 

οδηγήσει σε εξωγενείς χειρισµούς και ρυθµίσεις των γεγονότων που καθορίζουν την 
αναπαραγωγική διαδικασία των ζώων. Επιπρόσθετα, η έκρηξη της τεχνολογικής 
ανάπτυξης προσφέρει όλα εκείνα τα εργαλεία που κάνουν δυνατή την ενασχόληση 
και την πρακτική εφαρµογή µεθόδων υποβοηθούµενης αναπαραγωγής όπως  η 
κλωνοποίηση και η παραγωγή διαγονιδιακών ζώων. Η παρούσα διατριβή αποτελεί 
βιβλιογραφική ανασκόπηση των τεχνικών της υποβοηθούµενης αναπαραγωγής στο 
πρόβατο. Περιλαµβάνονται θέµατα όπως η Τεχνητή Σπερµατέγχυση, η in vivo και η 
in vitro παραγωγή εµβρύων, η κλωνοποίηση και πολλές άλλες σύγχρονες τεχνικές.  

 Η ηθική εφαρµογή όλων αυτών των µεθόδων δεν απειλεί την ευζωία των ζώων, 
ενώ παράλληλα συµβάλλει αποφασιστικά στην αποκωδικοποίηση πολλών άγνωστων 
µέχρι πρότινος βιολογικών διεργασιών, στη διατήρηση ατόµων υψηλής γενετικής 
αξίας, στη διάσωση σπάνιων γενοτύπων, και στη µείωση του κινδύνου νοσηµάτων 
των ζώων. 
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Abstract 
The need of a large number of animals with high genetic value has led scientists 

to intervene in events that are crucial to reproduction. Furthermore, the technological 
process of the last few decades has provided scientists with the necessary tools for 
developing techniques such as cloning and producing transgenic animals. The present 
thesis constitutes a literature review on the techniques used in assisted reproduction in 
sheep. It includes subjects such as Artificial Insemination, in vivo and in vitro embryo 
production, cloning and others currently used techniques.  

Ethical application of these techniques does not necessarily interferes with the 
welfare of the animals; rather, it provides the means for elucidation of unknown 
biological pathways, and it contributes to exploitation of individuals with high genetic 
merit, to preservation of endangered species, and to eliminate the possibility of spread 
of particular diseases. 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 



 
 

Το σύνολο των τεχνικών της υποβοηθούµενης αναπαραγωγής (Assisted 
Reproductive Technologies - A.R.T.) που σχετίζονται µε την εµβρυοπαραγωγή 
και το χειρισµό του εµβρύου σε οικόσιτα µηρυκαστικά έχει αναπτυχθεί στα 
πρόβατα. Αυτό έγινε πολύ νωρίτερα από ότι στα βοοειδή (Loi et al., 1998). 

Οι τεχνικές αυτές άρχισαν να εφαρµόζονται από πολύ παλιότερα µε τη 
µορφή της τεχνητής σπερµατέγχυσης (170 

αιώνα) (Κάζλαρης, 1996). Η 
αλµατώδης ανάπτυξη της επιστηµονικής έρευνας γενικότερα τα τελευταία 
χρόνια είχαν ως αποτέλεσµα τη ραγδαία ανάπτυξη της A.R.T. τόσο στα ζώα 
όσο και στον άνθρωπο.  

Κύριος στόχος των τεχνικών υποβοηθούµενης αναπαραγωγής στα 
παραγωγικά ζώα είναι η εκµετάλλευση του τεράστιου αριθµού 
σπερµατοζωαρίων και ωοκυττάρων των ζώων, που σε φυσιολογικές συνθήκες 
µόνο ελάχιστα από αυτά θα δώσουν απογόνους. Το ενδιαφέρον στρέφεται 
κυρίως στα γενετικά ανώτερα άτοµα του πληθυσµού, καθώς αυτά αποτελούν 
την πηγή γενετικού υλικού που δυνητικά θα οδηγήσει στην δηµιουργία 
πληθυσµών µε βελτιωµένα αναπαραγωγικά και παραγωγικά χαρακτηριστικά 
και στοιχεία ανθεκτικότητας σε νοσήµατα. 

Στόχος της παρούσας εργασίας είναι η ανασκόπηση των τεχνικών που 
χρησιµοποιούνται ή είναι δυνατό να χρησιµοποιηθούν στην αναπαραγωγή των 
προβάτων µε σκοπό τη διάσωση σπάνιων φυλών, την επιτάχυνση της γενετικής 
βελτίωσης όσον αφορά τις παραγωγικές ιδιότητες, την επιλογή ζώων 
ανθεκτικών σε ασθένειες και παράσιτα και τέλος  τη διατήρηση των πλέον 
επιθυµητών γονοτύπων. 



2.  ΙΣΤΟΡΙΚΗ ΑΝΑ∆ΡΟΜΗ 
 
 

           
   Η ενασχόληση του ανθρώπου µε τον τοµέα της αναπαραγωγής 
υπήρξε έντονη από την αρχαιότητα λόγω της άµεσης σχέσης της µε την 
επιβίωση. Η παρακάτω ιστορική αναδροµή έχει ως βάση το βιβλίο του 
επίκουρου καθηγητή εµβρυολογίας στο τµήµα ιατρικής του πανεπιστηµίου 
Θεσσαλίας κ. Καζλαρή «Το χρυσό µου παιδί». 

Η πρώτη ανθρώπινη αναφορά στη γονιµότητα θεωρείται ότι είναι η 
«Αφροδίτη του Willandorf» (Εικόνα 1). Το συγκεκριµένο αγαλµατίδιο που 
αναπαριστά µορφή γυναίκας, πιθανότατα θεάς της γονιµότητας, εµφατικά 
τονισµένοι είναι οι µαστοί και το αιδοίο που αντιστοιχούν στην ανατροφή και 
την αναπαραγωγή, βρέθηκε στο οµώνυµο χωριό της Αυστρίας το 1908 και 
χρονολογείται µεταξύ 24.000-22.000 π.Χ. Πολύ αργότερα συντάσσονται τα 
πρώτα ιατρικά κείµενα, όπως ο πάπυρος Ebers (1550 π.Χ.), που θεωρείται το 
πρώτο γνωστό κείµενο µε αναφορές στη γονιµότητα, αν και το κύριο 
αντικείµενό του είναι άλλο (περιέχει περίπου 800 συνταγές και αναφέρεται σε 
700 φαρµακευτικές ουσίες). 

 

 

 

 

 

 

 

 

           Εικόνα 1. Αφροδίτη του Willandorf (www.eugonia.com.gr/media/book) 

 

Στην αρχαιοελληνική περίοδο, ο Αριστοτέλης (384-322 π.Χ.) ασχολείται 
πρώτος µε τη φυσική ιστορία και τη συγκριτική αναπτυξιακή ανατοµική. Στα 
«Φυσικά» (350 π.Χ.) διατυπώνει κατ’ ουσίαν την επιγενετική θεωρία 
(σύµφωνα µε την οποία το έµβρυο αναπτύσσεται από το άµορφο αυγό µε 
συγκεκριµένο εξελικτικό προγραµµατισµό για να γίνει πλήρης οργανισµός), 
θεωρία που έµελλε να αποδειχθεί ορθή µόλις τον 18ο αιώνα από τον Wolff. Ο 
Αριστοτέλης διατυπώνει επίσης θεµελιώδεις έννοιες της εµβρυολογίας, όπως 
τους τύπους εµβρυϊκής ανάπτυξης (ωοτοκία, όπου η γέννηση γίνεται από αυγά, 



όπως στα πτηνά, στα αµφίβια και στα ασπόνδυλα· ωοζωοτοκία, όπου τα αυγά 
εκκολάπτονται εντός του σώµατος, όπως σε ορισµένα ερπετά και στους 
καρχαρίες· ζωοτοκία, όπου παρατηρείται γέννηση ζώντων νεογνών µε 
πλακούντα, όπως στα θηλαστικά), τους τύπους αυλάκωσης των ζυγωτών 
(ολοβλαστική, όπως π.χ. στον βάτραχο και στα θηλαστικά, ή µεροβλαστική, 
όπως π.χ. στα πτηνά), τη λειτουργία του πλακούντα και του οµφαλίου λώρου, 
και πολλές άλλες. 

Στις αρχές της Αναγέννησης η επιστήµη αρχίζει να ανθίζει και πάλι. Ο 
Leonardo da Vinci (1452-1519), διενεργεί τις πρώτες συστηµατικές µετρήσεις 
της αναπτύξεως των ανθρώπινων εµβρύων in vivo (Εικόνα 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Εικόνα 2. Σχέδιο εµβρύου σε µήτρα (www.eugonia.com.gr/media/book) 

 

Ο Ιταλός ανατόµος και εµβρυολόγος Hieronymus Fabricius ab 
Aquapandente (1553-1619) δηµοσιεύει, το 1600, το σύγγραµµα «De Formato 
Foetu» (Περί του σχηµατισµού του εµβρύου), που περιλαµβάνει τις πρώτες 
ρεαλιστικές απεικονίσεις εµβρύων. Ο Ιταλός ανατόµος Gabriele Fallopio 
(1523-1562) περιγράφει τον ωαγωγό, που φέρει σήµερα το όνοµά του στην 
αγγλοσαξονική βιβλιογραφία («fallopian tube»). Χαρακτηριστικό παράδειγµα 
είναι η ανακάλυψη της κυκλοφορίας του αίµατος από τον µεγάλο Βρετανό 
ιατρό William Harvey (1578-1657). Το 1628 δηµοσιεύεται το σύγγραµµά του 
«Excercitatio Anatomica de Motu Cordiset Sanguinis in Animali» (Περί της 
ανατοµικής της κυκλοφορίας του αίµατος στα έµβια) και το 1651 το 
σύγγραµµα «Exertationes de Generatione Animalium» (Περί της δηµιουργίας 
των εµβίων), στο οποίο διατυπώνεται η αρχή ότι όλα τα ζώα προέρχονται από 
ωάρια («ex ovo omnia» ή «omne vivum ex ovo»). Οι θεωρίες αυτές έρχονται 
σε αντίθεση µε εκείνες του Αριστοτέλη, που πίστευε ότι τα υγρά της εµµήνου 
ρύσεως περιέχουν την ύλη του εµβρύου, στην οποία δίνει µορφή και ψυχή το 
σπέρµα.  



 Ο 17ος αιώνας είναι ο αιώνας σηµαντικών επιστηµονικών 
επιτευγµάτων. Ένας Ολλανδός έµπορος, ο Zacharias Jansen (1632-1723) µόλις 
έχει εφεύρει το µικροσκόπιο (1695), Ο Ολλανδός έµπορος Antonie Van 
Leeuwenhoek (1632-1723) τελειοποιεί το µικροσκόπιο του Jansen, αυξάνοντας 
τη µεγεθυντική του ικανότητα (x300) και εισάγει τον κοχλία εστίασης. Ο Van 
Leeuwenhoek περιγράφει πρώτος τα µικρόβια (1674) και µαζί µε τον Hamm 
περιγράφει τα σπερµατοζωάρια (1677-1678). Ο Van Leeuwenhoek θεωρεί ότι 
στο σπερµατοζωάριο υπάρχουν µυς και αρθρώσεις που εξασφαλίζουν την 
κινητικότητα. Οι σύγχρονοί του «σπερµατιστές» (µε πρώτο τον Nicolas 
Hartsoeker, το 1694) βλέπουν µέσα στα σπερµατοζωάρια µικροσκοπικούς 
ανθρώπους, τα «ανθρωπάρια» (Εικόνα 3, «homunculi»: η επικρατούσα άποψη 
ότι ο Van Leeuwenhoek περιέγραψε τα Ανθρωπάρια µέσα σε σπερµατοζωάριο,  
είναι λανθασµένη).  

 

 

 

 

 

 

 

 

     Εικόνα 3. «Ηomunculus» «Ανθρωπάριο» (www.eugonia.com.gr/media/book) 

 

Ο Ιταλός ιατρός και βιολόγος Marcello Malpighi (1628-1694), µαθητής 
του Γαλιλαίου, θεωρείται ως ο πατέρας της Ιστολογίας. Το 1672 δηµοσιεύει 
την πρώτη µελέτη της εµβρυϊκής ανάπτυξης της όρνιθας (στην οποία 
περιγράφονται η νευρική αύλακα, η κυκλοφορία του αίµατος, κ.λπ.) και το 
1674 µια συγκριτική περιγραφή των εµβρύων των φυτών και των πτηνών.  

Ο Ιταλός ιερωµένος και βιολόγος Lazzaro Spallanzani (1729-1799) 
αποδεικνύει το 1775, ότι σπερµατοζωάρια και ωάρια είναι εξ ίσου απαραίτητα 
για την αναπαραγωγή και λύει έτσι µερικώς τη διαµάχη µεταξύ «ωαριστών» 
(επιγενετική θεωρία) και «σπερµατιστών» (θεωρία του προσχηµατισµού). Το 
1776, ο Spallanzani, µε ένα σηµαντικό για την εποχή του πείραµα, θεµελιώνει 
την κρυοβιολογία: χρησιµοποιώντας χιόνι καταψύχει σπέρµα και παρατηρεί τη 
µείωση της κινητικότητας των σπερµατοζωαρίων. Το 1780 πραγµατοποιεί και 
την πρώτη τεχνητή σπερµατέγχυση στον σκύλο, µε τοποθέτηση σπέρµατος 
στον κόλπο του θηλυκού. Λίγα χρόνια αργότερα, η νέα αυτή µέθοδος 
εφαρµόζεται για πρώτη φορά στον άνθρωπο από τον Βρετανό χειρουργό και 



ανατόµο John Hunter (1728-1793). Το 1791 ο Hunter πραγµατοποιεί, στο 
Λονδίνο, την πρώτη επιτυχή τεχνητή σπερµατέγχυση σε ασθενή.  

Ο Γερµανός ανατόµος, βιολόγος και εµβρυολόγος Kaspar Friedrich Wolff 
(1733-1794) είναι κατά πολλούς η πιο σηµαντική µορφή της επιστήµης της 
εµβρυολογίας µετά τον Αριστοτέλη. Ο Wolff πρακτικά αποδεικνύει την 
ορθότητα της επιγενετικής θεωρίας: περιγράφει συστηµατικά τα στάδια της 
εµβρυϊκής αναπτύξεως στα πτηνά και διατυπώνει (1759) την ιδέα της θεωρίας 
των τριών δερµάτων για τα έµβρυα των σπονδυλωτών στην εργασία του 
«Theoria generationis» (Θεωρία της δηµιουργίας). Ο Wolff απέδειξε ότι τα 
αγγεία αναπτύσσονται εκ νέου σε κάθε έµβρυο και ότι το έντερο σχηµατίζεται 
από την πτύχωση ενός αρχικά επίπεδου ιστού (1767) κατά συνέπεια, η 
επιγενετική θεωρία ισχύει και το έµβρυο καθίσταται ολοένα και πιο πολύπλοκο 
καθώς αναπτύσσεται. Παράλληλα, οι επιστήµονες στράφηκαν και στη µελέτη 
της εξέλιξης.  

Ο Γάλλος βιολόγος Jean-Baptiste Pierre Antoine de Monet, Chevalier de 
Lamarck (1744-1829) υπήρξε ο πρώτος που πρότεινε µια θεωρία της εξέλιξης, 
τη θεωρία του «µετασχηµατισµού». Σύµφωνα µε τη θεωρία του Lamarck 
(1809), τα επίκτητα χαρακτηριστικά, τα οποία ο οργανισµός αποκτά κατά τη 
διάρκεια της ζωής του, κληροδοτούνται στους απογόνους του. Η θεωρία αυτή, 
ως γνωστόν, δεν ισχύει, ενώ αντιθέτως ισχύει η θεωρία της φυσικής επιλογής 
των Darwin και Wallace, που διατυπώθηκε όµως πολύ αργότερα.  

Πατέρας της σύγχρονης εµβρυολογίας θεωρείται ο Εσθονός εµβρυολόγος 
Karl Ernst von Baer (1792-1876). Ο von Baer ανακαλύπτει τη νωτιαία χορδή, 
η οποία αποτελείται από µεσόδερµα. Επί πλέον, αποδεικνύει την ύπαρξη του 
ωαρίου στα θηλαστικά, ονοµάζει τα κινούµενα κύτταρα του σπέρµατος 
«σπερµατοζωάρια», διατυπώνει τις τέσσερις «Αρχές της Εµβρυολογίας» και 
εισάγει τον κλάδο της συγκριτικής εµβρυολογίας(von Baer, 1837). 

Οι τέσσερις θεµελιώδεις αρχές της εµβρυολογίας έχουν ως εξής: 

→→→→ ·Κατά την εµβρυϊκή ανάπτυξη, τα γενικά χαρακτηριστικά 
µιας µεγάλης οµάδας ζώων εµφανίζονται νωρίτερα από τα ειδικά 
χαρακτηριστικά µιας µικρότερης οµάδας ζώων. 

→→→→ ·Τα λιγότερο γενικά χαρακτηριστικά απορρέουν από τα 
πιο γενικά, έως ότου εµφανισθούν τα πιο ειδικά. 

→→→→ ·Το έµβρυο ενός είδους δεν περνά από τα στάδια 
ανάπτυξης των κατωτέρων (δηλαδή απλούστερων) ειδών, αλλά 
αποκλίνει προοδευτικά από αυτά. 

→→→→ ·Το έµβρυο ενός ανωτέρου ζώου δεν µοιάζει ποτέ µε ένα 
κατώτερο ζώο, αλλά µε µια πρώιµη µορφή του εµβρύου του. 

Η επόµενη µεγάλη καµπή είναι η διατύπωση της κυτταρικής θεωρίας, η 
οποία αποδίδεται στο Γερµανό ζωολόγο Theodor Schwann (1810-1882), στο 



Γάλλο βοτανολόγο Rene Joachim Henri Dutrochet (1776-1847) και στο 
Γερµανό βοτανολόγο Matthias Jacob Schleiden (1804-1881), ο οποίος µεταξύ 
άλλων ανακάλυψε την όσµωση. Σύµφωνα µε την κυτταρική θεωρία (1839) όλα 
τα φυτά και τα ζώα αποτελούνται από κύτταρα. Ο Schwann θεωρεί τους 
πυρήνες ως οριστικό κριτήριο περιγραφής των ζωικών κυττάρων (τους 
πυρήνες είχε διακρίνει πρώτος ο Βρετανός βοτανολόγος Robert Brown, το 
1833). 

Το 1858, ο Alfred Russel Wallace (1809-1882) στέλνει στον Charles 
Darwin (1809-1882) µια µελέτη του, στην οποία περιγράφει τη φυσική 
επιλογή. Ο τελευταίος, ήδη µελετούσε µια παρόµοια θεωρία από εικοσαετίας, 
µετά τα ταξίδια του στις νήσους Galapagos, όπου είχε συλλέξει όλες τις 
απαραίτητες πληροφορίες και χιλιάδες δείγµατα. Ο Darwin ολοκληρώνει τη 
δική του µελέτη και παρουσιάζει µια κοινή ανακοίνωση της νέας θεωρίας στη 
Λινναία Εταιρεία (Linnaean Society) την 1η Ιουλίου 1858, τη «Θεωρία της 
Φυσικής Επιλογής των Βιολογικών Ειδών» (On the tendency of species to 
form varieties) (Darwin, 1858). Τα κυριότερα στοιχεία της θεωρίας αυτής 
βρίσκονται στο πολύκροτο σύγγραµµα «On the Origin of Species» (Περί της 
καταγωγής των ειδών) (Darwin, 1859). Μια από τις πιο σηµαντικές ιδέες της 
δαρβινικής θεωρίας σχετικά µε την εµβρυολογία είναι ότι η οµοιότητα των 
εµβρυϊκών δοµών αντικατοπτρίζει την οµοιότητα των προγόνων («community 
of embryonic structure reveals community of descent»). Λίγα µόλις χρόνια 
αργότερα, το 1883, ο Francis Galton, εξάδελφος του Darwin, επινοεί τον όρο 
«ευγονισµός», ανοίγοντας τον δρόµο για όλες τις γνωστές αποτρόπαιες 
συνέπειες της εφαρµογής της ευγονικής από τα µετέπειτα ολοκληρωτικά 
καθεστώτα στη Γερµανία και σε πολλές άλλες χώρες. 

Λίγα µόλις χρόνια νωρίτερα (1865-1866), ο Αυστριακός µοναχός και 
βοτανολόγος Johann Gregor Mendel (1822-1884) έχει διατυπώσει τους νόµους 
της κληρονοµικότητος («Versuche uber Pflanzenhybriden») (Mendel, 1866). Η 
ανακάλυψη περνά απαρατήρητη! ∆εκαετίες αργότερα (1900), ο Ολλανδός 
βοτανολόγος και γενετιστής Hugo de Vries (1848-1935) ανακαλύπτει και 
ερµηνεύει εκ νέου τους νόµους του Μendel, εισάγει µάλιστα και την έννοια 
της µεταλλάξεως. Σηµειωτέον ότι παράλληλα και ανεξάρτητα, οι νόµοι του 
Μendel ανακαλύπτονται από το Γερµανό βοτανολόγο Karl Erich Correns 
(1864-1933) και τον Αυστριακό γεωπόνο Erich Tschermak von Seysenegg 
(1872-1962). 

Στα τέλη του 19ου αιώνα οι ανακαλύψεις φαίνονται ανεξάντλητες: ο 
Ιταλός φυσιολόγος και ιστολόγος Enrico Sertoli (1842-1910) ολοκληρώνει την 
τελική διατύπωση όλων των φάσεων της σπερµατογένεσης (από όπου και 
πήραν το όνοµά τους τα κύτταρα Sertoli), ενώ ο Γερµανός ζωολόγος και 
συγκριτικός ανατόµος Franz von Leydig (1821-1908) περιγράφει το κύτταρο 
που εκκρίνει τεστοστερόνη και φέρει το όνοµά του.  



Η πειραµατική εµβρυολογία φθάνει στο απόγειό της µε το έργο του 
Γερµανού βιολόγου Ηans Spemann (1869-1941) και της βοηθού του Hilde 
Proescoldt-Mangold (1898-1924). Η µελέτη των µηχανισµών αναπτύξεως του 
εµβρύου αµφιβίων οδηγεί στην απόδειξη του φαινοµένου της επαγωγής το 
1924. Η Hilde Mangold διενεργεί το κρίσιµο πείραµα µεταµόσχευσης ιστού 
από ένα έµβρυο σαλαµάνδρας σε άλλο: η µεταµόσχευση προκαλεί την 
ανάπτυξη δεύτερου, σιαµαίου εµβρύου. (Spemann, 1924). Για την εργασία 
αυτή, ο Spemann βραβεύεται το 1935 µε το βραβείο Nobel Ιατρικής και 
Φυσιολογίας. 

Βέβαια, η πρώτη απόδειξη της επαγωγής ανήκει στην Αµερικανίδα 
βιολόγο Ethel Browne Harvey (1885-1965), που το 1909, είχε µεταµοσχεύσει 
ιστό από την περιοχή του υποστόµατος της ύδρας στον κορµό µιας άλλης 
ύδρας και είχε παρατηρήσει αναγέννηση δεύτερου οργανισµού στη θέση 
µεταµόσχευσης (Harvey, 1913). Η µεθοδολογία της Harvey ήταν ίδια µε 
εκείνη του Spemann, όπως και το αποτέλεσµα, αν και η παρατήρηση είχε γίνει 
σε ασπόνδυλο οργανισµό. Μάλιστα η Harvey, έχοντας επίγνωση της σηµασίας 
του ευρήµατος, είχε αποστείλει τη δηµοσίευσή της στον Spemann. 

Ο Spemann έχει προσφέρει στην εµβρυολογία αµέτρητες τεχνικές και 
εργαλεία εµβρυϊκής µικροχειρουργικής. Κατά την περίοδο 1901-1903 
χρησιµοποιεί τρίχες από τα µαλλιά της νεογέννητης κόρης του για να 
διαχωρίσει τα δύο πρώτα βλαστοµερίδια εµβρύων σαλαµάνδρας. Όταν η 
περίσφιξη είναι πλήρης, παράγονται δύο πλήρεις δίδυµοι οργανισµοί. Όταν η 
περίσφιξη είναι µερική, παράγονται δύο σιαµαία έµβρυα. Την περίοδο 1920-
30, ο Spemann µεταφέρει τον πυρήνα ενός βλαστοµεριδίου από έµβρυο 16 
κυττάρων σε ένα εκπυρηνωµένο βλαστοµερίδιο και η κατασκευή εξελίσσεται 
σε φυσιολογική σαλαµάνδρα: η πρώτη πυρηνική κλωνοποίηση ήταν γεγονός. 
Το 1936, στο βιβλίο του για την εµβρυϊκή ανάπτυξη και την επαγωγή 
(«Experimentelle Beitrage zu einer Theorie der Entwicklung»), ο Spemann 
προτείνει και το «φανταστικό πείραµα» της κλωνοποίησης ανώτερου 
οργανισµού από διαφοροποιηµένο κύτταρο, ή και ακόµη και από κύτταρο του 
ενήλικα. Η σχετική τεχνολογία δεν υπήρχε τότε, αλλά αυτό έκτοτε έχει 
επιτευχθεί από κύτταρο εµβρύου στον βάτραχο (Briggs and King , 1955) και 
στα ανώτερα θηλαστικά (Willadsen, 1986 σε πρόβατο και Willadsen, 1989 
στην αγελάδα). Το πιο πρόσφατο επίτευγµα, µε το οποίο ανοίγει και ο δρόµος 
για πολύ σηµαντικές εφαρµογές της πειραµατικής εµβρυολογίας στον 21ο 
αιώνα, είναι η κλωνοποίηση του προβάτου Dolly από κύτταρο ενηλίκου 
(Wilmut and Campbell, 1997).  

Ο 20ός αιώνας σηµαδεύεται όµως και από ραγδαία εξέλιξη του τοµέα της 
γενετικής. Ο βρετανός βιολόγος και γενετιστής William Bateson (1861-1926) 
περιγράφει τη γενετική σύζευξη και αποδέχεται πρώτος τους Νόµους του 
Μendel όταν ανακαλύπτονται εκ νέου. Ο Bateson εισάγει τον όρο «γενετική» 
το 1909, αλλά και τους όρους «αλληλόµορφο», «ζυγώτης» κ.λπ., ενώ 



αποδέχεται τη χρωµοσωµατική θεωρία µόλις το 1922, µετά από µια επίσκεψη 
στο εργαστήριο του Αµερικανού βιολόγου και γενετιστή Thomas Hunt Morgan 
(1866-1945). Μαζί µε τον Bateson, ο Morgan θεωρείται θεµελιωτής της 
σύγχρονης γενετικής. Το 1910, ανακαλύπτει το γενετικό ανασυνδυασµό 
(crossing over) µεταξύ δύο οµολόγων χρωµοσωµάτων στη µύγα Drosophila 
melanogaster, επινοεί τη χαρτογράφηση των χρωµοσωµάτων, συµπεραίνει ότι 
τα γονίδια ακολουθούν το ένα το άλλο πάνω στα χρωµοσώµατα, και 
αποδεικνύει ότι η ποικιλοµορφία οφείλεται σε µεταλλάξεις (Morgan et al., 
1915). Ο Morgan βραβεύεται το 1933 µε το βραβείο Νobel Ιατρικής και 
Φυσιολογίας για την ανακάλυψη του ρόλου των χρωµοσωµάτων στην 
κληρονοµικότητα.  

Ο Αυστριακός χηµικός Erwin Chargaff (1905-2002) µεταναστεύει στη 
Νέα Υόρκη το 1935 και διατυπώνει τους κανόνες της αναλογίας νουκλεοτιδίων 
στο DΝA το 1950 (Chargaff, 1950). Το 1952 συναντά στο Gambridge τον 
James Dewey Watson (1928) και τον Francis Harry Comton Crick (1916-
2004) και τους εκθέτει τα ευρήµατα του, βάσει των οποίων εκείνοι 
ανακαλύπτουν τη στερεοχηµική δοµή του DNA σε διπλή έλικα, το 1953 
(Watson and Crick, 1953). Η ανακάλυψη αυτή θεωρείται από πολλούς ότι έχει 
τη σηµασία της ανακάλυψης των νόµων της βαρύτητας και δικαίως βραβεύεται 
µε το βραβείο Νobel το 1962. Ωστόσο, δεν βραβεύονται ούτε η Rosalind 
Franklin, η οποία παρείχε τα κρυσταλλογραφικά δεδοµένα που 
δηµοσιεύθηκαν ταυτόχρονα µε τη µελέτη των Watson και Crick, ούτε ο Erwin 
Chargaff, ο οποίος ουσιαστικά τους άνοιξε τον δρόµο. Μόλις µισόν αιώνα 
αργότερα, στις ηµέρες µας, έχει ήδη αναλυθεί σχεδόν πλήρως ολόκληρο το 
ανθρώπινο DNA (στο πλαίσιο του παγκόσµιου ερευνητικού προγράµµατος 
«ανθρώπινο γονιδίωµα»), αλλά και το γονιδίωµα πολλών άλλων οργανισµών. 
Αυτό ανοίγει τον δρόµο για συγκριτικές µελέτες, οι οποίες ήδη αρχίζουν να 
φωτίζουν τους µοριακούς µηχανισµούς της εξέλιξης των ειδών. 

Από τη δεκαετία του 1950 µέχρι και σήµερα, η βελτίωση των 
καλλιεργητικών µέσων κυττάρων είναι διαρκής. Οι πρώτες απόπειρες 
καθορισµού των αναγκών του εµβρύου in vitro έγιναν από τον Whitten το 
1956 και µόλις το 1963 ο Brinster επιτυγχάνει την καλλιέργεια εµβρύων 
ποντικού (µέχρι του σταδίου της βλαστοκύστης), σε τυποποιηµένο µέσο 
καλλιέργειας (Brinster, 1963). Στη συνέχεια, πάµπολλοι σύγχρονοί µας 
ερευνητές ασχολούνται µε το θέµα αυτό (Biggers Whitten Whittengham, 1971; 
Edwards Bavister Steptoe, 1969 κ.α.) και αναπτύσσουν µέσα για την 
καλλιέργεια εµβρύων πολλών θηλαστικών. Ένας εξ αυτών, ο Robert G. 
Edwards, έµελλε να γίνει ο πιο διάσηµος βιολόγος της εποχής του, όταν 
ανακοίνωνε, στις 25 Ιουλίου του 1978, τη γέννηση της Louise Brown, του 
πρώτου «παιδιού του σωλήνα», στην Αγγλία, από κοινού µε τον χειρουργό 
µαιευτήρα Ρatrick Steptoe και τη µαία Jane Purdie (Εικόνα 4).  

 



 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4. Γέννηση του πρώτου «παιδιού του σωλήνα» (www.eugonia.com.gr/media/book) 

 

Το επίτευγµα αυτό θα ήταν αδύνατο χωρίς την ανάπτυξη της 
λαπαροσκοπικής χειρουργικής. Παλαιότερα η εξωσωµατική γονιµοποίηση, 
προϋπέθετε λαπαροτοµική επέµβαση για τη συλλογή των ωαρίων, δεν υπήρχαν 
φάρµακα για τη διέγερση της ωοθηκικής λειτουργίας, και δεν υπήρχε τρόπος 
να προγραµµατισθεί η ωοθυλακιορρηξία, µε συνέπεια ολόκληρη η 
ιατροβιολογική οµάδα να πρέπει να αναµένει επί ώρες την κατάλληλη στιγµή 
για την ωαριοληψία. Σηµειωτέον ότι η ίδια η υπερηχοτοµογραφία εισήχθη, ως 
τεχνική, µόλις το 1958, η δε διακολπική παραλλαγή της µία δεκαετία αργότερα 
(Kratochwil and Eisenhut, 1967), ενώ η εφαρµογή της διακολπικής τεχνικής 
στην ωαριοληψία χρονολογείται µόλις στα 1983 (Wikland et al., 1983). 

Έκτοτε, οι εξελίξεις υπήρξαν ραγδαίες: στον τοµέα της κρυοβιολογίας, η 
πρώτη γέννηση από κρυοσυντηρηµένο έµβρυο επιτυγχάνεται το 1983 
(Τrounson et al., 1983), το 1985 (Cohen et al., 1985) ανακοινώνεται η πρώτη 
επιτυχής κατάψυξη ανθρώπινης βλαστοκύστης και η πρώτη επιτυχής 
κατάψυξη ανθρώπινου ζυγωτού (στάδιο προπυρήνων) (Lassale et al., 1985). 
Στον τοµέα της αντιµετώπισης του ανδρικού παράγοντα υπογονιµότητας, 
προτείνονται µέθοδοι µικροκαλλιέργειας και σηµειώνεται επανάσταση όταν 
ανακοινώνεται η επιτυχής µικρογονιµοποίηση µε ενδοωαριακή έγχυση 
σπερµατοζωαρίου (ICSI, intracytoplasmic sperm injection) το 1992 (Palermo et 
al., 1992) και οι παραλλαγές της, ΜΕSΑ (Microsurgical Epididymal Sperm 
Aspiration) (Silber & Asch, 1992) και ΤΕSΕ (Testicular sperm extraction) 
(Schoysman et al.., 1993). Ο ανδρικός παράγων υπογονιµότητας θεωρείται ότι 
έχει πρακτικά εξαλειφθεί, µετά την ανακοίνωση της χρήσης σπερµατίδων στη 
µικρογονιµοποίηση (Fishel et al.,1995; Tesarik, 1995). Παράλληλα, 
αναπτύσσονται νέες τεχνολογίες, εκ των οποίων οι πλέον σηµαντικές 
θεωρούνται η αποµόνωση σειρών βλαστικών εµβρυϊκών κυττάρων (Evans and 
Kaufman, 1981), η κατασκευή διαγονιδιακών ζώων (Palmiter et al., 1983), η 
προεµφυτευτική γενετική διάγνωση (Ηandyside et al., 1989), καθώς και η 
υποβοηθούµενη εκκόλαψη και η µετάγγιση κυτταροπλάσµατος ωαρίου 
(Cohen, 1999).  



Ένα τελευταίο σηµαντικό επίτευγµα, το οποίο, σε συνδυασµό µε την 
αυξηµένη τεχνογνωσία, έχει επιτρέψει τη σταθεροποίηση των ποσοστών 
επιτυχίας της εξωσωµατικής γονιµοποίησης σε υψηλά επίπεδα την τελευταία 
δεκαετία, είναι η παρασκευή συνθετικών γοναδοτροπινών, µέσω της 
τεχνολογίας του ανασυνδυασµένου DNA. Σήµερα πια, ο εµβρυολόγος διαθέτει 
µια ποικιλία µεθόδων για την κλινική αντιµετώπιση της υπογονιµότητας, ενώ 
παράλληλα η βασική έρευνα στην εµβρυολογία αναµένεται να φέρει και νέα 
επανάσταση: τη γενίκευση της χρήσεως των εµβρυϊκών βλαστικών κυττάρων 
στην ιατρική του 21ου αιώνα για τη θεραπεία δεκάδων παθήσεων, µέχρι 
σήµερα ανίατων, αλλά και για την αναδυόµενη αναγεννητική ιατρική (δηλαδή 
τη δηµιουργία ιστών και οργάνων από βλαστικά κύτταρα για αυτόλογη 
χρήση). Η εµβρυολογία, σε συνδυασµό µε τη σύγχρονη γενετική και την 
αναπτυξιακή βιολογία, βρίσκεται σε µια εξαιρετικά ενδιαφέρουσα καµπή της 
ιστορίας της, αφού σύντοµα αναµένεται να εξελιχθεί στο κεντρικό 
επιστηµονικό υπόβαθρο της βιοϊατρικής του µέλλοντος (Καζλαρής, 1996).  



3.  ΓΑΜΕΤΟΓΕΝΕΣΗ 
 
 

Οι γαµέτες, το ωάριο και το σπερµατοζωάριο, είναι τα µόνα απλοειδή 
κύτταρα και αποτελούν ένα κυτταρικό πληθυσµό ξεχωριστό από τα υπόλοιπα 
κύτταρα. 

Γαµετογένεση είναι η διαδικασία δηµιουργίας γαµετών από τα αρχέγονα 
γεννητικά κύτταρα (primordial germ cells). Η διαδικασία αυτή περιλαµβάνει 
τη µετανάστευση των γεννητικών κυττάρων στις γονάδες, τον 
πολλαπλασιασµό τους, τη µείωση και τα τελικά στάδιο της ωρίµασης και 
διαφοροποίησης των γαµετών σε ωάρια (ωογένεση) και σπερµατοζωάρια 
(σπερµατογένεση). 

Επειδή το ωάριο βρίσκεται και εξελίσσεται στο µεγαλύτερο µέρος εντός 
του ωοθυλακίου και η επιβίωσή του εξαρτάται από αυτό παρατίθεται η 
ωοθυλακιογένεση. 

 

 

3.1. ΩΟΘΥΛΑΚΙΟΓΕΝΕΣΗ 
 
 
Η διαδικασία της ωοθυλακιογένεσης ξεκινά µε το σχηµατισµό ενός 

κυστιδίου (κρύπτης) που εγκλείει το πρωτοταγές ωοκύτταρο. Η 
ωοθυλακιογένεση είναι µια συνεχής διαδικασία που ξεκινά κατά το µέσο 
περίπου της εµβρυικής ζωής, συνεχίζεται κατά την προηβική και την 
αναπαραγωγική ζωή αλλά µπορεί να ολοκληρωθεί µόνο µετά την ενήβωση µε 
το σχηµατισµό των γραφιανών ωοθυλακίων. Στα έµβρυα των προβάτων ο 
σχηµατισµός των ωοθυλακίων λαµβάνει χώρα αποκλειστικά εντός της 
ωοφόρου χορδής µε τα πρώτα ωοθυλάκια να σχηµατίζονται στην επιφάνεια 
σύνδεσης της φλοιώδους µε τη µυελώδη ουσία της ωοθήκης. Τα µετέπειτα 
στάδια ανάπτυξης των ωοθυλακίων κλιµακώνονται προς τα έξω, εντός της 
φλοιώδους ουσίας, µε κατεύθυνση προς το επιθήλιο της ωοθήκης (Sawyer et 
al., 2002). Για να ολοκληρωθεί η διαδικασία της ωοθυλακιογένεσης τα 
ωοκύτταρα διέρχονται από διάφορες φάσεις. Συγκεκριµένα τα αρχέγονα 
ωοθυλάκια µεταπίπτουν σε πρωτογενή ωοθυλάκια, σε δευτερογενή ωοθυλάκια 
και τέλος σε τριτογενή ωοθυλάκια τα µεγαλύτερα και πιο ώριµα των οποίων 
αποτελούν τα γραφιανά ωοθυλάκια που έχουν την δυνατότητα να ριχθούν υπό 
τις κατάλληλες συνθήκες. Τα κυριότερα στοιχεία των φάσεων αυτών 
αναφέρονται παρακάτω: 

 



 

→→→→  Αρχέγονα ωοθυλάκια (primordial follicles):  

Μόλις το ωοκύτταρο µετατραπεί σε πρωτοταγές περιβάλλεται από ένα 
στίχο αποπλατυσµένων κοκκωδών κυττάρων σχηµατίζοντας το αρχέγονο 
ωοθυλάκιο (Tassel and Kennedy, 1980; Amorin et al.., 2000; Juengel et al.., 
2002; van den Hurk and Zhao, 2005). Μέχρι την 38η ηµέρα της κύησης του 
εµβρύου τα κύτταρα του κοκκώδους υµένα προέρχονται από το µεσόνεφρο 
ενώ στη συνέχεια από το επιθήλιο της επιφάνειας της ωοθήκης (Sawyer et al.., 
2002). Τα ωοκύτταρα που εγκλείονται στα αρχέγονα ωοθυλάκια έχουν 
διάµετρο από 17 έως 22µm, ενώ τα ελεύθερα πρωτοταγή ωοκύτταρα και τα 
ωογόνια έχουν διάµετρο από 17 έως 22µm και 13 έως 17µm, αντίστοιχα (van 
den Hurk and Zhao, 2005). 

Τα πρώτα αρχέγονα ωοθυλάκια στο κυοφορούµενο έµβρυο σχηµατίζονται 
την 75η ηµέρα της κύησης του εµβρύου, όταν η ωοθήκη περιέχει το µέγιστο 
αριθµό γεννητικών κυττάρων (900.000 περίπου). Από την 75η 

έως την 90η 
ηµέρα της εµβρυικής ζωής παρατηρείται µαζική απώλεια (80% περίπου) των 
αρχέγονων γεννητικών κυττάρων (McNatty et al.., 1995), πιθανότατα µε τη 
διαδικασία της απόπτωσης (Reynaud and Driancourt, 2000).  

→→→→ Πρωτογενή ωοθυλάκια (primary follicles): 

Η µετατροπή των αρχέγονων ωοθυλακίων σε αναπτυσσόµενα ωοθυλάκια 
είναι µια συνεχής διαδικασία που ξεκινά την 100η ηµέρα της εµβρυικής ζωής 
και συνεχίζεται καθ’ όλη τη διάρκεια της αναπαραγωγικής ζωής του προβάτου. 
Τα κύτταρα της κοκκώδους στιβάδας γίνονται πιο στρογγυλά- κυβοειδή ή 
σχηµατίζονται πολλές στιβάδες κυττάρων (Tassell and Kennedy, 1980). Η 
πρώτη µορφή αναπτυσσόµενων ωοθυλακίων είναι τα πρωτογενή ωοθυλάκια. 
Στα πρωτογενή ωοθυλάκια τα αποπλατυσµένα κοκκώδη κύτταρα του στίχου 
που περιβάλλει το ωοκύτταρο έχουν µετατραπεί σε κυβοειδή ή κυλινδρικά 
κύτταρα (McNatty et al., 1995). Η µετατροπή των αρχέγονων σε πρωτογενή 
ωοθυλάκια είναι κατά κάποιο τρόπο µια διαδικασία ωρίµασης παρά 
ανάπτυξης, δεδοµένου ότι η διάµετρος του ωοκύτταρου δε µεταβάλλεται (van 
den Hurk and Zhao, 2005). 

Μεταξύ της 75ης και 100ης ηµέρας της κύησης ο αριθµός των γεννητικών 
κυττάρων στην ωοθήκη του εµβρύου προβάτου µειώνεται κατά 700.000 
περίπου. Μερικά από τα γεννητικά κύτταρα βρίσκονται µε τη µορφή ωογονίων 
(9%), κάποια άλλα εγκλείονται σε πρωτογενή (1%) και σε αρχέγονα 
ωοθυλάκια (28%), αλλά η πλειονότητα τους απαντάται µε τη µορφή 
ελευθέρων ωοκυττάρων (61%). Αξιοσηµείωτο είναι ότι µεταξύ της 90ης και 
100ης ηµέρας της ηλικίας του εµβρύου εντοπίζεται ο µέγιστος αριθµός 
αρχέγονων ωοθυλακίων που µπορεί να παρατηρηθεί σε ωοθήκη προβάτου, 
τόσο στην εµβρυική όσο και στη µετεµβρυική ζωή. Ο αριθµός αυτός είναι 
100.000 περίπου (McNatty et al., 1995). 



 

→→→→  ∆ευτερογενή ωοθυλάκια (secondary follicles): 

Μετά την 120η ηµέρα της κύησης τα ωοκύτταρα περιβάλλονται από δύο ή 
τρεις στίχους κυβοειδών κοκκωδών κυττάρων σχηµατίζοντας τα δευτερογενή 
ωοθυλάκια (Amorim et al., 2000; Senger, 2003). Σε αυτό το στάδιο ο 
πολλαπλασιασµός των κοκκωδών κυττάρων εντείνεται, ενώ εξωτερικά αυτών 
σχηµατίζεται η θήκη του ωοθυλακίου από κύτταρα του στρώµατος συνδετικού 
ιστού της φλοιώδους ουσίας της ωοθήκης. Επίσης, σχηµατίζεται η διαφανής 
ζώνη (zona pellucida) γύρω από το ωοκύτταρο η οποία αποτελει 
προστατευτικό κάλυµµα και συµµετέχει - µε διαφορετικό τρόπο για κάθε είδος 
ζώου – στη διαδικασία της γονιµοποίησης. 

Σε αυτό το στάδιο ιδιαίτερη σηµασία έχει ο σχηµατισµός ενός δικτύου 
κυτταρικών συνδέσεων (junctional complexes) µεταξύ γειτονικών κοκκωδών 
κυττάρων και του ωοκυττάρου. Αυτές οι συνδέσεις ονοµάζονται 
χασµατοσυνδέσεις (gap junctions) και αποτελούν περιοριστικό-προστατευτικό 
φραγµό στη διάχυση ουσιών απαραίτητων για την ανάπτυξη του ωοκυττάρου 
που περικλείεται σε αυτό (O’Rahilly and Muller, 2000; Senger, 2003; van den 
Hurk and Zhao, 2005). 

Την 120η ηµέρα τα γεννητικά κύτταρα είναι 205.000 περίπου, από τα 
οποία το 1% βρίσκεται υπό µορφή δευτερογενών ωοθυλακίων, το 51% ως 
αρχέγονα ωοθυλάκια και το υπόλοιπο 48% µε τη µορφή ελεύθερων 
ωοκυττάρων (McNatty et al., 1995). 

→→→→ Τριτογενή ωοθυλάκια (tertiary or antral follicles): 

Από την 135η ηµέρα της εµβρυικής ζωής τα δευτερογενή ωοθυλάκια 
µεταπίπτουν σε τριτογενή. Η εξέλιξη των δευτερογενών ωοθυλακίων σε 
τριτογενή χαρακτηρίζεται από το συνεχή πολλαπλασιασµό και τη 
διαφοροποίηση των κυττάρων που περιβάλλουν το ωοκύτταρο, µε αποτέλεσµα 
το σχηµατισµό της έσω και της έξω θήκης, του βασικού υµένα και των 
στιβάδων των κοκκωδών κυττάρων, όπως επίσης και του άντρου του 
ωοθυλακίου (Driancourt, 1991). Το ωοθυλακικό υγρό – το οποίο πληροί το 
άντρο – εκκρίνεται από τα κύτταρα του κοκκώδους υµένα και της έσω θήκης 
και αποτελείται από ουσίες που παράγονται τοπικά καθώς και από ουσίες που 
µεταφέρονται µε το πλάσµα του αίµατος. Τέτοιες ουσίες είναι οι 
γοναδοτροπίνες, τα στεροειδή, αυξητικοί παράγοντες, ένζυµα, πρωτεογλυκάνες 
και λιποπρωτεϊνες. Ωστόσο, δεν έχει διευκρινιστεί ο µηχανισµός του άντρου. 
Μελέτες in vitro έδειξαν ότι ορµόνες και ενδο-ωοθυλακικοί παράγοντες 
διεγείρουν το σχηµατισµό του (van den Hurk and Zhao, 2005). 

Ο αριθµός των γεννητικών κυττάρων την 135η ηµέρα της εµβρυικής ζωής 
υπολογίζεται σε 82.000 περίπου, αρκετά µειωµένος σε σχέση µε τις 205.000 
που παρατηρούνται την 120η ηµέρα. Τα γεννητικά κύτταρα περιέχονται σε 



αναπτυσσόµενα ωοθυλάκια σε ωοθυλακίου), σε αρχέγονα ωοθυλάκια σε 
ποσοστό 91%, ενώ το υπόλοιπο 5% βρίσκεται µε τη µορφή ελεύθερων 
ωοκυττάρων. Κατά τον τοκετό, που πραγµατοποιείται µεταξύ της 143ης και 
150ης ηµέρας της κύησης, οι ωοθήκες των αρνιών, ανάλογα µε τη φυλή, 
περιέχουν µόλις 52.000 έως 98.000 αρχέγονα ωοθυλάκια περίπου (Land, 
1970). Τα ωοθυλάκια αυτά αποτελούν την αποθήκη γεννητικών κυττάρων για 
όλη την αναπαραγωγική ζωή του προβάτου. Από τη γέννηση µέχρι την 
ενήβωση ο αριθµός των ωοκυττάρων και των ωοθυλακίων συνεχίζει να 
µειώνεται. Τελικά, ένας µικρός αριθµός από τα 30.000 έως 50.000 
εναποµείναντα θα εξελιχθούν µέχρι το στάδιο του γρααφιανού ωοθυλάκιου και 
θα ρηχθούν κατά τη διάρκεια της αναπαραγωγικής ζωής (McNatty et al., 
1995). 

 



3.2. ∆ΙΑΦΟΡΕΣ ΣΤΗ ∆ΥΝΑΜΙΚΗ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ 
ΩΟΘΥΛΑΚΙΩΝ ΠΡΟΒΑΤΙΝΩΝ ΚΑΙ ΑΜΝΑ∆ΩΝ 

 
 

3.2.1. ∆ΥΝΑΜΙΚΗ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ ΩΟΘΥΛΑΚΙΩΝ ΠΡΟΒΑΤΙΝΩΝ 

 
Η ωοθυλακιογένεση είναι µια συνεχής διαδικασία. Από την αποθήκη των 

αρχέγονων ωοθυλακίων τα ωοθυλάκια αρχίζουν να αναπτύσσονται και να 
µεταπίπτουν σε επόµενα στάδια ανάπτυξης ανεξάρτητα από την ηλικία του 
ζώου (άνηβο, ενήλικο), το στάδιο της αναπαραγωγικής ζωής (οιστρική–
άνοιστρη περίοδος, κυοφορία, γαλουχία) και την τελική κατάληξη τους που 
µπορεί να είναι ή ωοθυλακιορρηξία ή η ατρησία (Peters et al., 1975; Amorim 
et al., 2000). Η έναρξη της ανάπτυξης των αρχέγονων ωοθυλακίων συµβαίνει 
ανεξάρτητα από την συγκέντρωση των γοναδοτροπινών (Cahill and Mauleon, 
1981). Καθηµερινά στις προβατίνες εισέρχονται στη φάση ανάπτυξης 2 έως 5 
ωοθυλάκια διαµέτρου 100µm. Η µέγιστη διάµετρος που φθάνουν τα 
ωοθυλάκια απουσία της προωοθυλακιορρηκτικής έκκρισης της 
ωχρινοποιητικής ορµόνης (Luteinizing Hormone, LH) είναι 4,5 έως 5mm 
(Turnbull et al., 1977; Driancourt et al., 1985a, b). Ο µέσος χρόνος που 
χρειάζεται ένα αρχέγονο ωοθυλάκιο για να αναπτυχθεί έως το 
πρωοθυλακιορρηκτικό στάδιο είναι περίπου 6 µήνες (Cahill, 1981). Στα τελικά 
στάδια ανάπτυξης του ωοθυλακίου χρειάζονται µόνο 124 ώρες για να αυξηθεί 
η διάµετρός του από τα 0,5 στα 2,2mm και επιπλέον 103 ώρες για να 
αποκτήσει διάµετρο 4,5mm (Turnbull et al., 1977). 

Η ανάπτυξη των τριτογενών ωοθυλακίων δεν αποτελεί συνεχή διαδικασία, 
αλλά ακολουθεί ένα κυµατοειδές πρότυπο (Smeaton and Robertson, 1971; 
Mattner and Braden, 1972; Brand and de Jong, 1973). Αντίθετα, άλλοι 
ερευνητές υποστήριξαν ότι η ανάπτυξη των ωοθυλακίων γίνεται τυχαία 
(Driancourt et al., 1985a), είναι ασύγχρονη (Turnbull et al., 1977), διαρκής και 
ανεξάρτητη του σταδίου του οιστρικού κύκλου (Lahlou-Kassi and Mariana, 
1984). Στα πρόβατα το κύµα ανάπτυξης ωοθυλακίων απαρτίζεται από µια 
οµάδα µικρών τριτογενών ωοθυλακίων που αναδύονται και αναπτύσσονται 
ταυτόχρονα από τη διάµετρο των 1-3mm έως εκείνη των 4-12mm (Noel et al., 
1993; Duggavathi et al., 2003). 

Ο αριθµός των κυµάτων ανάπτυξης στη διάρκεια ενός οιστρικού κύκλου 
δεν είναι σταθερός. Παρατηρήσεις µε υπερηχογραφία ή λαπαροσκόπηση 
έδειξαν ότι ο αριθµός των κυµάτων µπορεί να παραλλάσσει από 2 έως 6 και µε 
περιοδικότητα από 3 έως 6 ηµέρες [ 2 ή 3 κύµατα (Noel et al., 1993; Evans et 
al., 2000), 4 κύµατα (Ginther et al., 1995; Evans et al., 2000), 5 ή 6 κύµατα 
(Ginther et al., 1995)]. Η διακύµανση του αριθµού των κυµάτων αποδίδεται σε 



γενετικούς (φυλή), περιβαλλοντικούς και διαχειριστικούς παράγοντες. Τα 
κύµατα ανάπτυξης εµφανίζονται τόσο κατά τη διάρκεια της ωχρινικής φάσης 
(συνήθως 2 ή 3 κύµατα) όσο και κατά τη διάρκεια της ωοθυλακικής φάσης του 
οιστρικού κύκλου (1 κύµα). Όλα τα ωοθυλάκια των κυµάτων της ωχρινικής 
φάσης µετατρέπονται σε ατρητικά, ενώ ένα ή περισσότερα από τα ωοθυλάκια 
της ωοθυλακικής φάσης θα ρηχθούν (Bister et al., 1999). Τα ωοθυλάκια 
αναπτύσσονται κατά κύµατα στην άνοιστρη περίοδο όπως και κατά τη 
διάρκεια της οιστρικής περιόδου (Noel et al., 1993; Huchkowsky et al., 2002). 
Το ίδιο συµβαίνει και κατά τη µετάβαση από την άνοιστρη στην οιστρική 
περίοδο (Bartlewski et al., 1999b), αλλά όχι και κατά τη µετάβαση από την 
οιστρική στην άνοιστρη περίοδο (Bartlewski et al., 1999c).  

Η εµφάνιση των κυµάτων προκαλείται από, και συµπίπτει µε, παροδικές 
και αιφνίδιες αυξήσεις της συγκέντρωσης της ωχρινοποιητικής ορµόνης (LH),  
της ωοθυλακιοτρόπου ορµόνης (FSH, Follicle-Stimulating Hormone) που 
ακολουθείται απο την κυµατοειδή αύξηση της οιστραδιόλης τόσο κατά την 
οιστρική (Ginther et al., 1995; Evans et al., 2002), όσο και κατά την άνοιστρη 
περίοδο (Bister et al., 1999; Evans et al., 2001) (Εικόνα 5). 

              Εικόνα 5. Πρότυπο της κατά κύµατα ανάπτυξης των ωοθυλακίων (Αµοιρίδης) 

 

Στις προβατίνες η ανάπτυξη των µικρών τριτογενών ωοθυλακίων 
περιλαµβάνει τρία στάδια: την προεπιλογή, την επιλογή και την κυριαρχία 
(van den Hurk and Zhao, 2005). Μόλις τα µικρά τριτογενή ωοθυλάκια 
φτάσουν στο µέγεθος των 2 mm (βασική ανάπτυξη) (Driancourt et al., 1985a, 
b; van den Hurk and Zhao, 2005) µπορούν να ανταποκριθούν στις αλλαγές της 



συγκέντρωσης των γοναδοτροπινών και µετά από µια παροδική αύξηση της 
FSH (για 2 έως 3 ηµέρες) προεπιλέγονται για περαιτέρω ανάπτυξη (ανάδυση 
κύµατος) (McNeilly et al., 1992; Webb et al., 1999). Ο αριθµός των 
ωοθυλακίων που προεπιλέγονται ποικίλλει µεταξύ των ατόµων της ίδιας 
φυλής. Η FSH σε σχέση µε την LH παίζει σηµαντικότερο ρόλο στην 
προεπιλογή των ωοθυλακίων, ενώ η LH είναι απαραίτητη για την ωρίµαση των 
ωοθυλακίων µέχρι το προωθυλακιορρηκτικό στάδιο (Webb et al., 1999). Για 
την προεπιλογή των ωοθυλακίων, πέρα από την αυξηµένη συγκέντρωση FSH, 
είναι απαραίτητη και η αυξηµένη συγκέντρωση ακτιβίνης, ανασταλτίνης και 
του παρόµοιου µε την ινσουλίνη αυξητικού παράγοντα τύπου 1(insulin-like 
growth factor, IGF-I). Η FSH διεγείρει την παραγωγή της οιστραδιόλης και της 
ανασταλτίνης όπως και, µέσω της εξασθένισης της παραγωγής του IGFBP-2, 
την παραγωγή του IGF-I. Ο IGF-I, η ακτιβίνη, ο BMPs (µορφογεννητικός 
παράγοντας οστών, bone morpho-genetic protein) και ο EGF (επιδερµικός 
αυξητικός παράγοντας, epidermal growth factor) συντονίζουν την παραγωγή 
οιστραδιόλης που είναι απαραίτητη για την ανάπτυξη και τη διαφοροποίηση 
των ωοθυλακίων (Bister et al., 1999). Η LH και η ανασταλτίνη διεγείρουν την 
παραγωγή ανδρογόνων από τα κύτταρα της θήκης του ωοθυλακίου των οποίων 
η σύνθεση ελέγχεται επιπλέον από τη δράση των IGF-I, ακτιβίνης,  BMPs και 
EGF (van den Hurk and Zhao, 2005).  

Τα ωοθυλάκια που προεπιλέχθηκαν αναπτύσσονται για 2 έως 3 ηµέρες 
µέχρι ένα από αυτά να επιλεγεί και να ωριµάσει περαιτέρω αποτελώντας το 
κυρίαρχο ωοθυλάκιο. Ενδέχεται να φθάσουν στο σηµείο της ωρίµασης και 
περισσότερα του ενός ωοθυλάκια (Fortune, 1994; Driancourt , 2001), ενώ τα 
υπόλοιπα παλινδροµούν και εκφυλίζονται. Ο µηχανισµός επιλογής του 
κυρίαρχου ωοθυλάκιου παραµένει σε µεγάλο βαθµό αδιευκρίνιστος, αλλά 
φαίνεται ότι ο καθοριστικός παράγοντας είναι η ευαισθησία του ωοθυλακίου 
στις αλλαγές της συγκέντρωσης της FSH. Η επιλογή του κυρίαρχου 
ωοθυλακίου λαµβάνει χώρα όταν η συγκέντρωση της  FSH µειωθεί κάτω από 
ένα συγκεκριµένο όριο. Η ωρίµαση του ωοθυλακίου χαρακτηρίζεται από 
µείωση της εξάρτησης του από την FSH και αύξηση της εξάρτησης του από 
την LH. Το γεγονός αυτό ενδεχοµένως αποτελεί µέρος του µηχανισµού µέσω 
του οποίου επιλέγονται τα ωοθυλάκια που συνεχίζουν να αναπτύσσονται 
(Campbell et al., 1995; Webb et al., 1999). Επιπλέον, αυτή η στροφή της 
εξάρτησης των ωοθυλακίων από την FSH στην LH µπορεί να αποτελεί µέρος 
του µηχανισµού αντοχής στη χαµηλή συγκέντρωση FSH κατά την ωοθυλακική 
φάση (Campbell et al., 1995). Η κυριαρχία είναι αποτέλεσµα της αυξηµένης 
συγκέντρωσης υποδοχέων FSH και αυξηµένου αριθµού κοκκωδών κυττάρων 
που επιτρέπουν στο κυρίαρχο ωοθυλάκιο  να αξιοποιεί ιδιαίτερα χαµηλές 
συγκεντρώσεις FSH (Hillier, 1994). Εκτός της συγκέντρωσης της FSH, τα ίδια 
τα κυρίαρχα ωοθυλάκια συµµετέχουν στη διαδικασία της επιλογής, µειώνοντας 
περαιτέρω την ευαισθησία των υποτελών στις γοναδοτροπίνες. Τα κυρίαρχα 
ωοθυλάκια αναπτύσσονται, παράγουν και διοχετεύουν στη συστηµατική 



κυκλοφορία οιστραδιόλη και ανασταλτίνη, οι οποίες µειώνουν περαιτέρω τη 
συγκέντρωση της FSH σε βαθµό που η αξιοποίηση της από τα υποτελή να 
είναι αδύνατη (Clarke et al., 1986; Mann et al., 1992). Επιπλέον, παρατηρείται 
αύξηση της συγκέντρωσης του IGF-I, ο οποίος προκαλεί το σχηµατισµό 
υποδοχέων για την FSH στα κοκκώδη κύτταρα και για την LH στα κύτταρα 
της έσω θήκης του κυρίαρχου ωοθυλάκιου, γεγονός που το καθιστά 
περισσότερο ευαίσθητο στη χαµηλή συγκέντρωση της FSH και ικανό να 
ανταποκριθεί στην LH (Webb et al., 1999; van den Hurk and Zhao, 2005). Το 
κυρίαρχο ωοθυλάκιο υπό την επίδραση της LH αναπτύσσεται ταχέως και 
γίνεται µεγαλύτερο από τα υποτελή, αποτελώντας το ώριµο ωοθυλάκιο (van 
den Hurk and Zhao, 2005). Κατά τη διάρκεια του οιστρικού κύκλου, το ώριµο 
και το µεγαλύτερο υποτελές ωοθυλάκιο µπορούν να αποκτήσουν διάµετρο 5 
έως 7 και 3 έως 5mm, αντίστοιχα (Ginther et al., 1995; Evans et al., 2000) 
(Εικόνα 6). 

 

 

                    Εικόνα 6. Επιλογή – Ανάδυση – Κυριαρχία (Αµοιρίδης) 

 

 

Οι διαδικασίες που διέπουν την ωρίµαση / κυριαρχία των ωοθυλακίων στα 
πρόβατα δεν έχουν διευκρινιστεί στο βαθµό που έχει γίνει στις αγελάδες. 
Πιθανότατα αυτό σχετίζεται µε παράγοντες όπως είναι το στάδιο της 



αναπαραγωγικής περιόδου, η φυλή και η εποχή του έτους (Evans, 2003). 
Πολλοί ερευνητές υποστηρίζουν ότι τα κυρίαρχα ωοθυλάκια των προβατίνων 
ωριµάζουν υπό την επίδραση της προγεστερόνης (Ravindra et al., 1994; 
Ginther et al., 1995; Evans et al., 2000, 2002, 2003), ενώ άλλοι υποστηρίζουν 
το αντίθετο (Leyva et al., 1998; Bartlewski et al., 1999a; Flynn et al., 2000). Η 
ωρίµαση του κυρίαρχου ωοθυλακίου ενισχύεται τουλάχιστον από δύο τοπικούς 
παράγοντες που είναι ο IGF-I, ο οποίος διεγείρει το σχηµατισµό υποδοχέων για 
την LH, και ο παράγοντας VEGF (vascular endothelial growth factor, 
αυξητικός παράγοντας του µυϊκού ενδοθηλίου) που προάγει την αγγειογένεση. 
Η αυξηµένη αγγείωση συµβάλλει στο να τροφοδοτηθεί το ωοθυλάκιο µε 
περισσότερη FSH, LH, θρεπτικά συστατικά, οξυγόνο και αυξητικούς 
παράγοντες ώστε να αναπτυχθεί µέχρι το πρωοθυλακιορρηκτικό στάδιο 
(Βαλάση, 2006). 

 

3.2.2. ∆ΥΝΑΜΙΚΗ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ ΩΟΘΥΛΑΚΙΩΝ ΑΜΝΑ∆ΩΝ 
 
Το µορφολογικό πρότυπο της ανάπτυξης ωοθυλακίων σε αµνάδες φαίνεται 

να είναι µια συνεχής γραµµική διαδικασία (Rawlings et al., 2003; Bartlewski 
et al., 2006) που δεν ακολουθεί το κατά κύµατα πρότυπο. Η ‘κατά κύµατα’ 
ανάπτυξη των ωοθυλακίων παρατηρείται στις προβατίνες τόσο κατά τη 
διάρκεια της αναπαραγωγικής όσο και της άνοιστρης περιόδου (Noel et al., 
1993; Evans et al., 2000). Στις προβατίνες πριν από την ανάδυση του κύµατος 
προηγείται µια παροδική αύξηση της συγκέντρωσης της FSH. Παρότι σε 
αµνάδες παρατηρήθηκαν ρυθµικές αυξήσεις της συγκέντρωσης της FSH µε 
συχνότητα και εύρος ανάλογο εκείνων που παρατηρούνται σε προβατίνες, 
κάθε αύξηση της FSH δεν οδηγεί σε ανάδυση ωοθυλακίου 
προωοθυλακιορρηκτικού µεγέθους (Bartlewski et al., 2006c). Αυτός ο 
διαχωρισµός της ανάδυσης του κύµατος και της αύξησης της συγκέντρωσης 
της FSH έχει παρατηρηθεί σε προβατίνες κατά τη µετάβαση από την οιστρική 
στην άνοιστρη περίοδο (Bartlewski et al., 1999). Αν και σε αµνάδες που 
πλησιάζουν την ηλικία ενήβωσης έχουν ανιχνευθεί ωοθυλάκια 
προωοθυλακιορρηκτικού µεγέθους, δεν έχει παρατηρηθεί ανάπτυξη 
ωοθυλακίων κατά κύµατα πριν και κατά την ενήβωση. 

Σε αµνάδες φυλής Romanov κάθε ηµέρα, από τη γέννηση µέχρι την ηλικία 
των 4 εβδοµάδων, 5 αρχέγονα ωοθυλάκια περίπου αρχίζουν να αναπτύσσονται 
και να µεταπίπτουν σταδιακά σε δευτερογενή. Ωστόσο, καθηµερινά µόνο 0,5 
δευτερογενή ωοθυλάκια κατά µέσο όρο µετατρέπονται σε τριτογενή, 
υποδηλώνοντας ότι η πλειονότητα αυτών εκφυλίζεται. Αξιοσηµείωτο είναι ότι 
στα άνηβα ζώα εξελίσσονται περισσότερα αρχέγονα ωοθυλάκια σε σχέση µε 
τα ενήλικα. Αυτό αποδεικνύεται από το ότι σε αµνάδες ηλικίας 12 εβδοµάδων 
παρατηρείται µεγαλύτερος πληθυσµός τριτογενών ωοθυλάκιων από ότι σε 



προβατίνες (Sonjaya and Driancourt, 1989). Από τα όσα αναφέρθηκαν 
παραπάνω προκύπτει ότι το πρότυπο ανάπτυξης και ο αριθµός των 
ωοθυλακίων των άνηβων αµνάδων διαφοροποιούνται από αυτά των ενηλίκων. 

Ο λόγος ύπαρξης του µεγάλου αριθµού ωοθυλακίων σε άνηβα ζώα 
παραµένει σε µεγάλο βαθµό αδιευκρίνιστος (Sonjaya and Driancourt, 1989). 
Επιπλέον, η συγκέντρωση των γοναδοτροπινών δε συσχετίζεται µε την αύξηση 
του αριθµού των ωοθυλακίων (Tassell et al., 1978), γεγονός που συνηγορεί 
στο ότι η ανάπτυξη των ωοθυλακίων κατά τον 1ο µήνα της ζωής των αµνάδων 
δεν εξαρτάται από τις γοναδοτροπίνες (Peters et al., 1973). Εξάλλου, η 
χορήγηση PMSG σε αµνάδες φυλής Merino ηλικίας 30 ηµερών περίπου δεν 
επηρεάζει τη µορφολογία των ωοθυλακίων, όµως αυξάνει τον αριθµό των 
τριτογενών ωοθυλακίων, ίσως προφυλάσσοντας τα από την ατρησία (Tassell 
and Kennedy, 1980). Σύµφωνα µε άλλους (Meikle et al., 1998), η ανάπτυξη 
των ωοθυλακίων αµνάδων ηλικίας 3 µηνών παρουσία ή απουσία 
γοναδοτροπινών εξαρτάται από τη διάµετρο τους, όπως ακριβώς ισχύει και 
στις προβατίνες (Scaramuzzi et al., 1993; van den Hurk and Zhao, 2005). Αυτό 
σηµαίνει ότι ωοθυλάκια µε διάµετρο <2mm µπορούν να αναπτυχθούν παρά 
την απουσία FSH και LH (gonadotrophin-responsive follicles), ενώ η 
ανάπτυξη των ωοθυλακίων µεγαλύτερης διαµέτρου εξαρτάται απόλυτα από 
την παρουσία γοναδοτροπινών. 

Οι Peters et al. (1975) πρότειναν ότι, ανεξάρτητα από την επίδραση των 
γοναδοτροπινών, ενδο-ωοθηκικοί µηχανισµοί ίσως να συνδέονται µε τη 
µεγάλη αύξηση του αριθµού των ωοθυλακίων στη συγκεκριµένη περίοδο. 
Επίσης, προτάθηκε η ύπαρξη συσχέτισης µεταξύ παραγόντων ανάπτυξης και 
ωοθυλακιογένεσης κατά την εµβρυική ζωή (Byskov and Hoyer, 1994). Στις 
αµνάδες ο IGF-I φαίνεται να διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στον έλεγχο της 
ανάπτυξης των ωοθυλακίων. Ο παράγοντας αυτός διεγείρει την ανάπτυξη των 
ωοθυλακίων διαµέτρου από 1 έως 2mm µέσω της αύξησης του ρυθµού 
πολλαπλασιασµού των κοκκωδών κυττάρων, ακόµη και όταν οι συγκεντρώσεις 
των γοναδοτροπινών είναι χαµηλές (Mariana et al., 1998). 



3.3. ΩΟΓΕΝΕΣΗ (ΩΑΡΙΟΓΕΝΕΣΗ) 
 
 
Ως ωογένεση περιγράφεται η παραγωγή και η ωρίµαση των ωοκυττάρων 

(ωαρίων), τα οποία προέρχονται από τα ωογόνια. Στα θηλαστικά η ωογένεση 
αρχίζει κατά την εµβρυική ζωή, ολοκληρώνεται µετά την ενήβωση και 
συνεχίζεται απρόσκοπτα καθ’ όλη τη διάρκεια της αναπαραγωγικής ζωής του 
ενήλικου θηλυκού ζώου. Ο σχηµατισµός και η ανάπτυξη των ωοκυττάρων 
περιλαµβάνει επτά στάδια: (1) τη δηµιουργία των αρχέγονων γεννητικών 
κυττάρων (Α.Γ.Κ.), (2) τη µετανάστευση των Α.Γ.Κ. στις γονάδες, (3) την 
αποίκιση των γονάδων από τα Α.Γ.Κ., (4) τη διαφοροποίηση των Α.Γ.Κ. σε 
ωογόνια (αρχέγονα ωοκύτταρα), (5) τον πολλαπλασιασµό των ωογονίων, (6) 
την έναρξη της µείωσης και (7) την παραµονή των ωοκυττάρων στο στάδιο της 
διπλοταινίας της πρόφασης Ι (Βαλάση, 2006). 

Η διαδικασία της ωογένεσης στο πρόβατο αρχίζει µετά την εγκατάσταση 
του εµβρύου στη µήτρα (16η-18η ηµέρα µετά τη γονιµοποίηση), όταν τα 
αδέσµευτα κύτταρα της επιβλάστης  µετατρέπονται σε αρχέγονα γεννητικά 
κύτταρα. Μεταξύ της 18ης και 28ης ηµέρας της κύησης του εµβρύου, τα Α.Γ.Κ. 
πολλαπλασιάζονται και µεταναστεύουν στις γεννητικές ταινίες. Οι 
αδιαφοροποίητες γονάδες (γεννητικές ταινίες) για πρώτη φορά παρατηρούνται 
µεταξύ της 23ης και 24ης ηµέρας της εµβρυικής ζωής ως παχύνσεις (van den 
Hurk and Zhao, 2005). 

Μόλις τα Α.Γ.Κ. εισέλθουν στη γεννητική ταινία διαφοροποιούνται, µετά 
από πολλαπλές µιτωτικές διαιρέσεις σε ωογόνια. Από την 38η ηµέρα της 
κύησης του εµβρύου τα ωογόνια συνδέονται µεταξύ τους µε µεσοκυττάριες 
κυτταροπλασµατικές γέφυρες και περιβάλλονται από τα πρόδροµα κοκκώδη 
κύτταρα (pregranulosa cells) (McNatty et al., 1995; Juengel et al., 2002; van 
den Hurk and Zhao, 2005).   

Στο έµβρυο του προβάτου οι µειωτικές διαιρέσεις αρχίζουν γύρω στην 55η 
ηµέρα της κύησης του εµβρύου και επαναλαµβάνονται µε µεγάλη συχνότητα 
µέχρι την 120η ηµέρα της κύησης του εµβρύου. Τα ωογόνια υφίστανται 
περαιτέρω µιτωτικές διαιρέσεις και έπειτα αφού εισέλθουν στην 1η µειωτική 
διαίρεση µετατρέπονται σε ωοκύτταρα (ωάρια). Τα ωοκύτταρα διέρχονται τα 
στάδια της πρόφασης της 1ης µειωτικής διαίρεσης και παραµένουν χωρίς 
περαιτέρω εξέλιξη στο στάδιο της διπλοταινίας, οπότε και ονοµάζονται 
πρωτοταγή ωοκύτταρα (ωοκύτταρα 1ης τάξης, διπλοειδής αριθµός 
χρωµοσωµάτων). Το πρωτοταγές ωοκύτταρο περιέχει γενετικά 
ανασυνδυασµένο DNA µητρικής και πατρικής προέλευσης, είναι µεγαλύτερο 
από το ωογόνιο και περιέχει περισσότερα κυτταροπλασµατικά οργανίδια. Σε 
αυτό το στάδιο µπορεί να παραµείνει µέχρι το ωοθυλάκιο στο οποίο περιέχεται 
να εκφυλιστεί (ατρησία) ή µέχρι να επιλεγεί για να ολοκληρώσει την 1η και τη 



2η µειωτική διαίρεση. Η 1η µειωτική διαίρεση ολοκληρώνεται in vivo µετά την 
προωοθυλακιορρηκτική έκκριση της LH ή σε in vitro συνθήκες µετά από 
προσθήκη ορµονών στο υπόστρωµα καλλιέργειας, οπότε σχηµατίζεται το 
δευτεροταγές ωοκύτταρο (ωοκύτταρο 2ης τάξης, απλοειδής αριθµός 
χρωµοσωµάτων). Τότε σχηµατίζεται και το πρώτο πολικό σωµάτιο, το οποίο 
µπορεί να θεωρηθεί ωοκύτταρο µε ελαττωµένη ποσότητα κυτταροπλάσµατος. 
Το δευτεροταγές ωοκύτταρο είναι θηλυκός γαµέτης στον οποίο έχει 
ολοκληρωθεί η 1η µειωτική διαίρεση και έχει αρχίσει η δεύτερη. Η 2η µειωτική 
διαίρεση ολοκληρώνεται µόνο µετά τη γονιµοποίηση του ωοκυττάρου 
(O’Rahilly and Muller, 2000; McNatty et al., 1995; Juengel et al., 2002; van 
den Hurk and Zhao, 2005) (Εικόνα 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 7. Ωογένεση (www.click4biology.info.htm) 

 



3.4. ΣΠΕΡΜΑΤΟΓΈΝΕΣΗ 
(ΣΠΕΡΜΑΤΟΖΩΑΡΙΟΓΕΝΕΣΗ) 

 
 

Στο αρσενικό τα αρχέγονα γεννητικά κύτταρα εγκαθίστανται στη 
γεννητική ταινία των όρχεων κατά την εµβρυϊκή περίοδο. Αµέσως µετά 
πολλαπλασιάζονται µε µίτωση µε αποτέλεσµα ο αριθµός τους να αυξάνεται 
σηµαντικά (Patten, 1974) (Εικόνα 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      Εικόνα 8. Σπερµατογένεση και σπερµιογένεση (www.biyolejiegitim.yyu.edu.tr) 

 

 



Τα µιτωτικώς ενεργά κύτταρα ονοµάζονται σπερµατογόνια και 
διακρίνονται σε τύπου Α και Β. Από τα σπερµατογόνια τύπου Α προκύπτουν 
τα τύπου Β τα οποία µε µιτωτικές διαιρέσεις δίνουν τελικά τα 
σπερµατοκύτταρα 1ης τάξης (πρωτογενή σπερµατοκύτταρα). Τα 
σπερµατοκύτταρα 1ης τάξης στη συνέχεια µπαίνουν στη φάση της µείωσης και 
µε την πρώτη µειωτική διαίρεση δίνουν τα σπερµατοκύτταρα 2ης τάξης 
(δευτεροταγή σπερµατοκύτταρα). Τα δευτεροταγή σπερµατοκύτταρα έχουν 
τον µισό αριθµό χρωµατοσωµάτων από τα πρωτογενή σπερµατοκύτταρα 
(δηλαδή απλοειδή αριθµό χρωµατοσωµάτων). Με την δεύτερη µειωτική 
διαίρεση τα δευτερογενή σπερµατοκύτταρα δίνουν τις σπερµατίδες οι οποίες 
επίσης φέρουν απλοειδή αριθµό χρωµατοσωµάτων. Από κάθε πρωτογενές 
σπερµατοκύτταρο προκύπτουν 4 σπερµατίδες. Τελικά η διαδικασία της 
σπερµατογένεσης ολοκληρώνεται µε τη σπερµιογένεση. Κατά τη 
σπερµιογένεση κάθε απλοειδής σπερµατίδα µετατρέπεται , µετά από µία σειρά 
µεταµορφώσεων, σε ένα θαυµάσια κατασκευασµένο κύτταρο, το 
σπερµατοζωάριο (Σµοκοβίτης, 2004) (Εικόνα 9). 

 

 

             Εικόνα 9. ∆οµή σπερµατοζωαρίου (McKenzie, 1976) 

 

 

 



3.4.1. Παράγοντες που επηρεάζουν τη σπερµατογένεση 

 

Ποικίλοι παράγοντες επηρεάζουν τη σπερµατογένεση και συντελούν στην 
τελική διαµόρφωση των σπερµατοζωαρίων. 

Πολύ σπουδαίο ρόλο παίζουν τα κύτταρα Sertoli που βρίσκονται στα 
σπερµατικά σωληνάρια. Στηρίζουν, προστατεύουν µέσω του αιµατοορχικού 
φραγµού που σχηµατίζουν και συµβάλουν στη θρέψη των αναπτυσσόµενων 
γαµετών. Επίσης, διατηρούν αυξηµένη τη συγκέντρωση των ανδρογόνων στα 
σπερµατικά σωληνάρια µέσω της δεσµευτικής πρωτεΐνης που παράγουν και 
αποµακρύνουν το υπολειµµατικό κυτταρόπλασµα κατά τη σπερµιογένεση 
(Καλογιάννης, 2006). 

Ορµονικοί παράγοντες που περιλαµβάνουν την δράση της 
ωοθηλακιοτρόπου (FSH) και της ωχρινοποιητικής ορµόνης (LH) είναι επίσης 
πολύ σηµαντικοί. Τα κύτταρα Leydig διεγείρονται από την LH για την έκκριση 
των ανδρογόνων. Αντίστοιχα, τα κύτταρα Sertoli διεγείρονται από την FSH για 
την παραγωγή ανδρογόνων. Τα ανδρογόνα (τεστοστερόνη, 
διυδροτεστοστερόνη) µεσω του µηχανισµού της παλίνδροµης ρύθµισης, 
δρώντας στον υποθάλαµο και στον πρόσθιο λοβό της υπόφυσης επηρεάζουν εκ 
νέου την έκκριση των ορµονών αυτών. Η παρουσία υψηλής συγκέντρωσης 
ανδρογόνων µέσα στα σπειροειδή σπερµατικά σωληνάρια διεγείρουν τη 
σπερµατογένεση (Σµοκοβίτης, 2004). 

Η θερµοκρασία είναι ένας ακόµη παράγοντας που επηρεάζει την 
σπερµατογένεση ιδιαίτερα. Οι όρχεις στα κατοικίδια ζώα (εποµένως και στο 
πρόβατο) είναι τοποθετηµένοι µέσα στο όσχεο και εξωτερικά του σώµατος του 
ζώου. Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα η θερµοκρασία φυσιολογικά να είναι 
µικρότερη κατά 4 – 7ο C. Η σπερµατογένεση είναι µειωµένη όταν επικρατούν 
υψηλές θερµοκρασίες και σε περίπτωση κρυψορχιδίας όπως επίσης και λόγω 
παροδικής αύξησης της θερµοκρασίας (πυρετός) (Σµοκοβίτης, 2004). 

Ο φωτοπεριοδισµός επίσης επηρεάζει την σπερµατογένεση έµµεσα µέσω 
του φαινοµένου της εποχικότητας. Στον κριό, αν και δεν παρατηρείται τόσο 
έντονο το φαινόµενο της εποχικότητας στην αναπαραγωγική του λειτουργία, 
όσο στην προβατίνα, αφού δεν παρατηρείται µεγάλη ελάττωση της libido ή της 
γονιµοποιητικής του ικανότητας κατά την άνοιστρη περίοδο της προβατίνας, 
έχουν παρατηρηθεί σοβαρές µεταβολές κυρίως στην σπερµατογένεση και στο 
ενδοκρινικό του πρότυπο κατά τη διάρκεια του έτους (Καλογιάννης, 2006). 
Πολλές έρευνες έχουν δείξει ότι το µέγεθός των όρχεων ελαττώνεται 
σηµαντικά κατά την περίοδο από Ιανουάριο µέχρι Μάιο, διάστηµα που 
συµπίπτει µε την άνοιστρη περίοδο της προβατίνας (Islam and Land, 1977: 
Menegatos and Karakatsiotis, 1986). 



Πολλές µελέτες έχουν αποδείξει την εποχικότητα που παρουσιάζει το 
ορµονικό πρότυπο του κριού (Katongole et al.,, 1974: Schanbacher and 
Downing, 1976). Υπάρχει σηµαντική µείωση των επιπέδων τεστοστερόνης και 
LH κατά το διάστηµα της άνοιστρης περιόδου της προβατίνας. Επίσης η 
ύπαρξη της εποχικότητας στον άξονα υποθάλαµος-υπόφυση-όρχεις φαίνεται 
από την διαφορετική απάντηση της LH µετά τη χορήγηση εκλυτικής ορµόνης 
στις διάφορες εποχές (Χαδιώ και Μενεγάτος, 1993). Οι µεταβολές αυτές 
φαίνεται ότι οφείλονται κατά κύριο λόγο στο φωτοπεριοδισµό όπως και στην 
προβατίνα (Lincoln and Davidson, 1977; Howles et al., 1980). Άλλοι 
παράγοντες που επηρεάζουν τη χρονική διάρκεια των αλλαγών είναι οι 
φυλετικές διαφορές και η θερµοκρασία.  

Άλλοι παράγοντες που επεµβαίνουν στη φυσιολογική διαδικασία της 
σπερµατογένεσης είναι η διατροφή, διάφορες χηµικές ουσίες και 
ακτινοβολίες µε αποτελέσµατα που κυµαίνονται από µειωµένη 
γονιµοποιητική ικανότητα του σπέρµατος έως την στειρότητα (Σµοκοβίτης, 
2004). 

 

3.4.2. Εκτίµηση ποιότητας σπέρµατος 

 

Η διαδικασία της σπερµατογένεσης στον κριό είναι εν πολλοίς όµοια µε τα 
υπόλοιπα θηλαστικά. Οι διαφοροποιήσεις στο σπέρµα του κριού συνίστανται 
κυρίως στον χρόνο που απαιτείται για την ολοκλήρωση κάθε φάσης. Κατά τη 
σπερµατογένεση, το σπέρµα του κριού απαιτεί 15- 17 ηµέρες έως ότου τα 
σπερµατογόνια τύπου Β να δώσουν σπερµατοκύτταρα 1ης τάξεως, στη φάση 
της µιτωτικής διαίρεσης. Επίσης, 15 περίπου ηµέρες διαρκεί και η φάση της 
µειωτικής διαίρεσης του σπερµατοκυττάρου 1ης τάξεως σε σπερµατοκύτταρα 
2ης τάξεως. Τελικά η σπερµατογένεση δηλαδή η διαδικασία µετατροπής των 
σπερµατίδων σε ολοκληρωµένα σπερµατοζωάρια διαρκεί 15- 17 ηµέρες 
(Καλογιάννης, 2006). 

Το σπερµατοζωάριο του κριού έχει συνολικό µήκος γύρω στα 65µm µε 
διαστάσεις κεφαλής 8µm, 4µm πλάτος και 1µm πάχος και µήκος ουράς γύρω 
στα 55- 59µm (Εικόνα ). Η εκσπερµάτιση του κριού έχει το µικρότερο όγκο 
από τα παραγωγικά θηλαστικά αλλά και το µεγαλύτερο αριθµό 
σπερµατοζωαρίων (2- 3 δισεκατοµµύρια/ml). Η κινητικότητα των 
σπερµατοζωαρίων είναι πολύ καλή (60- 80%) όπως και η µορφολογία τους 
(80- 95% φυσιολογική) (Hafez, 1993). Στον Πίνακα 1, παρατίθενται τα 
χαρακτηριστικά και η σύσταση του σπέρµατος του κριού. 

 

 



Χαρακτηριστικά και σύσταση  Τιµές 

Όγκος εκσπερτίσµατος (cm) 0,5-2,0 

Ξηρή ουσία (%) 14,8 

Αριθµός σπερµατοζωαρίων (ανά ml x 106)    2000-3000 

Κινητικότητα (%) 95 

Φυσιολογικά σπερµατοζωάρια (%) 95 

pH  5,9-7,3 

Φρουκτόζη (mg/100ml) 150-600 

Σορβιτόλη (mg/100ml) 26-120 

Κιτρικό οξύ (mg/100ml) 110-260 

Γλυκεροφωσφορολχολίνη (mg/100ml) 1600-2000 

Γλουταµινικό οξύ (mg/100ml) 76 

Νάτριο (mg/100ml)  120-250 

Κάλιο (mg/100ml) 50-140 

Ασβέστιο (mg/100ml) 6-15 

Μαγνήσιο (mg/100ml) 2-13 

Πίνακας 1. Χαρακτηριστικά και σύσταση του σπέρµατος του κριού (Καλογιάννης, 2006) 

 

Η εκτίµηση της ποιότητας του σπέρµατος έως τώρα βασιζόταν κυρίως 
στην εκτίµηση των προαναφερθέντων παραγόντων και άλλων τεχνικών 
χαρακτηριστικών. Συγκεκριµένα, σε εξωτερικούς παράγοντες (όγκος και 
χρώµα σπέρµατος), στην κινητικότητα (κίνηση του κύµατος και ατοµική 
κινητικότητα) και στη συγκέντρωση ή πυκνότητα του σπέρµατος (εκτίµηση 
µε φασµατοφωτόµετρο). Αυτές οι εκτιµήσεις δεν είναι εντελώς υποκειµενικές, 
είναι γρήγορες στην εφαρµογή και δεν απαιτούν ιδιαίτερα πολύπλοκα 
µηχανήµατα. Αυτές οι εκτιµήσεις ήταν αρκετές για την εκτίµηση του  νωπού 
σπέρµατος για την κολπική τεχνητή σπερµατέγχυση αλλά δεν επαρκούν για 
την εκτίµηση του κατεψυγµένου σπέρµατος. Επιπρόσθετα, σε κάποιες 
καταστάσεις (προβλήµατα υπογονιµότητας, ακριβής εκτίµηση σπέρµατος 



κ.τ.λ.) αυτές οι τεχνικές είναι ανεπαρκείς λόγω της υποκειµενικότητας τους, 
της χαµηλής ευαισθησίας τους και της µικρής συσχέτισης µε την εκτίµηση της 
γονιµοποιητικής τους ικανότητας (Anel et al., 2006). 

Εξαιτίας της ανεπάρκειας των κλασσικών µεθόδων εκτίµησης της 
ποιότητας του σπέρµατος αναπτύχθηκαν άλλες µέθοδοι οι οποίες όµως είναι 
αρκετά πολύπλοκες και χρειάζονται εξειδικευµένα µηχανήµατα για να 
εκτιµηθούν οι προσµετρούµενοι  παράγοντες.  

Η εκτίµηση της κινητικότητας των σπερµατοζωαρίων πλέον γίνεται µε 
αυτοµατοποιηµένο σύστηµα. Οι λόγοι είναι ότι αφενός παρατηρήθηκε µεγάλη 
διαφοροποίηση στην εκτίµηση ακόµη και της ίδιας εκσπερµάτισης από 
διαφορετικούς ερευνητές, ενώ η ταχύτητα φαίνεται να έχει καλή συσχέτιση µε 
την γονιµότητα και εποµένως έχει µεγάλη σηµασία ο ακριβής προσδιορισµός 
της (Verstegen et al., 2002). Αφετέρου, γιατί έτσι είναι δυνατή η µελέτη 
υποπληθυσµών σπέρµατος από την ίδια εκσπερµάτιση (Martinez- Pastor et 
al., 2005b, c) καθώς θεωρείται ότι η υποκειµενικότητα της εκτίµησης της 
γονιµότητας υπάρχει ακριβώς λόγω της ελλιπούς µελέτης των υποπληθυσµών 
(Williams and Ford, 2001). 

Ένας άλλος παράγοντας που εξετάζεται προκειµένου να προσδιοριστεί η 
ποιότητα του σπέρµατος είναι η ακεραιότητα της µεµβράνης του 
σπερµατοζωαρίου και η κατάσταση του ακροσώµατος. Το σπέρµα υπόκειται 
σε διαδικασίες, όπως η κατάψυξη και η απόψυξη, οι οποίες οδηγούν στον 
θάνατο πολλών σπερµατοζωαρίων. Υπάρχει µεγάλη ανάγκη για την ύπαρξη 
πληθυσµών σπερµατοζωαρίων που να είναι ζωντανά, να κινούνται µε 
ικανοποιητική ταχύτητα και να έχουν άθικτη την ακροσωµιακή τους µεµβράνη 
µετά την απόψυξη (Kavak et al., 2003). Για την εξέταση των µεµβρανών και 
του ακροσώµατος χρησιµοποιούνται διάφορες τεχνικές φθορισµού σε 
συνδυασµό µε το µικροσκόπιο φθορισµού και το κυττόµετρο ροής (Yaniz et 
al., 2005; Martinez-Pastor et al., 2005a). 

Υπάρχουν ενδείξεις ότι η καταστροφή των µιτοχονδρίων κατά την 
διάρκεια της κατάψυξης σχετίζεται µε την µειωµένη γονιµοποιητική ικανότητα 
των αποψυχθέντων σπερµατοζωαρίων που χρησιµοποιούνται κατά την 
κολπική σπερµατέγχυση (Windor, 1997). Κατά συνέπεια, έχει πολύ µεγάλη 
σηµασία ο προσδιορισµός της κατάστασης των µιτοχονδρίων λόγω της 
συσχέτισης τους µε την καλή ενεργειακή κατάσταση του σπερµατοζωαρίου και 
την κινητική του κατάσταση (Kasai et al., 2002). Ο προσδιορισµός της 
κατάστασης των µιτοχονδρίων γίνεται µε φθορισµό των σπερµατοζωαρίων και 
εξέταση αυτών σε µικροσκόπιο φθορισµού και σε κυττόµετρο ροής (Grasa et 
al., 2004; Martinez-Pastor et al., 2004a). 

Η κατάσταση του πυρήνα θεωρείται ο ισχυρότερος δείκτης ποιότητας 
του σπερµατοζωαρίου και η αξιολόγησή του πρέπει να ενυπάρχει πάντοτε στο 
σπερµατογράφηµα ή σπερµοδιάγραµµα. Η δοκιµασία της δοµής της 



χρωµατίνης του σπέρµατος (Sperm Chromatin Structure Assay, SCSA) είναι η 
τεχνική φθορισµού που χρησιµοποιείται πιο συχνά την τελευταία δεκαετία. 
Αυτή η τεχνική προσδιορίζει την ακεραιότητα του πυρήνα µε βάση την 
ευαισθησία που παρουσιάζει το DNA στην µετουσίωση του λόγω επέµβασης 
µε οξέα. Αυξηµένη ευαισθησία στην µετουσίωση αντιστοιχεί σε µεγάλη 
ετερογένεια της δοµής της χρωµατίνης η οποία συνδέεται µε διαταραχές κατά 
την σπερµατογένεση ή και µε επικείµενες ζηµιές στην χρωµατίνη, που οδηγούν 
σε µειωµένη γονιµότητα (Evenson et al., 2002). Έχει αναφερθεί η συσχέτιση 
µεταξύ των παραµέτρων της SCSA µε την κινητικότητα και την βιωσιµότητα 
των σπερµατοζωαρίων, καθώς και η αύξηση των παραµέτρων της SCSA µετά 
από κατάψυξη και επώαση για 20 ώρες  των σπερµατοζωαρίων (Peris et al., 
2004). Επίσης, υπάρχει αρνητική συσχέτιση στο σπέρµα του κριού µεταξύ του 
κατακερµατισµού του DNA που υπολογίζεται από την SCSA και την 
διακύµανση στην ποιότητα του σπέρµατος ανάµεσα στα εκσπερµατίσµατα του 
ίδιου αρσενικού (Martinez-Pastor et al., 2004b). Αρνητική συσχέτιση υπάρχει 
επίσης µε την προοδευτική κινητικότητα των σπερµατοζωαρίων και µε την 
µορφολογική τους ακεραιότητα ενώ υπάρχει θετική συσχέτιση µε το ποσοστό 
των πρωτογενών ελαττωµάτων των σπερµατοζωαρίων (Kasimanickam et al., 
2006).  

Η υπερπαραγωγή ελεύθερων ριζών οξυγόνου ή η µειωµένη παραγωγή 
αντιοξειδωτικών ενζύµων επηρεάζουν την κινητικότητα και την βιωσιµότητα 
των σπερµατοζωαρίων και προκαλούν ελαττώµατα στα σπερµατοζωάρια λόγω 
µιας οξειδωτικής αλυσιδωτής αντίδρασης που καταστρέφει τα πρωτεϊνικά 
λιπίδια και το DNA (Sikka, 2004). Η ποσοτικοποίηση των ενζύµων που 
προστατεύουν από την δράση των ελεύθερων ριζών οξυγόνου, τόσο στα 
σπερµατοζωάρια όσο και στο πλάσµα του σπέρµατος, και η αξιολόγηση των 
επιδράσεων τους στις πρωτεΐνες, τα λιπίδια και το DNA είναι εξαιρετικά 
σηµαντικό σε περιπτώσεις υπογονιµότητας. Στο σπέρµα του κριού οι 
ελεύθερες ρίζες οξυγόνου προκαλούν άµεση οξείδωση των πρωτεϊνών και 
επιδρούν στην διαπερατότητα των µεµβρανών µέσω της διαταραχής της 
ρευστότητας των λιπιδίων (Christova et al., 2004). Γενικώς πάντως η 
κατάστολή της δράσης των οξειδωτικών φαινοµένων µε χρήση 
αντιοξειδωτικών  στην διαδικασία της in vitro γονιµοποίησης δεν βελτιώνει τα 
ποσοστά γονιµοποίησης (Dimitriadis et al., 2007). 

Τέλος, η ανάλυση της in vitro γονιµότητας σε οµόλογα ωοκύτταρα είναι 
η τεχνική που δίνει τις περισσότερες πληροφορίες για την αξιολόγηση της 
ποιότητας του σπέρµατος. Παρόλα αυτά είναι µια πολύπλοκη τεχνική µε 
υψηλό κόστος που απαιτεί την χρήση στατιστικών τεχνικών και µπορεί να 
χρησιµοποιηθεί µόνο για ερευνητική χρήση προς το παρόν (O’meara et al., 
2005). 



4. ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΥΠΟΣΤΗΡΙΖΟΜΕΝΗΣ 
ΑΝΑΠΑΡΑΓΩΓΗΣ 

 
 

4.1. ΤΕΧΝΗΤΗ ΣΠΕΡΜΑΤΕΓΧΥΣΗ 
 
 

Τεχνητή σπερµατέγχυση (Τ.Σ.) (Artificial Insemination, A.I.) είναι η λήψη 
σπέρµατος από το αρσενικό ζώο µε τεχνητά µέσα και η εναπόθεσή του 
αυτούσιου ή µετά από οποιαδήποτε µορφή επεξεργασίας, στο γενετικό σωλήνα 
του θηλυκού. 

Η ανακάλυψη µεθόδων αραίωσης και διατήρησης σπέρµατος µε κυριότερη 
βέβαια την κατάψυξη, έδωσαν τεράστια ώθηση στην Τ.Σ. γιατί έτσι 
ξεπεράστηκαν τα εµπόδια του χρόνου και του τόπου αλλά και αυξήθηκε 
σηµαντικά ο αριθµός των θηλυκών ζώων που µπορεί να γονιµοποιηθεί από µία 
µόνο εκσπερµάτιση ενός αρσενικού. 

Τα πλεονεκτήµατα της Τ.Σ. έναντι της φυσικής οχείας είναι πολλά. Από 
κτηνιατρικής απόψεως τα κυριότερα από αυτά είναι: 

α) Η εξέταση της γονιµότητας των ζώων πριν την τεχνητή σπερµατέγχυση. 
Με αυτό τον τρόπο είναι δυνατή η διαπίστωση εκ των προτέρων των ατόµων 
που δεν έχουν καλή γονιµότητα και είτε θεραπεύονται είτε αποµακρύνονται 
από το κοπάδι µε αποτέλεσµα να υπάρχει µεγάλη οικονοµία. 

β) Η προφύλαξη των ατόµων που συµµετέχουν στη τεχνητή 
σπερµατέγχυση από σεξουαλικώς µεταδιδόµενα νοσήµατα καθώς τα άτοµα δεν 
έρχονται σε άµεση επαφή µεταξύ τους και το σπέρµα που χρησιµοποιείται 
είναι επιλεγµένο ώστε να είναι απαλλαγµένο από νοσήµατα. 

γ) Η αποφυγή πιθανών τραυµατισµών - κακώσεων που είναι δυνατό να 
συµβούν κατά τη φυσική οχεία. 

δ) Η λήψη σπέρµατος και από άτοµα που φυσιολογικά δεν θα µπορούσαν 
να δώσουν σπέρµα είτε λόγω κακώσεων στην περιγεννητική περιοχή είτε στα 
πόδια µε αποτέλεσµα για αυτά τα άτοµα να είναι τραυµατική η φυσική οχεία 
κάτι που δεν ισχύει στην τεχνητή σπερµατοληψία µε ηλεκτρική διέγερση. 

ε) Η αύξηση του ποσοστού γονιµότητας λόγω της εναποθέσεως του 
σπέρµατος σε πιο κατάλληλη για γονιµοποίηση περιοχή (λαπαροσκοπικά στο 
κέρας της µήτρας στο πρόβατο). 

ζ) Η συνέχιση της αναπαραγωγής σε περιόδους που τα ζώα πάσχουν από 
κάποια σεξουαλικά µεταδιδόµενη ασθένεια εφόσον κατά την τεχνητή 
σπερµατέγχυση δεν υπάρχει άµεση επαφή των ατόµων µεταξύ τους. 



η) Η χρήση σπέρµατος από άτοµα που βρίσκονται σε οποιαδήποτε περιοχή 
ανά τον κόσµο ή ακόµη και από άτοµα που δεν βρίσκονται πλέον εν ζωή µέσω 
της κατάψυξης και της διατήρησης του σπέρµατος. 

Από ζωοτεχνικής απόψεως τα κυριότερα πλεονεκτήµατα είναι τα εξής: 

α) Η διατήρηση λιγότερων αρσενικών για αναπαραγωγή και συγκεκριµένα 
µόνο των καλύτερων από αυτά, µε αποτέλεσµα την σηµαντική οικονοµία σε 
έξοδα συντηρήσεως και στεγάσεως των ζώων. 

β) Η εξακρίβωση της κληρονοµικής σύστασης των αρσενικών σε πολύ πιο 
πρώιµο στάδιο µε αποτέλεσµα την αποτελεσµατική χρησιµοποίηση γενετικού 
υλικού υψηλής γενετικής αξίας υπό την προϋπόθεση ότι τα αρσενικά δεν είναι 
φορείς κληρονοµικών ελαττωµάτων (Βλάχος, 1959). 

Επιπρόσθετα µε την τεχνητή σπερµατέγχυση µπορεί να γίνει 
κατευθυνόµενη χρησιµοποίηση των γενετικώς βελτιωµένων ζώων, γίνεται 
δυνατή η εξακρίβωση των γενεαλογικών στοιχείων των απογόνων, είναι πλέον 
δυνατή η επιλογή του φύλου του απογόνου και άλλα. Πολύ σηµαντικό 
πλεονέκτηµα της τεχνητής σπερµατέγχυσης είναι ότι προσφέρει 
σηµαντικότατη βοήθεια στην γενετική βελτίωση των ζώων δηµιουργώντας το 
γενετικό υλικό για την εκτίµηση των γενετικών παραµέτρων του πληθυσµού, 
εφαρµόζοντας απογονικό έλεγχο στα αρσενικά για φυλοπεριορισµένες 
ιδιότητες, µεταβιβάζοντας την επιλεκτική πρόοδο στο παραγωγικό µέρος του 
πληθυσµού και βοηθώντας αποτελεσµατικά στην εφαρµογή των 
διασταυρώσεων (Ρογδάκης, 2004). 

Η τεχνητή σπερµατέγχυση εφαρµόζεται ευρύτατα στα βοοειδή. Το 1998 
χρησιµοποιήθηκαν παγκοσµίως 232 εκατοµµύρια δόσεις κατεψυγµένου 
σπέρµατος και 11 εκατοµµύρια δόσεις νωπού σπέρµατος για Τ.Σ. βοοειδών. 
Αντίθετα στα πρόβατα η Τ.Σ. δεν εφαρµόζεται εντατικά. Το 1998 
χρησιµοποιήθηκαν 6,6 εκατοµµύρια δόσεις νωπού και 435 χιλιάδες δόσεις 
κατεψυγµένου σπέρµατος για τεχνητή σπερµατέγχυση προβάτων (Thibier and 
Wagner, 2000) (Εικόνα 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

    Εικόνα 10. Τεχνητή σπερµατέγχυση σε προβατίνα (peakhillindustries.com.au) 

 

Η τεχνητή σπερµατέγχυση στα πρόβατα δεν είναι τόσο διαδεδοµένη όσο 
στα υπόλοιπα παραγωγικά ζώα.To βασικότερο εµπόδιο στην ευρεία εφαρµογή 
της τεχνητής σπερµατέγχυσης στα πρόβατα είναι η σεξουαλική συµπεριφορά 
της προβατίνας, που ουσιαστικά δεν έχει εµφανείς εκδηλώσεις οίστρου. Ως εκ 
τούτου απαιτούνται αρχικά συγχρονισµοί οίστρου / ωοθυλακιορρηξίας και 
έπειτα οµαδικές Τ.Σ. έτσι ώστε να υπάρχει ένα σταθερά υψηλό ποσοστό 
γονιµοποίησης των προβατινών.  

Ενώ για τον συγχρονισµό του οίστρου και της ωοθυλακιορρηξίας 
υπάρχουν πολύ διαδεδοµένα πρωτόκολλα εύκολα στη χρήση (η 
χρησιµοποίηση προγεσταγονούχων σπόγγων, η έγχυση PMSG και η χρήση 
PGF2α). Η τεχνητή σπερµατέγχυση στα πρόβατα έχει κάποιες τεχνικές 
ιδιαιτερότητες. Συγκεκριµένα υπάρχει περιορισµένη αποτελεσµατικότητα όσον 
αφορά στα ποσοστά εγκυµοσύνης στην εφαρµογή και χρήση της τεχνικής µε 
κολπική ή ενδοτραχηλική σπερµατέγχυση, ιδιαίτερα µε κατεψυγµένο σπέρµα. 
Η τεχνική δίνει ικανοποιητικά αποτελέσµατα όταν χρησιµοποιείται φρέσκο ή 
σπέρµα διατηρηµένο στους 15οC, που έχει όµως το µειονέκτηµα ότι δεν 
διατηρείται για µεγάλο χρονικό διάστηµα και απαιτεί µεγάλο ποσό 
σπερµατοζωαρίων ανά δόση µειώνοντας έτσι την αποδοτικότητα του κάθε 
εκσπερτίσµατος. Οι καθετήρες που χρησιµοποιούνται είναι κεκαµένοι επειδή η 
φοινικοειδής προεξοχή στην προβατίνα βρίσκεται επί του εδάφους του κόλπου 
(Μενεγάτος., 1990). Οµοιάζουν δε, µε αυτούς που χρησιµοποιούνται στα 
βοοειδή αλλά είναι µικρότεροι σε µέγεθος και δεν επιτρέπουν την είσοδο σε 
µεγάλο βάθος (Anel et al., 2006). 

Πολλοί παράγοντες επηρεάζουν την επιτυχία της κολπικής τεχνητής 
σπερµατέγχυσης (Anel et al., 2005). Οι πλέον σηµαντικοί είναι: η µορφή του 
χρησιµοποιούµενου σπέρµατος ( νωπό ή κατεψυγµένο), ο τύπος του οίστρου 
(φυσικός ή προκαλούµενος) και το βάθος του σηµείου σπερµατέγχυσης 



(Eppleton et al., 1994). Η µειωµένη γονιµότητα στην κολπική σπερµατέγχυση 
που εµφανίζεται όταν χρησιµοποιείται κατεψυγµένο σπέρµα οφείλεται στην 
επιζήµια δράση της κρυοδιατήρησης στα σπερµατοζωάρια, που µειώνει την 
κινητικότητα και την βιωσιµότητα των σπερµατοζωαρίων και αυξάνει την 
θνησιµότητα των εµβρύων (Salamon and Maxwell, 1995). Παρόλα αυτά έχουν 
αναφερθεί αυξηµένα ποσοστά γονιµοποίησης έπειτα από γονιµοποίηση 
προβατινών µε φυσικό οίστρο και χρησιµοποίηση κατεψυγµένου σπέρµατος 
(Olesen, 1993: 58%; Paulenz et al., 2004: 72%). Έρευνες έδειξαν ότι 
αυξάνοντας το βάθος του σηµείου σπερµατέγχυσης, όχι πέραν του πρόσθιου 
τµήµατος του κόλπου, βελτιώνονται τα αποτελέσµατα της (Windsor et al., 
1994).  

Η ενδοτραχηλική σπερµατέγχυση αυξάνει κάπως τα ποσοστά επιτυχίας σε 
σχέση µε την κολπική σπερµατέγχυση (Kerton et al., 1984: 53% vs 31%; 
Alvarez et al., 1998: 45% vs 22%), που όµως εξακολουθούν να είναι αρκετά 
χαµηλά. Όµως όσον αφορά τα υπόλοιπα στοιχεία της τεχνικής είναι παρόµοια 
µε αυτά της κολπικής σπερµατέγχυσης.  

Σηµαντικά αυξηµένα ποσοστά επιτυγχάνονται µε την ενδοµήτρια 
σπερµατέγχυση, αλλά λόγω της ανατοµίας του γεννητικού συστήµατος της 
προβατίνας γίνεται µόνο λαπαροσκοπικά, κάτι που εµποδίζει ακόµα την 
ευρύτερη εφαρµογή της στην πράξη (Anel et al., 2005) (Εικόνα 11). Η 
δυσκολία εφαρµογής αναίµακτης µεθόδου έγκειται στην ιδιαίτερη ανατοµική 
δοµή του τραχήλου της µήτρας της προβατίνας η οποία δεν επιτρέπει την δίοδο 
του ευθύ καθετήρα που χρησιµοποιείται ευρέως. Ο τράχηλος της προβατίνας 
αποτελείται από µια ιδιαίτερα σύνθετη ινώδη δοµή, µε πολλές πτυχώσεις που 
σχηµατίζουν µια ελικοειδή µορφή (Kershaw et al., 2005). Οι τραχηλικές 
πτυχώσεις, από 3 έως 7, έχουν κωνικό σχήµα (Kaabi, 2002) και δηµιουργούν 
µια στενή δίοδο διαµέτρου 1-3mm (Alvarez, 2000) η οποία δεν είναι εύκολο να 
διαπεραστεί από τον καθετήρα χωρίς να τραυµατιστεί η περιοχή. Η 
διαφοροποίηση που παρατηρείται στο ποσοστό γονιµοποίησης διαφορετικών 
φυλών (Donovan et al., 2004), έπειτα από τεχνητή σπερµατέγχυση µε 
παρόµοιες συνθήκες, σχετίζεται στενά µε την πολυπλοκότητα των πτυχώσεων 
του τράχηλου των προβατίνων (Kaabi et al., 2006). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          Εικόνα 11. Λαπαροσκοπική τεχνητή σπερµατέγχυση (Αµοιρίδης). 

 

Τα αποτελέσµατα της τεχνητής σπερµατέγχυσης µπορούν να επηρεαστούν 
από ποικίλους παράγοντες (ενδογενείς και εξωγενείς). Αυτοί οι παράγοντες 
σχετίζονται είτε µε τα χαρακτηριστικά του θηλυκού, το οποίο επηρεάζεται από 
την εποχικότητα (οιστρική και άνοιστρη περίοδος), την γενικότερη 
µορφολογία του (αναφέρθηκαν οι ιδιαιτερότητες της µορφολογίας του 
τραχήλου), και του τρόπου χειρισµού του (stress, οµαδικότητα) και άλλα. Είτε 
µε τα γεννητικά χαρακτηριστικά του αρσενικού, το οποίο επηρεάζεται επίσης 
από την εποχή (ανάλογα µε την εποχή και την χρήση του αρσενικού διαφέρει η 
παραγωγή σπέρµατος σε ποιότητα και ποσότητα), από την ποιότητα του 
σπέρµατος (ατοµικότητα του ζώου), από τις συνθήκες διατήρησης του 
σπέρµατος (συνθήκες περιβάλλοντος ή κατάψυξη του σπέρµατος) και άλλα. 
Είτε µε τις συνθήκες στην µονάδα, όπως οι συνθήκες υγιεινής, οι 
περιβαλλοντικές συνθήκες, το επίπεδο διατροφής και άλλα. Πολύ σηµαντικά 
για την τεχνητή σπερµατέγχυση είναι και όσα κοµµάτια άπτονται άµεσα της 
τεχνικής όπως ο τρόπος εφαρµογής της (ενδοµήτρια ή ενδοτραχηλική ), τα 
εργαλεία που χρησιµοποιούνται (µορφή και µέγεθος του καθετήρα) ο αριθµός 
των σπερµατοζωαρίων ανά δόση, ο χρόνος της εφαρµογής και άλλα (Shackell 
et al., 1990; Donovan et al., 2004; Paulenz et al., 2004). 

Γενικά συνιστάται οι προβατίνες που χρησιµοποιούνται για τεχνητή 
σπερµατέγχυση να µην είναι άνω των 5 ετών, το διάστηµα µεταξύ τοκετού και 
τεχνητής σπερµατέγχυσης να µην είναι µικρότερο των 10 εβδοµάδων και η 
γονιµοποίηση να µην γίνεται όταν επικρατούν υψηλές θερµοκρασίες (Ιούλιο - 



Αύγουστο). Επιπλέον καλό είναι να προηγείται συγχρονισµός 
ωοθυλακιορρηξιών πριν τη τεχνητή σπερµατέγχυση (Anel et al., 2006).  

Παρά το γεγονός ότι η τεχνητή σπερµατέγχυση είναι η πιο παλιά τεχνική 
υποβοηθούµενης αναπαραγωγής, λόγω του πολυπαραγοντικού της χαρακτήρα, 
υπάρχει ένα ευρύ ερευνητικό πεδίο για την περαιτέρω ανάπτυξη της µε σκοπό 
την βελτίωση των παραγόντων που την επηρεάζουν. 



4.2.  IN VIVO ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΕΜΒΡΥΩΝ 
 
 
Η in vivo παραγωγή εµβρύων, στη σύγχρονη εποχή, είναι απαραίτητη στα 

πλαίσια της προσπάθειας για αθρόα παραγωγή ζώων υψηλότερης γενετικής 
αξίας. Με τον όρο ζώα υψηλότερης γενετικής αξίας εννοούµε όχι µόνο τα ζώα 
που παράγουν περισσότερο και αναπαράγονται περισσότερο, αλλά και ζώα τα 
οποία είναι απαλλαγµένα από διάφορα γενετικά νοσήµατα, ζώα που είναι 
ανθεκτικά σε παρασιτώσεις και νοσήµατα και ζώα που ανήκουν σε σπάνιες 
φυλές και επιβάλλεται η διατήρηση του γενετικού υλικού τους µε σκοπό την 
διάσωση της φυλής, του είδους και της γενετικής ποικιλοµορφίας, καθώς και 
ζώα των οποίων το γενετικό υλικό µας βοηθάει να κατανοήσουµε την εξέλιξη 
των ειδών στο πέρασµα των αιώνων. 

 
 

4.2.1.  Πρόκληση πολλαπλής ωοθυλακιορρηξίας (ΠΠΩ) 

 

 

Μικρής κλίµακας µελέτες στην εµβρυοµεταφορά στα πρόβατα 
αναφέρθηκαν πριν από 50 χρόνια (Averill et al., 1958a, b), οπότε και 
εφαρµόσθηκαν οι βασικές τεχνικές για τη χειρουργική ανάκτηση των εµβρύων 
(Moore, 1982). Πειράµατα στην Αυστραλία είχαν οδηγήσει στον τεχνητό 
έλεγχο του οίστρου (Robinson, 1964) και έπειτα ακολούθησαν άλλα για την 
αποµόνωση και τον καθαρισµό των γοναδοτροπινών, που αποτέλεσαν τη βάση 
για την ανάπτυξη κατάλληλων πρωτοκόλλων για την πρόκληση πολλαπλής 
ωοθυλακιορρηξίας.  

Εξαιτίας του γεγονότος ότι τα πρόβατα δεν βρίσκονται διαρκώς σε 
οιστρική περίοδο, είναι υποχρεωτική η χορήγηση προγεστερόνης, πριν την 
έναρξη της θεραπείας µε γοναδοτροπίνες για την πρόκληση πολλαπλής 
ωοθυλακιορρηξίας, η οποία είναι απαραίτητη πριν την ωοθυλακιορρηξία. 
Χορήγηση προγεστερόνης µπορεί να γίνει είτε µε την χρήση 
προγεσταγονούχων σπόγγων ή εµφυτευµάτων, είτε µε την ενδοµυϊκή έγχυση 
προγεστερόνης (Cognie, 1999).  

 

 

 

 



4.2.2.1.  Παράγοντες που επηρεάζουν την ΠΠΩ 

 

Από την ανάλυση της τεράστιας βιβλιογραφίας σχετικά µε εργασίες σε  
πρόβατα που έχουν υποστεί πολλαπλή ωοθυλακιορρηξία είναι προφανές ότι 
δεν έχει ποτέ επιτευχθεί ακριβής έλεγχος της ωοθυλακιορρηξίας. Η απόδοση 
σε έµβρυα µετά από πρόκληση πολλαπλής ωοθυλακιορρηξίας εξαρτάται από 
πολλούς παράγοντες που µπορούν να οµαδοποιηθούν ως εξής 

1) Παράγοντες που µεταβάλλονται εύκολα και είναι δύσκολο να 
τυποποιηθούν όπως εγγενείς παράγοντες (φυλή, ηλικία, άτοµο) (Sonjaya and 
Driancourt, 1987; Ptak et al., 1999, 2003). Είναι εύκολο να καταλάβουµε ότι  
µικρή βελτίωση µπορεί να αναµένεται από παράγοντες όπως η φυλή και, κατά 
συνέπεια, η διαχείριση του κοπαδιού (Cappai et al., 1984). Σε προβατίνες 
γαλακτοπαραγωγής φυλής Sarda στη Σαρδηνία επιβάλλεται µια διαφορετική 
διαχείριση από αυτή που απαιτείται για προβατίνες Merino στη Νέα Ζηλανδία 
ή Scottish Blackface στη Σκωτία. Εξάλλου, η ανταπόκριση των ωοθηκών στην 
φυλή Sarda στο ίδιο εµπορικό σκεύασµα γοναδοτροπίνης θα είναι πάντα 
διαφορετική από ότι εκείνη στην φυλή Merino (Maxwell et al., 1990; Naitana 
et al., 1992). Ωστόσο, σηµαντικές προσπάθειες έχουν καταβληθεί κατά το 
παρελθόν για να βρεθούν κατάλληλα πρωτόκολλα πρόκλησης πολλαπλής 
ωοθυλακιορρηξίας που να ταιριάζουν σε ένα µεγάλο αριθµό εγχώριων φυλών 
κάτω από ένα ευρύ φάσµα περιβαλλοντικών συνθηκών (Gordon, 1997). 

Όπως έχει αποδειχθεί σε αµνάδες (Sonjaya and Driancourt, 1987; Meikle 
et al., 1998), και προβατίνες (Driancourt, 1987; Gonzalez-Bulnes et al., 2000, 
2002, 2003), η ανταπόκριση των ωοθηκών στην ορµονική αγωγή έχει 
συσχετισθεί µε τον πληθυσµό και την διάµετρο των ωοθυλακίων των ωοθηκών 
όπως επίσης και µε το στάδιο του οιστρικού κύκλου (Rubianes et al., 1997; 
Rubianes and Menchaca, 2003).  

Επιπρόσθετα, η εποχή γέννησης των αµνάδων φαίνεται ότι επιδρά στο 
συνολικό αριθµό των αναπτυσσόµενων και των τριτογενών ωοθυλακίων. Σε 
αµνάδες φυλής Massese που γεννήθηκαν την άνοιξη παρατηρήθηκε 
µεγαλύτερος αριθµός πρωτογενών και µικρότερος αριθµός αρχέγονων 
ωοθυλακίων σε σχέση µε εκείνα που γεννήθηκαν το φθινόπωρο. Επίσης, η 
ποιοτική ανάλυση των ωαρίων και των ωοθυλακίων έδειξε ότι στα ζώα που 
γεννιούνται το φθινόπωρο το µέγεθος των ωοθυλακίων και των ωαρίων όπως 
και ο αριθµός των κοκκωδών κυττάρων των πρωτογενών και δευτερογενών 
ωοθυλακίων είναι σηµαντικά µικρότερα σε σύγκριση µε τα αντίστοιχα αυτών 
που γεννιούνται την άνοιξη (Rondina et al., 2005). Εξάλλου, η επίδραση της 
εποχής της γέννησης στον πληθυσµό των τριτογενών ωοθυλακίων 
επιβεβαιώθηκε σε πρόσφατη έρευνα που έγινε σε αµνάδες φυλής Suffolk 
(Bartlewski et al., 2006) 



Άλλοι παράγοντες που επηρεάζει την ανταπόκριση των ωοθηκών είναι η 
διατροφή (O’Callaghan et al., 2000), της οποίας όµως δεν µπορούµε να 
αναµένουµε την εν τω βάθη µεταβολή της (McEvoy et al., 1995) και η εποχή 
του έτους (άνοιστρη- οιστρική περίοδος) (Bister et al., 1999). 

2) Παράγοντες που έχουν υψηλά περιθώρια για βελτίωση (χρήση 
γοναδοτροπίνης, γνώση της φυσιολογίας της αναπαραγωγής). Μεγάλη 
σηµασία έχει η δόση της χορηγούµενης ορµόνης (Samartzi et al., 1995a), 
καθώς και η καθαρότητα του ορµονικού σκευάσµατος ιδιαίτερα σε σχέση µε 
την περιεκτικότητα σε LH (Cognie, 1999). Συνήθως για πρόκληση πολλαπλής 
ωοθυλακιορρηξίας στα πρόβατα χρησιµοποιούνται η γοναδοτροπίνη του ορού 
της εγκύου φορβάδος (eCG, equine Chorionic Gonadotropin) (Averill, 1958), η 
ωοθυλακιοτρόπος ορµόνη (FSH) που αποµονώνεται από υποφύσεις χοίρων και 
προβάτων και σπανιότερα οι ανθρώπινες εµµηνοπαυσιακές γοναδοτροπίνες 
(hMG, human Menopausal Gonadotropins) (Schieve, 1990).  

Όλοι οι παραπάνω παράγοντες µπορεί να οδηγήσουν σε ακραία 
αποτελέσµατα που κυµαίνονται από παντελή απουσία ανάπτυξης ωοθυλακίων 
(Samartzi et al., 1995b; Amiridis et al., 2002), µέχρι και υπερβολική ανάπτυξη 
αυτών, γεγονός το οποίο τελικά µπορεί να επηρεάσει την ποιότητα των ωαρίων 
που συλλέγονται (Moor et al., 1985; Foote and Ellington, 1988) (Εικόνα 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 12. Ωοθήκες µετά από πρόκληση πολλαπλής ωοθυλακιορρηξίας (Αµοιρίδης) 

 

 



4.2.1.1. Ορµόνες που χρησιµοποιούνται στην ΠΠΩ 

 

Για την επίτευξη της πολλαπλής πρόκλησης ωοθυλακιορρηξίας 
χρησιµοποιούνται διάφορες ορµόνες µε κυριότερες από αυτές τις 
γοναδοτροπίνες.  

Οι γοναδοτροπίνες είναι ουσίες που παράγονται από την υπόφυση του 
εγκεφάλου µετά την 60η µε 80η µέρα της κύησης (Kennedy et al., 1974) και οι 
οποίες είναι υπεύθυνες, σε συνδυασµό µε τοπικούς παράγοντες, για την 
ανάπτυξη και την ωρίµαση των ωοθυλακίων (Σµοκοβίτης, 2004). Οι 
βιολογικές ιδιότητες των γοναδοτροπινών που χρησιµοποιούνται για πρόκληση 
πολλαπλής ωοθυλακιορρηξίας έχουν περιγραφεί λεπτοµερώς από τους Bindon 
et al. (1986). Η εξωγενώς χορηγούµενη γοναδοτροπίνη αλληλεπιδρά  µε τα 
κοκκώδη κύτταρα και µε τα κύτταρα θήκης των ωοθυλακίων που 
αναπτύσσονται, µεγέθους µεγαλύτερου των 2mm (van den Hurk and Zhao, 
2005), και κυρίως µε αυτά του κυρίαρχου ωοθυλάκιου. Το κυρίαρχο 
ωοθυλάκιο αξιοποιεί τις χαµηλές συγκεντρώσεις της FSH κατά την κατά 
κύµατα έκκριση της, λόγω της αυξηµένης συγκέντρωσης υποδοχέων FSH και 
του αυξηµένου αριθµού κοκκωδών κυττάρων (Hillier, 1994). Τα κυρίαρχα 
ωοθυλάκια (µπορεί να είναι περισσότερα του ενός), αναπτύσσονται, παράγουν 
και διοχετεύουν στη συστηµατική κυκλοφορία οιστραδιόλη και ανασταλτίνη, 
οι οποίες µειώνουν περαιτέρω τη συγκέντρωση της FSH σε βαθµό που η 
αξιοποίηση της από τα υποτελή να είναι αδύνατη (Clarke et al., 1986; Mann et 
al., 1992). 

Ωστόσο, υπάρχουν στοιχεία που αποδεικνύουν ότι η δράση της FSH 
µπορεί να είναι διαφορετικά διαµορφωµένη σε επίπεδο ωοθυλακίων, που 
συνεπάγεται διαφοροποιηµένη απάντηση σε σχέση µε την αναµενόµενη. 
Άλλωστε, η χορήγηση FSH, µπορεί να προκαλέσει συγκεκριµένες 
παρενέργειες (όπως αδυναµία επανέναρξης της µείωσης ή ολοκλήρωσης της 
ωρίµασης καταλήγοντας σε ωάρια που δεν µπορούν να γονιµοποιηθούν) πριν 
από την ωοθυλακιορρηξία, ως συνέπεια της ανεπαρκούς ωρίµασης του ωαρίου 
(Moor et al., 1985) ή αργότερα, κατά την πρώιµη εµβρυϊκή ανάπτυξη, ως 
αποτέλεσµα διαταραγµένου ορµονικού προφίλ (διαταραχή της µειωτικής 
διαίρεσης των ωαρίων τα οποία παρότι γονιµοποιούνται, παρουσιάζουν 
χρωµατοσωµικές ανωµαλίες οι οποίες διαταράσσουν τη βιωσιµότητα του 
εµβρύου) (Armstrong and Evans, 1983; Jabbour et al., 1991; Armstrong 
,2001). 

Τα βασικά πρωτόκολλα που χρησιµοποιούνται είναι η χορήγηση FSH και 
η χορήγηση της ορµόνης eCG η οποία όµως έχει δράση FSH και LH σε κάποιο 
βαθµό (Schieve, 1990). Ποικίλες στρατηγικές έχουν προταθεί για να 
βελτιστοποιηθεί η απόδοση σε µεταφέρσιµα έµβρυα από πρόβατα στα οποία 
έχει προκληθεί πολλαπλή ωοθυλακιορρηξία όπως η χορήγηση του αντι-eCG 



αντισώµατος έτσι ώστε να µην αναπτύσσονται αντισώµατα έναντι της 
ετερόλογης ορµόνης eCG (Bindon and Piper, 1977), η χορήγηση της 
ωοθυλακιοτρόπου ορµόνης (FSH) αντί της eCG έτσι ώστε να γίνεται χρήση 
οµόλογων ορµονών (Moor et al., 1984) και γιατί η FSH υπερτερεί της eCG 
στην παραγωγή βίωσιµων εµβρύων (Cognie, 1999), η χορήγηση µείγµατος των 
δύο αυτών γοναδοτροπινών (Ryan, 1991) µε ή χωρίς χορήγηση οιστραδιόλης 
(Kelly et al., 2005), η χορήγηση µίας µονής δόσης έναντι πολλαπλών 
εγχύσεων (Meinecke-Tillman et al., 1993; Dattena et al., 1994; Kelly et al., 
2005) και η χρησιµοποίηση της GnRH ή της αυξητικής ορµόνης σε αγωγές 
πρόκλησης πολλαπλής ωοθυλακιορρηξίας (Walker et al., 1986; Eckery et al., 
1994). Η αυξητική ορµόνη σε πρόβατα δείχνει να αυξάνει τον αριθµό των 
ωοθυλακίων µεγέθους 2-3mm (Gong et al., 1996), χωρίς όµως να υπάρχει 
σηµαντικά στατιστική διαφορά στο ποσοστό ωοθυλακιορρηξίας (Eckery et al., 
1994). Αξιοσηµείωτο είναι ότι η ιδανική δόση των γοναδοτροπινών για την 
πρόκληση πολλαπλής ωοθυλακιορρηξίας δεν έχει ακόµη προσδιορισθεί και ως 
εκ τούτου διερευνώνται διάφορα ορµονικά πρωτόκολλα.  

Η συστηµατική µελέτη της ενδοκρινολογίας της αναπαραγωγής έχει 
συµβάλλει στο σχεδιασµό νέων πρωτοκόλλων πρόκλησης πολλαπλής 
ωοθυλακιορρηξίας (ΠΠΩ). Τα ορµονικά πρωτόκολλα ανάπτυξης ωοθυλακίων 
που εφαρµόζονται σε αµνάδες βασίζονται σε αυτά που χρησιµοποιούνται σε 
ενήλικα ζώα και διαρκούν συνήθως 2 έως 4 ηµέρες. Έτσι έχει υιοθετηθεί η 
χρήση ενός ανταγωνιστή GnRH σε συνδυασµό µε τη χρήση προγεσταγόνων, 
για την καταστολή των ενδογενών γοναδοτροπινών και την αναστολή της 
ανάπτυξης των ωοθυλακίων πέραν των 1-2 χιλιοστών, ακολουθούµενη από 
χορήγηση εξωγενών γοναδοτροπινών για περισσότερες από 4 ηµέρες. Επίσης, 
µία προ-θεραπεία 2 εβδοµάδων µε έναν αγωνιστή GnRH, στην διάρκεια των 
οποίων τα µεγάλα ωοθυλάκια είτε ρήγνυνται είτε γίνονται ατρητικά, 
(Busereline, 40 µg / ηµέρα, ReceptalND-Intervet) (McNeilly and Fraser, 1987) 
ή 10 ηµερών µε έναν ανταγωνιστή GnRH, ο οποίος µειώνει την έκκριση της 
LH και αναστέλλει την ανάπτυξη των ωοθυλακίων, (Antarelix, 0,5 mg / ηµέρα, 
TeverelixND-Europeptides) (Brebion et al., 1992) καταστέλλει τα µεγάλα 
ωοθυλάκια, διπλασιάζει τον αριθµό των µικρών ωοθυλακίων, και βελτιώνει το 
ποσοστό της ευαισθησίας στην FSH κατά 50% (Cognie, 1999). 

Η συνήθης χρήση του σχήµατος των πολλαπλών δόσεων µε ανταγωνιστή 
GnRH σε προγράµµατα εµβρυοµεταφοράς σε πρόβατα της φυλής Lacaune στη 
Γαλλία είχε ως  αποτέλεσµα περισσότερα από 10 έµβρυα µεταβιβάσιµα και 
επτά αρνιά γεννηµένα ανά χειρισµό ανά δωρητή (Cognie, 1999). Η θεραπεία 
µε ανταγωνιστή GnRH έχει ξεπεράσει το πρόβληµα της µη ανταπόκρισης των 
θηλυκών (<5 ωοθυλακιορρηξίες). Ωστόσο, η διακύµανση των ποσοστών της 
ωοθυλακιορρηξίας εξακολουθεί να παραµένει σε υψηλά επίπεδα. Εφόσον τα 
αποτελέσµατα για τον ίδιο δότη είναι συγκρίσιµα, µε βάση το πρωτόκολλο 
αυτό (Pearson test: r = 0,75), η διακύµανση της ανταπόκρισης των δοτριών θα 



µπορούσε να αντανακλά τις διαφορές σε γενετικό επίπεδο στην ανταπόκριση 
στη θεραπεία για πρόκληση πολλαπλής ωοθυλακιορρηξίας (Cognie et al., 
2000). Όταν η χορήγηση της FSH δεν συνδυάζεται µε χορήγηση ανταγωνιστή 
GnRH προ της θεραπείας, το ποσοστό επαναληψιµότητας του ποσοστού της 
ωοθυλακιορρηξίας µεταξύ δύο διαδοχικών θεραπειών είναι µικρότερο: r = 0,55 
(Bari et al., 2001). Αυτό µπορεί να είναι συνέπεια του γεγονότος ότι χωρίς 
χρήση ανταγωνιστή GnRH έχουµε µια πολύ µεγάλη διακύµανση στο µέγεθος 
των ωοθυλακίων κατά την εκκίνηση της θεραπείας µε FSH, µε αποτέλεσµα να 
µην αξιοποιούν µε τον ίδιο τρόπο την ποσότητα της FSH όλα τα  ωοθυλάκια 
και έτσι να µην εξελίσσονται συγχρονισµένα. 

Χρόνια θεραπεία µε GnRH αγωνιστές αναστέλλει την εξαρτώµενη από 
την γοναδοτροπίνη ανάπτυξη των ωοθυλακίων µέσω της µείωσης της έκκρισης 
της LH από την υπόφυση (Campbell et al., 1995). Αυτή η παρατήρηση 
υποδηλώνει ότι η θεραπεία µε GnRH αγωνιστές, η οποία ακολουθείται από τη 
χορήγηση εξωγενούς γοναδοτροπίνης, µπορεί θεωρητικά να παραγάγει ένα 
ενιαίο στρώµα ωοθυλακίων που διατίθενται για ωοθυλακιορρηξία. Η θεωρία 
αυτή δεν έχει ακόµη αποδειχθεί στα πρόβατα, αλλά ελήφθησαν ενθαρρυντικά 
αποτελέσµατα σε ένα µικρής κλίµακας πείραµα, όπου ο αριθµός των εµβρύων 
που ήταν µεταβιβάσιµα αυξήθηκε σε προβατίνες έπειτα από θεραπεία µε 
GnRH αγωνιστές (Briois et al., 1992). 

Η µειωµένη ανάπτυξη των ωοθυλακίων έπειτα από µακροχρόνια θεραπεία 
µε GnRH αγωνιστές ή ανταγωνιστές πριν από τη χορήγηση γοναδοτροπίνης 
υψηλής καθαρότητας φαίνεται να είναι ένας πολύ υποσχόµενος τοµέας 
έρευνας για τη βελτίωση σε πρωτόκολλα πρόκλησης πολλαπλής 
ωοθυλακιορρηξίας. 

Υπό την επίδραση χορήγησης FSH δηµιουργείται µια ενιαία σε µέγεθος 
οµάδα ωοθυλακίων και εµφανίζεται οίστρος 20 µε 24 ώρες µετά την 
αποµάκρυνση του προγεσταγονούχου σπόγγου. 32-36 ώρες µετά την 
αποµάκρυνση του προγεσταγονούχου σπόγγου χορηγείται LH ή hCG iv (3 mg 
pLH), που επιτρέπει το συγχρονισµό της ωοθυλακιορρηξίας 20-28 ώρες 
αργότερα και αυξάνει τον αριθµό των ρηχθέντων ωοθυλακίων και τον αριθµό 
των µεταφέρσιµων εµβρύων (Cognie et al., 1986; D’Alesandro et al., 1997). 
Αυτό ακολουθείται από µία γονιµοποίηση 48-50 h µετά το τέλος της θεραπείας 
µε τα προγεσταγόνα.  

 Ωστόσο, οι αδυναµίες της πρόκλησης πολλαπλής ωοθυλακιορρηξίας, 
όπως τα ωοθυλάκια που δεν ρήγνυνται, η µειωµένη ικανότητα γονιµοποίησης 
και οι χαµηλοί συντελεστές ανάκτησης των εµβρύων (Naitana et al., 1992) 
παραµένουν σε µεγάλο βαθµό άλυτες. Αναµφίβολα, η ισορροπία µεταξύ 
ωοθυλακιοτρόπου  ορµόνης (FSH) και ωχρινοποιητικής ορµόνης (LH) ή η 
καθαρότητα των γοναδοτροπινών παίζει σηµαντικό ρόλο (Chupin et al., 1984). 
Η FSH σε σχέση µε την LH παίζει σηµαντικότερο ρόλο στην προεπιλογή των 
ωοθυλακίων (προεπιλογή των ωοθυλακίων των 2mm για το ποια από αυτά θα 



συνεχίσουν να αναπτύσσονται), ενώ η LH είναι απαραίτητη για την ωρίµαση 
των ωοθυλακίων µέχρι το προωοθυλακιορρηκτικό στάδιο (Webb et al., 1999). 

Η διαθεσιµότητα της ανασυνδυασµένης FSH (Looney et al., 1988), θα 
καταφέρει να µειώσει τις παρενέργειες που συνδέονται µε την καθαρότητα των 
εµπορικών σκευασµάτων. Ωστόσο, δεν θα πρέπει να αναµένονται ιδιαίτερες 
βελτιώσεις ακόµη και µετά από την παραγωγή και χρησιµοποίηση εξαιρετικά 
καθαρών σκευασµάτων ορµονών µέχρι ότου να είναι διαθέσιµα κατάλληλα 
συστήµατα για τον έλεγχο της ανάπτυξης των ωοθυλακίων.  

Στην πραγµατικότητα, λιγότερα ωάρια από ωοθήκες που προήλθαν από 
σφαγεία γονιµοποιήθηκαν επιτυχώς µετά από IVM / IVF σε σχέση µε ωάρια 
που προήλθαν από προβατίνες που έλαβαν χαµηλές δόσεις FSH πριν από τη 
σφαγή (Cheng, 1985). Το γεγονός αυτό επιβεβαιώθηκε και σε προβατίνες της 
ιταλικής γαλακτοπαραγωγικής φυλής Sarda: ωάρια που συλλέχθηκαν κατά τη 
σφαγή σε µη αναπαραγωγική περίοδο και υποβλήθηκαν σε in vitro τεχνικές 
είχαν πολύ χαµηλή ικανότητα ανάπτυξης. Η κατάσταση αυτή αντιστράφηκε 
µετά από την χορήγηση χαµηλών δόσεων FSH. Το θετικό αποτέλεσµα της 
πρώιµης χορήγησης FSH, µπορεί να ασκείται µε απευθείας διέγερση των 
ωοκυττάρων και των κυττάρων της θήκης, έµµεσα µέσω της τόνωσης της 
ανάπτυξης των ωοθυλακίων ή µε συνδυασµό και των δύο µεθόδων (Cognie et 
al., 1998). 

Έχει υποστηριχθεί ότι οι εξωγενείς γοναδοτροπίνες εκτός από την αύξηση 
του µεγέθους των ωοθυλακίων, βελτιώνουν και την ικανότητα ανάπτυξης των 
συλλεγόµενων ωαρίων (Pugh et al., 1991; Armstrong, 2001) προάγοντας την 
κυτταροπλασµατική τους ωρίµαση και καθιστώντας δυνατό τον έλεγχο του 
χρόνου ωρίµασης του πυρήνα τους. Κατ’ άλλους η ορµονική διέγερση δεν 
επηρεάζει την ικανότητα ανάπτυξης των ωοκυττάρων (Revel et al., 1995; 
Morton et al., 2005) ή ακόµη µπορεί να την επηρεάσει αρνητικά (Moor et al., 
1985; Foote and Ellington, 1988). 

 

4.2.3.  Συγχρονισµός δοτριών και δεκτριών 

 

Η πρόκληση πολλαπλής ωοθυλακιορρηξίας εφαρµόζεται πάντοτε σε 
περισσότερες της µιας προβατίνες. Εξαιτίας αυτού θα πρέπει οι οιστρικοί 
κύκλοι των ατόµων που δίδουν τα έµβρυα και των ατόµων που τα λαµβάνουν 
άµεσα να είναι αυστηρά συγχρονισµένοι καθώς σε περίπτωση ασύγχρονης 
µεταφοράς δεν µπορεί να εγκατασταθεί το έµβρυο (Walker et al., 1996). 

Η φυσιολογική βάση του συγχρονισµού των οίστρων είναι ο έλεγχος και η 
διατήρηση της ωχρινικής φάσης είτε µέσω της χορήγησης προγεστερόνης είτε 
µέσω της πρόκλησης ωχρινόλυσης µε την πρώιµη παλινδρόµηση του ωχρού 
σωµατίου και έτσι την απαρχή ενός νέου οιστρικού κύκλου (Wildeus et al., 



2000). Ο συγχρονισµός των οίστρων γενικά σε ένα κοπάδι µπορεί να 
επιτευχθεί είτε µε φυσικά µέσα όπως µε ‘επίδραση του κριού’ στις προβατίνες 
(Schinkel et al., 1954; Yildiz et al., 2003), είτε µε ορµονικούς χειρισµούς όπως 
η χρήση προγεστερόνης, η χρήση προσταγλανδίνης (PGF2α) σε συνδυασµό µε 
την χρήση της εκκριτικής ορµόνης των γοναδοτροπινών (GnRH) (Boscos et 
al., 2002). Μάλιστα, ο συνδυασµός της χρήσης PGF2a και GnRH δίνει πολύ 
καλά ποσοστά γεννηµένων αµνών είτε µετά από φυσική είτε µετά από τεχνητή 
γονιµοποίηση (Schmitt et al., 1996). Παρόλο που µε αυτή την τεχνική 
ελέγχεται σε µεγάλο βαθµό η ανάπτυξη των ωοθυλακίων και η 
ωοθυλακιορρηξία στα πρόβατα (Amiridis et al., 2005; Deligiannis et al., 2005) 
καθώς και σε ένηβες και άνηβες αγελάδες (Taponen et al., 2002) το υψηλό 
κόστος της περιορίζει την ευρεία εφαρµογή της.  

Όταν εφαρµόζουµε πρωτόκολλα πολλαπλής ωοθυλακιορρηξίας, συλλογής 
και µεταφοράς των εµβρύων η πιο κλασική τεχνική που χρησιµοποιείται είναι 
η χρήση προγεστερόνης. Η χορήγηση της προγεστερόνης µπορεί να γίνει µε 
χορήγηση φυσικής προγεστερόνης, µε την χρήση προγεσταγονούχων σπόγγων, 
µε την χρήση εµφυτευµάτων, µε την χορήγηση δια του στόµατος οξικής 
µελεγοιστρόλης (συνθετική προγεστερόνη) και µε την χρήση συσκευών 
ελεγχόµενης απελευθέρωσης προγεστερόνης (controlled internal drug release - 
CIDR) (Fukui et al., 1999). 

Όταν χρησιµοποιείται προγεσταγονούχος σπόγγος η χορήγηση του 
προγεσταγόνου -προγεστερόνης- γίνεται µέσω της εναπόθεσης ενός σπόγγου 
εµβαπτισµένου σε φυσική ή συνθετική προγεστερόνη -προγεσταγόνου-  
(methyl acetoxyprogesterone MAP - flurogestone acetate FGA) στον κόλπο 
των προβατινών για 10 µε 14 ηµέρες. Ο τύπος όµως της προγεστερόνης που 
χρησιµοποιείται επιδρά στην ώρα του επερχόµενου οίστρου και της 
προωοθυλακιορρηκτικής κορυφής της LH όπως επίσης και στο επίπεδο της 
προγεστερόνης που περιέχεται στον οργανισµό κατά την διάρκεια του 
επόµενου οιστρικού κύκλου (Menegatos et al., 2003). Την ηµέρα που 
αφαιρείται ο σπόγγος γίνεται µια ενδοµυική έγχυση ίππειας χοριονικής 
γοναδοτροπίνης (eCG) ή της ωοθυλακιοτρόπου ορµόνης (FSH) για την 
ανάπτυξη των ωοθυλακίων (Husein et al., 1998) και επέρχεται οίστρος 24 µε 
48 ώρες µετά την αφαίρεση του σπόγγου (Wildeus et al., 2000). Μάλιστα η 
χορήγηση της FSH φαίνεται να είναι πιο αποτελεσµατική κατά την αρχή της 
αναπαραγωγικής περιόδου ενώ κατά το µέσο αυτής δεν υπάρχει 
διαφοροποίηση µεταξύ της χρήσης FSH και eCG ως προς τον αριθµό των 
γεννηµένων αµνών (Boscos et al., 2002). 

Οι συσκευές ελεγχόµενης απελευθέρωσης προγεστερόνης περιέχουν ένα 
ελαστοµερές από προγεστερόνη και δηµιουργήθηκαν για πρώτη φορά στην 
Νέα Ζηλανδία. Ο οίστρος επέρχεται 24 ώρες µετά την αποµάκρυνση της 
συσκευής και είναι έτσι πιο εντοπισµένος χρονικά σε σχέση µε την χρήση 



προγεστερόνης αν και δεν διαφέρουν τα ποσοστά σύλληψης και γεννηθέντων 
αµνών (Ritar et al., 1990) 

Το πρωτόκολλο της χρησιµοποίησης της προσταγλανδίνης βασίζεται στην 
ικανότητα της PGF2α να προκαλεί παλινδρόµηση του ωχρού σωµατίου. Την 
ίδια δράση ασκεί και το ανάλογο της PGF2α  η κλοπροστενόλη. Επειδή δεν 
είναι κατάλληλα όλα τα στάδια του οιστρικού κύκλου για δράση της PGF2α 

καλό είναι να γίνονται δύο εγχύσεις µε διάστηµα 11 ηµερών µεταξύ τους. Τα 
ποσοστά συγχρονισµού είναι αρκετά καλά αλλά βελτιώνονται ακόµη 
περισσότερο όταν συνδυάζονται µε έγχυση eCG 24 ώρες µετά την δεύτερη 
δόση της αγωγής (Zamiri and Hosseini, 1998). 

 

4.2.4.  Συλλογή εµβρύων 

 

Τα έµβρυα των προβατινών συνηθιζόταν να ανακτώνται χειρουργικά µε τη 
µέθοδο που προτάθηκε αρχικά από τους Hunter et al., 1955. Εν συντοµία, η 
µήτρα και το κέρας αποκαλύπτονται µετά από λαπαροτοµή και τα κέρατα της 
µήτρας εκπλένονται µε καθετήρες τύπου Folley. To υπόστρωµα έκπλυσης 
παρασκευάζεται από PBS, γλυκόζη, χλωριούχα και φωσφορικά άλατα και 
αντιβιοτικές ουσίες. Το pH του διαλύµατος είναι 7,2 και µπορεί να συντηρηθεί 
στους 4οC, έως 30 ηµέρες (Βαλάση, 2006). Το υπόστρωµα έκπλυσης 
χρησιµοποιείται σε κατάλληλη θερµοκρασία, παρόµοια µε την θερµοκρασία 
σώµατος των ζώων (37-38οC).  Σύµφωνα µε τροποποιηµένη τεχνική που 
προτείνεται από τους Tervit et al., 1976 διενεργείται µια πολύ µικρή τοµή στη 
λευκή γραµµή προσθίως της έκφυσης του µαστού για τη µερική έκθεση των 
κεράτων της µήτρας. Με την εφαρµογή των λαπαροτοµικών µεθόδων 
επιτεύχθηκαν ποσοστά συλλογής µεγαλύτερα του 70% (Tervit et al., 1976; 
Σαµαρτζή, 1993). Σε πρόβατα της φυλής Χίου έχουν αναφερθεί ποσοστά 
συλλογής από 30,9% έως και 85,8% ανάλογα µε το σχήµα και τη δόση της 
ορµόνης που χρησιµοποιήθηκε για την πρόκληση πολλαπλής 
ωοθηλακιορρηξίας (Samartzi et al., 1995a,b). Οι λαπαροτοµικές µέθοδοι έχουν 
σχεδόν πάντα ως αποτέλεσµα τη δηµιουργία µετεγχειρητικών συµφύσεων που 
συνήθως δηµιουργούνται στην ωοθήκη, τους ωαγωγούς, τη µήτρα, το µείζον 
επίπλουν και το κοιλιακό τοίχωµα, και καθιστούν εξαιρετικά δύσκολη την 
επαναλληπτική συλλογή εµβρύων από το ίδιο ζώο, επηρεάζοντας δυσµενώς τη 
µελλοντική του γονιµότητα (Tervit et al., 1976). 

Λαπαροσκοπικές τεχνικές, που αναπτύχθηκαν  αργότερα, για την 
ανάκτηση του εµβρύου, µείωσαν τις χειρουργικές  επιπλοκές (McKelvey et al., 
1986). Αν και αυτό επέτρεψε επανειληµµένες συλλογές από τα ίδια ζώα, η 
µέση απόδοση σε έµβρυα ανά συλλογή είναι συνήθως χαµηλότερη σε 
σύγκριση µε αυτήν µετά από χειρουργική συλλογή (Scudamore et al., 1991). Η 
συλλογή των εµβρύων γίνεται την έκτη µέρα µετά τη σπερµατέγχυση. Κατά 



την λαπαροσκοπική συλλογή ωαρίων οι δότριες ωαρίων παραµένουν χωρίς 
τροφή και νερό για 24 και 12 ώρες, αντίστοιχα. Πριν την λήψη γίνεται 
αναισθητοποίηση των δοτριών. Τα ζώα συγκρατούνται σε ύπτια θέση και υπό 
γωνία περίπου 45ο. Στη συνέχεια, γίνονται τρείς τοµές (1 cm) του δέρµατος σε 
θέση 7 και 10cm αριστερά της µέσης κοιλιακής γραµµής και 7 cm δεξιά της 
µέσης γραµµής και σε απόσταση 10 έως 12 cm από την πρόσφυση του µαστού 
στο κοιλιακό τοίχωµα. Στις αριστερές τοµές εισάγονται τα τροκάρ του 
ενδοσκοπίου και της λαβίδας συγκράτησης. Μετά την εισαγωγή του 
ενδοσκοπίου και για τη διευκόλυνση των χειρισµών και την αποφυγή 
τραυµατισµών γίνεται έµφυση CO2 στην κοιλιακή κοιλότητα µε συσκευή 
πνευµοπεριτοναίου, υπό ελεγχόµενη πίεση. Ακολουθεί καταµέτρηση των 
ωχρών σωµατίων και των ωοθυλακίων κάθε ωοθήκης και εισαγωγή του 
τροκάρ του διόδου καθετήρα έκπλυσης από την τοµή της δεξιάς πλευράς. 
Κατά τη λαπαροσκοπική παρατήρηση των ωοθηκών γίνεται καταγραφή του 
αριθµού και της διαµέτρου των εµφανών ωοθυλακίων έτσι ώστε τα ωοθυλάκια 
µε διάµετρο >2mm µα χαρακτηρίζονται ως µεγάλα ενώ εκείνα µε διάµετρο 
<2mm ως µικρά. Η σταθεροποίηση των κεράτων της µήτρας γίνεται µε 
τοποθέτηση ατραυµατικής λαβίδας συγκράτησης σε θέση πλησίον του 
διχασµού των κεράτων. Αµέσως µετά την εισαγωγή του τροκάρ 
αποµακρύνεται το στέλεχός του και εισάγεται ο καθετήρας έκπλυσης µε τρόπο 
ώστε ο αεροθάλαµος να βρίσκεται τοποθετηµένος µεταξύ του µέσου και 
πρώτου τρίτου του κέρατος. Ανάλογα µε τη θέση του αεροθαλάµου, τη 
διάµετρο του αυλού και τη σύσταση του κέρατος, ο καθετήρας 
σταθεροποιείται µε εµφύσηση αέρα, ώστε να επιτευχθεί πλήρης απόφραξη του 
αυλού του κέρατος και απελευθερώνεται η λαβίδα συγκράτησης. Εισάγεται ο 
εύκαµπτος φλεβοκαθετήρας έγχυσης του υποστρώµατος έκπλυσης και 
ακολουθεί η έκπλυση του κέρατος µε 60-80 ml υποστρώµατος έκπλυσης, το 
οποίο συλλεγόταν µέσω του διόδου καθετήρα έκπλυσης σε τρυβλία Petri. Η 
ίδια τεχνική επαναλαµβάνεται για την έκπλυση και του άλλου κέρατος. Μετά 
την ολοκλήρωση της έκπλυσης το CO2 αποµακρύνεται δια µέσου του τροκάρ 
του ενδοσκοπίου µε άσκηση πίεσης στα κοιλιακά τοιχώµατα. Η ανεύρεση και 
η εκτίµηση της ποιότητας των εµβρύων γίνεται υπό παρατήρηση στα κοιλιακά 
τοιχώµατα. Το υπόστρωµα έκπλυσης περιέχει PBS, γλυκόζη, χλωριούχα και 
φωσφορικά άλατα και αντιβιοτικά. Το pH του διαλύµατος είναι 7,2 και µπορεί 
να συντηρηθεί στους 4οC, έως 30 ηµέρες. (Αµοιρίδης et al., 1998) (Εικόνα 13). 

 



 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

            Εικόνα 13. Εργαλεία για την συλλογή εµβρύων (Αµοιρίδης) 

 

Έγιναν προσπάθειες και για συλλογή εµβρύων µέσω διατραχηλικής 
έκπλυσης της µήτρας µε τη χρησιµοποίηση ενισχυµένου καθετήρα τύπου 
Folley, βελόνας µε αµβλύ άκρο ή βελόνας τύπου Verres. Τα ποσοστά 
συλλογής που επιτεύχθηκαν κυµάνθηκαν από 62% έως 85% (Coonrod et al., 
1986). Ωστόσο, ανάλογα µε τη µέθοδο που χρησιµοποιήθηκε, µόνο στο 25% 
έως 53% των περιπτώσεων ήταν δυνατή η δίοδος του µέσου έκπλυσης στη 
µήτρα και κατά συνέπεια τα πραγµατικά ποσοστά συλλογής δεν ξεπέρασαν 
στην καλύτερη περίπτωση το 21%. Σε πειραµατισµό όπου εφαρµόστηκε για τη 
διαστολή του τραχήλου µέθοδος που περιελάµβανε δύο ενδοτραχηλικές 
εγχύσεις προσταγλανδίνης Ε2 σε διάστηµα 9 ωρών και µια ενδοµυϊκή 
χορήγηση οιστρογόνων ταυτόχρονα µε την πρώτη έγχυση προσταγλανδίνης, η 
δίοδος του καθετήρα στη µήτρα ήταν δυνατή µόνο στο 46% των ενήλικων 
ζώων και στο 5% των αµνάδων. Το ποσοστό συλλογής εµβρύων ήταν 60% 
(Mylne et al., 1992). Παρότι λοιπόν επιτεύχθηκε επιτυχώς η διατραχηλική 
συλλογή εµβρύων και από άλλους ερευνητές (Barry et al., 1990), η τεχνική δε 
θεωρείται αξιόπιστη εξαιτίας της ανατοµικής ιδιαιτερότητας του τραχήλου της 
προβατίνας. 

Όταν η συλλογή γίνεται, 6-7 ηµέρες µετά την πρόκληση του οίστρου, τα 
έµβρυα είναι συνήθως στο στάδιο της βλαστοκύστης και µεταφέρονται 
αµέσως, µε λαπαροτοµή ή λαπαροσκόπηση (McKelvey et al., 1986), σε 
κατάλληλα συγχρονισµένους δέκτες ή είναι δυνατό να καταψυχθούν για 
µεταφορά στο απώτερο µέλλον. Η ανάπτυξη των άµεσα µεταφέρσιµων 
εµβρύων συµβαίνει σε ποσοστό περίπου 70%, µε διαφορές ανάλογα µε την 
φυλή (Gordon, 1997). 



4.3.  IN VITRO ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΕΜΒΡΥΩΝ 
 
 

Η in vitro  παραγωγή εµβρύων αναπτύχθηκε µε σκοπό την παραγωγή 
µεγάλου αριθµού εµβρύων που φυσιολογικά δεν θα µπορούσαν να παραχθούν 
από ένα και µόνο άτοµο. Επιπρόσθετα, η in vitro παραγωγή εµβρύων µπορεί 
να αξιοποιήσει το γενετικό υλικό από τα ανήλικα άτοµα του πληθυσµού, 
µειώνοντας έτσι την απόσταση µεταξύ των γενεών, καθώς και από υψηλής 
γενετικής αξίας άτοµα τα οποία οδηγούνται στο σφαγείο έτσι ώστε να µην 
χάνεται πολύτιµο γενετικό υλικό. 

Η in vitro παραγωγή εµβρύων µας δίνει την δυνατότητα να µελετήσουµε 
τις συνθήκες και τους παράγοντες που επενεργούν κατά την δηµιουργία των 
εµβρύων καθώς και την δυνατότητα να επέµβουµε στις συνθήκες αυτές µε 
σκοπό την έρευνα και την παραγωγή επιθυµητών φαινοτύπων (Εικόνα 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Εικόνα 14. Σχηµατική απεικόνιση της in vitro παραγωγής εµβρύων (Αµοιρίδης) 

 



4.3.2.  Συλλογή ωαρίων 

 

Οι Snyder and Nellor (1975) περιέγραψαν για πρώτη φορά την µέθοδο της 
λαπαροσκοπικής ανάκτησης ωοκυττάρων προβάτων, πέρασαν όµως αρκετά 
χρόνια έως ότου βελτιωθεί αυτή η τεχνολογία από πλευράς ποσοστού 
ανάκτησης και ποιότητας των αναρροφηθέντων ωοκυττάρων (Tervit et al., 
1995) (Εικόνα 15).  

Η αναρρόφηση ωοθυλακίων και η συλλογή των ωαρίων µπορεί να γίνει 
είτε λαπαροσκοπικά και λαπαροτοµικά από ζώα αναισθητοποιηµένα είτε από 
ωοθήκες που προέρχονται από το σφαγείο. 

Κατά την λαπαροσκοπική συλλογή ωαρίων οι δότριες ωαρίων παραµένουν 
χωρίς τροφή και νερό για 24 και 12 ώρες, αντίστοιχα. Πριν την λήψη γίνεται 
αναισθητοποίηση των δοτριών. Στη συνέχεια, γίνονται δύο τοµές (1 cm) του 
δέρµατος σε θέση 3 έως 4cm δεξιά και αριστερά της µέσης κοιλιακής γραµµής 
και 4 έως 5cm κεφαλικά της βάσης του µαστού. Στην αριστερή τοµή εισάγεται 
το τροκάρ, διαµέσου του οποίου εισάγεται το λαπαροσκόπιο. Στη δεξιά τοµή 
εισάγεται δεύτερο τροκάρ για την είσοδο της λαβίδας συγκράτησης. Για τη 
διευκόλυνση των χειρισµών και την αποφυγή τραυµατισµών γίνεται έµφυση 
CO2 στην κοιλιακή κοιλότητα µε συσκευή πνευµοπεριτοναίου, υπό ελεγχόµενη 
πίεση, που συνδέεται µε το τροκάρ ενδοσκοπίου. Η σταθεροποίηση των 
ωοθηκών γίνεται µε τοποθέτηση ατραυµατικής λαβίδας συγκράτησης στο 
σηµείο του ίδιου συνδέσµου της ωοθήκης. 

Κατά τη λαπαροσκοπική παρατήρηση των ωοθηκών γίνεται καταγραφή 
του αριθµού και της διαµέτρου των εµφανών ωοθυλακίων έτσι ώστε τα 
ωοθυλάκια µε διάµετρο >2mm χαρακτηρίζονται ως µεγάλα ενώ εκείνα µε 
διάµετρο <2mm ως µικρά. Η αναρρόφηση του περιεχοµένου των ωοοθυλακίων 
γίνεται µε τη βοήθεια αντλίας υποπίεσης. Η δηµιουργία κενού επιτυγχάνεται 
σε δοκιµαστικό σωλήνα ο οποίος συνδέεται µε την αντλία. Στον ίδιο 
δοκιµαστικό σωλήνα προσαρµόζεται ελαστικός σωλήνας αναρρόφησης, που 
είναι συνδεδεµένος στο άλλο άκρο του µε τη βελόνα αναρρόφησης. Οι 
δοκιµαστικοί σωλήνες περιέχουν 2ml υποστρώµατος έκπλυσης και 
διατηρούνται σε υδατόλουτρο 37οC µέχρι τη χρησιµοποίηση τους. Το 
υπόστρωµα έκπλυσης περιέχει PBS, γλυκόζη, χλωριούχα και φωσφορικά 
άλατα και αντιβιοτικά. Το pH του διαλύµατος είναι 7,2 και µπορεί να 
συντηρηθεί στους 4οC, έως 30 ηµέρες. Για την αποφυγή δηµιουργίας 
συµφύσεων, µετά την ολοκλήρωση της αναρρόφησης των ωοθυλακίων, οι 
ωοθήκες ξεπλένονται µε φυσιολογικό ορό. Μετά το πέρας της αναρρόφησης 
των ωοθυλακίων κάθε ζώου ο σωλήνας αναρρόφησης ξεπλένεται µε 2ml 
υποστρώµατος έκπλυσης. Οι δοκιµαστικοί σωλήνες µε το περιεχόµενο 
ωοθυλακικό υγρό τοποθετούνται σε υδατόλουτρο 37οC µέχρι να αρχίσει η 



διαδικασία της αναζήτησης και αξιολόγησης των ωαρίων η οποία πρέπει να 
ξεκινήσει µέσα σε δύο ώρες από την αναρρόφηση των ωοθυλακίων. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                 Εικόνα 15. Καλής ποιότητας ωοκύτταρο (Αµοιρίδης) 

 

Για την αναρρόφηση των ωαρίων από ωοθήκες που προέρχονται από το 
σφαγείο είναι καλό να χρησιµοποιούνται ωοθήκες που προέρχονται από 
σφαγείο κοντινό στο εργαστήριο, έτσι ώστε το διάστηµα µεταξύ σφαγής και 
λήψης των ωαρίων από τις ωοθήκες να είναι σύντοµο. Αµέσως µετά την 
προσκόµιση των γεννητικών συστηµάτων των προβατινών, ή συνηθέστερα των 
αµνάδων, στο εργαστήριο, γίνεται καταµέτρηση του αριθµού και της 
διαµέτρου των ορατών ωοθυλακίων (µεγάλα ωοθυλάκια >2mm, µικρά 
ωοθυλάκια <2mm). Πριν από την έναρξη της συλλογής των ωαρίων οι 
ωοθήκες υπόκεινται σε τρείς διαδοχικές πλύσεις µε υπόστρωµα έκπλυσης για 
τη µείωση του εξωτερικού µικροβιακού φορτιού τους. Το υπόστρωµα 
έκπλυσης περιέχει PBS, γλυκόζη, χλωριούχα και φωσφορικά άλατα και 
αντιβιοτικά. Το pH του διαλύµατος είναι 7,2 και µπορεί να συντηρηθεί στους 
4οC, έως 30 ηµέρες. Η αναρρόφηση των ωοθυλακίων από τις πτωµατικές 
ωοθήκες διενεργείται µε βελόνες µικρού διαµετρήµατος (Βαλάση., 2006). 

 

 

 

 



4.3.2.1.  Χρησιµοποίηση άνηβων και ένηβων δοτριών 

 

Η παραγωγή εµβρύων από αµνάδες αναµένεται να αυξήσει τη γενετική 
πρόοδο µέσω της µείωσης του διαστήµατος µεταξύ των γενεών (Nicholas, 
1996; Armstrong et al., 1997). Αυτό µπορεί να γίνει εφαρµόζοντας την in vitro 
παραγωγή και µεταφορά εµβρύων από άνηβες προβατίνες (Juvenile In vitro 
Embryo Transfer, JIVET). Η τεχνική αυτή συνίσταται στην χρησιµοποίηση 
ωοκυττάρων που προέρχονται από άνηβες προβατίνες και την µεταφορά των 
εµβρύων ,που προκύπτουν από in vitro παραγωγή, σε ώριµα θηλυκά και εν 
τέλει την παραγωγή αµνών. Χρησιµοποιώντας πολύ νεαρά ζώα ηλικίας 3-4 
εβδοµάδων µειώνεται ακόµη περισσότερο το διάστηµα µεταξύ των γενεών σε 
6 µήνες, ενώ φυσιολογικά θα ήταν τουλάχιστον 12 µήνες, και είναι δυνατόν να 
υπάρξει ακόµη µεγαλύτερο κέρδος µέσω του συνδυασµού µε την τεχνική της 
πολλαπλής πρόκλησης ωοθυλακιορρηξίας. Επίσης, αυξάνεται και η γενετική 
αξία των απογόνων αν συνδυαστεί η τεχνική λήψης ωαρίων από άνηβες 
αµνάδες µε την τεχνική της χρήσης σπέρµατος καθορισµένου φύλου, κάτι που 
έχει πολλαπλά συγκριτικά πλεονεκτήµατα στην καθηµερινή πρακτική (van der 
Werf, 2005).  

Σε µελέτες όπου αναφέρεται η αναπτυξιακή ικανότητα των ωοκυττάρων 
των αµνάδων διαπιστώνεται ότι αν και η πυρηνική ωρίµαση υπάρχει σε 
παρόµοιο ποσοστό για ωοκύτταρα τόσο από ενήλικες όσο και από άνηβες 
προβατίνες, η φυσιολογική γονιµοποίηση και ανάπτυξη δεν  ακολουθούν τον 
ίδιο ρυθµό. Αυτό µπορεί να αποδοθεί σε µεγάλο βαθµό στην ανώµαλη 
κυτταροπλασµατική  ωρίµαση (Ledda et al., 1997; O’Brien et al., 1997a, b). 
Στην πραγµατικότητα, αναφέρθηκε µειωµένος  µεταβολισµός της γλουταµίνης 
σε ωοκύτταρα αµνάδων, ανεξάρτητα µε το αν ωριµάσουν σε in vivo ή in vitro 
συνθήκες, καθώς και υψηλότερο ποσοστό πολυσπερµικών γονιµοποιήσεων 
(O’Brien et al., 1996). Ωστόσο, έπειτα από παρατηρήσεις σε διάφορες οµάδες 
(Armstrong et al., 1994), ο ρυθµός παραγωγής αµνών in vitro από 
βλαστοκύστες από αµνάδες ήταν παρόµοιος µε εκείνο που ισχύει για τα 
έµβρυα που  προέρχονται από ενήλικες δότριες.  

Η αναρρόφηση των ωοθυλακίων σε αµνάδες µετά από λαπαροτοµή 
(Tervit, 1996; Kelly et al., 2005) ή µε λαπαροσκοπικές τεχνικές , οι οποίες 
γενικώς θεωρούνται περισσότερο ενδεδειγµένες µέθοδοι στα µικρά 
µηρυκαστικά (McKelvey et al., 1986; Αµοιρίδης et al., 1998), µπορεί να 
διενεργηθεί από την ηλικία των 4 έως 5 εβδοµάδων. Σε αυτή την ηλικία τα 
συλλεγόµενα ωάρια µπορούν να ωριµάσουν και να γονιµοποιηθούν in vitro 
(Ledda et al., 1997; Ptak et al., 1999). Ενδιαφέρον παρουσιάζει το εύρηµα ότι 
από αµνάδες ηλικίας 4 έως 5 εβδοµάδων συλλέγονται περισσότερα ωάρια (30 
έως 40 ωάρια/ωοθήκη) από ότι από προβατίνες (5 έως 12 ωάρια/ωοθήκη) 
(Ledda et al., 1997).  



Στις αµνάδες η ανάπτυξη των ωοθυλακίων δεν ακολουθεί το κυµατοειδές 
πρότυπο (Bartlewski et al., 2006) το οποίο ακολουθείται σε προβατίνες (Noel 
et al., 1993; Evans, 2003). Ο πληθυσµός και η διάµετρος των ωοθυλακίων των 
αµνάδων ποικίλλει και εξαρτάται κυρίως από την ηλικία, τη φυλή, το δείκτη 
ωοθυλακιορρηξίας και πολυδυµίας (Land, 1970; Bartlewski et al., 2006). Ο 
αριθµός γρααφιανών ωοθυλακίων στις ωοθήκες αµνάδων ηλικίας 12 
εβδοµάδων είναι µεγαλύτερος σε σχέση µε αυτόν των προβατινών της ίδιας 
φυλής (Sonjaya and Driancourt, 1989). Ακολουθώντας το πρότυπο της 
ωοθυλακιογένεσης των αµνάδων σε διάφορες ηλικίες, η ανάπτυξη των 
ωοθυλακίων µετά από ορµονική αγωγή είναι µεγάλη κατά τον 1ο µήνα της 
ζωής και στη συνέχεια µειώνεται (Ptak et al., 2003), παρουσιάζοντας µια µικρή 
αύξηση µετά τον 5ο µήνα (Ptak et al., 1999). Οι αµνάδες ηλικίας 3 και 4 µηνών 
παρουσιάζουν φτωχή ανάπτυξη ωοθυλακίων και ωάρια που δεν ωριµάζουν in 
vitro αλλά, µπορούν να βελτιώσουν την ικανότητα ωρίµασης των ωαρίων που 
συλλέγονται αν έχει διενεργηθεί αναρρόφηση ωοθυλακίων σε νεαρότερη 
ηλικία (Valasi et al., 2007b). Ωστόσο, ο συνολικός αριθµός των ωαρίων που 
συλλέγονται από άνηβα ζώα είναι µεγαλύτερος από αυτό των ενηλίκων (Ptak 
et al., 1999; Baldassarre and Karatzas, 2004). Ενώ, µε την πάροδο της ηλικίας 
µειώνεται η ικανότητα ανταπόκρισης των ωοθηκών και το ποσοστό συλλογής 
ωαρίων (Ptak et al., 2003), η ικανότητα ανάπτυξης in vitro των συλλεγόµενων 
ωαρίων στις αµνάδες αυξάνεται (Morton et al., 2005). Άλλωστε, η 
προσαρµογή της δόσης της χορηγούµενης FSH στο σωµατικό βάρος των 
αµνάδων οδηγεί σε αύξηση του αριθµού των ωαρίων που µπορούν να 
συλλεχθούν και τα οποία είναι κατάλληλα για in vitro ωρίµαση και 
γονιµοποίηση (Valasi et al., 2007b). 

Η ανταπόκριση των ωοθηκών στην ορµονική διέγερση φαίνεται να 
επηρεάζεται και από τη φυλή σε συνδυασµό µε την ηλικία. Αµνάδες φυλών 
που χαρακτηρίζονται από υψηλό δείκτη πολυδυµίας παρουσιάζουν 
καθυστερηµένη ανταπόκριση σε σχέση µε αυτές που ανήκουν σε φυλές µε 
χαµηλό δείκτη (Tassell et al., 1983; Sonjaya and Driancourt, 1987). 
Ανεξάρτητα από την ηλικία της δότριας ωαρίων, η ωρίµαση των ωαρίων 
αποτελεί τον κύριο περιοριστικό παράγοντα στην in vitro παραγωγή εµβρύων 
(Mermillod et al., 1999).  

Η συχνότητα µε την οποία είναι δυνατό να πραγµατοποιηθεί αναρρόφηση 
ωοθυλακίων από αµνάδες δεν έχει µελετηθεί επαρκώς. Μέχρι στιγµής έχει 
αναφερθεί αναρρόφηση µια φορά σε αµνάδες διαφόρων ηλικιών (Earl et al., 
1995), µια φορά σε ηλικία 4 έως 5 εβδοµάδων (Ptak et al., 1999), έξι φορές 
κάθε 14 ηµέρες αρχίζοντας από την ηλικία των 8 έως 9 εβδοµάδων (Anel et al., 
1997) ή 3 έως 5 φορές ξεκινώντας από την ηλικία των 4 εβδοµάδων (Ptak et 
al., 2003). Με βάση τα κατάλληλα πρωτόκολλα  διέγερσης ωοθυλακίων 
αµνάδων 6-8-εβδοµάδων, προκύπτουν µέχρι δέκα εγκυµοσύνες ανά δότρια ανά 
IVF  (Earl et al., 1995; Armstrong et al., 1997). 



Ως επιτυχηµένο πρωτόκολλο συλλογής ωαρίων από άνηβα ζώα, µε βάση 
τις σύγχρονες τάσεις για τη διαχείριση των αγροτικών ζώων, θεωρείται αυτό 
που αφενός αποδίδει καλά ποσοστά εξωσωµατικής παραγωγής εµβρύων και 
αφετέρου δεν επηρεάζει τη φυσιολογική αναπαραγωγική ικανότητα και την 
ευζωία των δοτριών. Μετά από πειράµατα βρέθηκε ότι η ορµονική διέγερση 
των ωοθηκών και η αναρρόφηση των ωοθυλακίων σε αµνάδες Καραγκούνικης 
φυλής ανεξαρτήτως ηλικίας δεν επηρεάζει τη σωµατική ανάπτυξη, το χρόνο 
ενήβωσης και την αναπαραγωγική ικανότητα τους ακόµη και στην περίπτωση 
που η αγωγή διενεργείται κατ’ επανάληψη (Valasi et al., 2006; Valasi et al., 
2009). Επίσης, µέσα στα πλαίσια της ευζωίας επιβάλλεται κάθε πειραµατισµός 
να χρησιµοποιεί τον ελάχιστο αριθµό ζώων και τα ζώα να υφίστανται την 
ελάχιστη δυνατή καταπόνηση. Είναι γνωστό ότι κατά την ορµονική αγωγή για 
πρόκληση πολλαπλής ωοθυλακιορρηξίας επενεργούν διάφοροι παράγοντες 
(γενετικό υπόβαθρο, ορµονική αγωγή) (Ptak et al., 2003) οι οποίοι µπορεί να 
οδηγήσουν σε ακραία αποτελέσµατα που ποικίλουν, από παντελή απουσία 
ανάπτυξης ωοθυλακίων (Samartzi et al., 1995b; Amiridis et al., 2002) µέχρι 
και υπερβολική ανάπτυξη αυτών, γεγονός το οποίο µπορεί τελικά να επηρεάσει 
την ποιότητα των ωαρίων που συλλέγονται (Moor et al., 1985; Foote and 
Ellington, 1988). Με σκοπό την αναγνώριση του βαθµού ανταπόκρισης των 
αµνάδων-δοτριών ωαρίων αποδείχθηκε ότι ο προσδιορισµός της 
συγκέντρωσης της οιστραδιόλης-17β, η οποία αποτελεί δείκτη ‘υγείας’ των 
ωοθυλακίων (Campbell et al., 1995), στον ορό του αίµατος 12 ώρες πριν τη 
διενέργεια της αναρρόφησης ωοθυλακίων µπορεί να χρησιµοποιηθεί ως 
κριτήριο πρόβλεψης της ανταπόκρισης των αµνάδων στην ορµονική διέγερση, 
εφόσον έτσι είναι εφικτή η απόλυτη πρόβλεψη των ζώων που θα εµφανίσουν 
µέτρια ή καµία ανάπτυξη ωοθυλακίων. Άλλωστε, µελετώντας τη διακύµανση 
της συγκέντρωσης της οιστραδιόλης-17β κατά τη διάρκεια της ορµονικής 
αγωγής οι αµνάδες που δεν πρόκειται να ανταποκριθούν σε αυτή µπορούν να 
εντοπισθούν και να αποµακρυνθούν από τον πειραµατισµό 12 ώρες µετά την 
πρώτη χορήγηση FSH (Valasi et al., 2007a). 

 

4.3.3.  In vitro ωρίµαση των ωαρίων 

 

Το σχετικά χαµηλό επίπεδο απόδοσης σε έµβρυα, που επιτεύχθηκε µετά 
την in vitro  ωρίµαση ωαρίων (IVM), σε σύγκριση µε εκείνα που παράγονται 
in vivo, είναι σχεδόν βέβαιο ότι σχετίζονται µε την ποιότητα των ωαρίων κατά 
την έναρξη της in vitro ωρίµασης των ωαρίων. Ωστόσο, δεδοµένης της 
ανοµοιογένειας των ανώριµων ωαρίων που χρησιµοποιούνται για την in vitro 
παραγωγή ωαρίων, η ωρίµαση ωαρίων µπορεί να επηρεαστεί από τα συστατικά 
που περιέχονται στα µέσα καλλιέργειας και από τις συνθήκες καλλιέργειας που 
χρησιµοποιούνται στην in vitro ωρίµαση των ωαρίων (Mermillod et al., 1999) 
(Εικόνα 16).  



 

 

 

 

 

 

 

     Εικόνα 16. In vitro ωρίµαση-Ωάρια µε κοκκώδη στιβάδα (Καλογιάννης) 

 

 Η in vitro ωρίµαση ωαρίων συνήθως αφορά την επιλογή ωαρίων από 
ωοθυλάκια µεγέθους τουλάχιστον µεγαλύτερου των 2mm και την ωρίµαση των 
ωαρίων τους σε σταγονίδια σε τρυβλία Petri για περίπου 24 ώρες σε 38,5-39 
°C (Crozet, 1991) σε θάλαµο µε 5% Ο2-5%CO2. Το µέγεθος των ωοθυλακίων 
από τα οποία προέρχονται τα ωάρια έχει µεγάλη σηµασία καθώς ωάρια από 
ωοθυλάκια µικρού µεγέθους αποδίδουν µικρότερο ποσοστό βλαστοκύστεων σε 
σχέση µε αυτά που προέρχονται από µεγάλα ωοθυλάκια (Cognie et al., 1986). 
Η δεύτερη µειωτική διαίρεση προκύπτει αυθόρµητα κατά την διάρκεια της 
ωρίµασης των ωαρίων (Edwards, 1965). Έχοντας όµως ήδη προσθέσει  
γοναδοτροπίνες, αυξάνεται ο αριθµός των ωαρίων που µπαίνουν στη µετάφαση 
ΙΙ (Mll), αν και δεν αυξάνεται το τελικό ποσοστό ώριµων ωαρίων (Galli and 
Moor, 1991). Άλλωστε, η προωοθυλακιορρηκτική κορυφή της LH κατά το 
τέλος του οιστρικού κύκλου σχετίζεται άµεσα µε την αναπτυξιακή ικανότητα 
των ωαρίων που υφίστανται in vitro ωρίµαση (Oussaid et al., 1997).  

 Η ωρίµαση συνήθως επιτελείται µέσα σε υπόστρωµα 
κυτταροκαλλιέργειας (Moor et al., 1983). Το µέσο καλλιέργειας συχνά 
συµπληρώνεται µε FSH, LH, οιστραδιόλη, και 10% ορό εµβρύου µόσχου 
(FCS), συνθήκες προσαρµοσµένες στην ωρίµαση των ωαρίων µέσα στα 
ωοθυλάκια τους (Moor and Trounson, 1977). Για IVM ωαρίων προβάτων 
χρησιµοποιείται και  ωοθυλακικό υγρό (FF) το οποίο ανακτάται από µεγάλα 
ωοθυλάκια (> 4 mm) και µπορεί να χρησιµοποιηθεί ως συµπλήρωµα σε µέσο 
ωρίµασης που περιέχει TCM 199 και 100 ng της oFSH. Αυτή η θετική 
επίδραση ενισχύεται όταν το ωοθυλακικό υγρό ανακτάται από µη-ατρητικά 
ωοθυλάκια (Cognie et al., 1995) ή ωοθυλάκια που έχουν ενεργοποιηθεί 
περαιτέρω µε την χορήγηση γοναδοτροπινών (Cognie and Poulin, 2000). 
Επίσης, το ωοθυλακικό υγρό είναι προτιµότερο της χρήσης FSH και EGF 
γεγονός που υποδεικνύει την παρουσία σε αυτό διαφόρων ρυθµιστικών µορίων 
(Guler et al., 2000).Κατά τη διάρκεια της in vitro ωρίµασης υπό αυτές τις 
συνθήκες, η εξώθηση του πρώτου πολικού σωµάτιου κατά την διάρκεια της 



µετάφασης II συµβαίνει στα ωάρια προβάτων µεταξύ 16 και 24 ωρών µετά την 
έναρξη της ωρίµασης (Cognie et al., 2003 ). 

Ο ορός εµβρύου µόσχου είναι το πιο συνηθισµένο πρόσθετο, αλλά 
τελευταία, η προσθήκη αυξητικών παραγόντων, και ειδικότερα του 
επιδερµικού αυξητικού παράγοντα (EGF), του παρόµοιου µε την ινσουλίνη 
αυξητικού παράγοντα Ι (IGF-I) και του µετατροπέα του αυξητικού παράγοντα-
α (TGF-α), έχει αποδειχθεί ότι προάγει  την ωρίµαση του ωαρίου και µειώνει 
την απαίτηση για γοναδοτροπίνες κατά τη διάρκεια της ωρίµασης (Gandolfi et 
al., 1996; Harper and Brackett, 1993; Kobayashi et al., 1994). Οι ενδογενείς 
παράγοντες που διευκολύνουν την θετική επιρροή του ορού εµβρύου µόσχου 
δεν έχουν ακόµη διευκρινιστεί, δεδοµένα όµως που αποκτήθηκαν µετά την 
ωρίµαση ωαρίων απουσία ορού υποδεικνύουν την συµµετοχή αυξητικών 
παραγόντων, ορµονών και πεπτιδίων. 

Πρόσφατα πειράµατα επιδεικνύουν µια σχέση µεταξύ γλουταθειόνης και 
αναπτυξιακών παραγόντων που εµπλέκονται στην in vitro ωρίµαση ωαρίων 
βοοειδών (De Matos et al., 1995). Η ενδοκυτταρική γλουταθειόνη είναι ισχυρό 
αντιοξειδωτικό που σχετίζεται µε την µείωση των επιπέδων υπεροξειδίων στο 
ωοκύτταρο και βελτιώνει έτσι την ανάπτυξη και την ποιότητα των εµβρύων 
(de Matos et al., 2002). ∆ύο χρόνια αργότερα η χρήση κυστεαµίνης, η οποία 
αυξάνει το επίπεδο της γλουταθειόνης στο ωοκύτταρο, είχε ήδη εγκριθεί για 
την παραγωγή εµβρύων in vitro µε χρήση ωαρίων είτε προβάτων (Wells et al., 
1997) είτε αρνιών (Ptak et al., 1997). Η περιεκτικότητα σε γλουταθειόνη είναι 
αντιπροσωπευτικός δείκτης των κυτταροπλασµατικών αντιδράσεων και η 
προσθήκη κυστεαµίνης σε µέσο καλλιέργειας αυξάνει την ικανότητα της in 
vitro παραγωγής ωαρίων σε επίπεδο ανάλογο της ωρίµασης παρουσία 
ωοθυλακικού υγρού (Cognie et al., 2002). Η σύγκριση µε την χρήση 
ωοθυλακικού υγρού γίνεται λόγω της περιεκτικότητας του ωοθυλακικού υγρού 
σε αντιοξειδωτικούς και ρυθµιστικούς παράγοντες (Εικόνα 17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

                  Εικόνα 17. Ωάρια µετά από ωρίµαση (Καλογιάννης) 

 



4.3.4.  In vitro γονιµοποίηση των ωαρίων 

 

Έπειτα από την ωρίµαση των ωαρίων, αποµακρύνονται τα ωάρια από το 
υγρό καλλιέργειας και πλένονται τρεις φορές µε υπόστρωµα γονιµοποίησης. 
∆ηµιουργούνται οµάδες των 40-50 ωοκυττάρων που τοποθετούνται σε 
σταγόνες οι οποίες µπορεί να υπερκαλύπτονται από έλαιο. 

Συλλέγονται τα σπερµατοζωάρια από τον δότη µε τεχνητή σπερµατοληψία 
και ενεργοποιούνται µε την χρησιµοποίηση των µεθόδων swim-up ή percoll. Η 
ενεργοποίηση των σπερµατοζωαρίων στο εργαστήριο υποκαθιστά την 
ενεργοποίηση των σπερµατοζωαρίων που φυσιολογικά συµβαίνει µέσα στο 
γεννητικό σύστηµα του θηλυκού κατά την διάρκεια της µετακίνησης του 
σπέρµατος κατά µήκος του γεννητικού σωλήνα. Έπειτα το σπέρµα 
τοποθετείται σε µέσο καλλιέργειας συµπληρωµένο µε αδρανοποιηµένο µε 
θέρµανση ορό αγελάδας σε οίστρο (Cheng, 1985; DeSmedt et al., 1992) σε 
διαφορετικές συγκεντρώσεις για το νωπό 20% (Crozet et al., 1987), και το 
κατεψυγµένο σπέρµα 2% (O’Brien et al., 1997b). Μαζί τοποθετούνται και τα 
ωοκύτταρα, έτσι ώστε να γονιµοποιηθούν, για 17 ώρες στους 38,5-390C υπό 
ατµόσφαιρα 5% CO2 σε αέρα µε µέγιστη υγρασία. Οι ερευνητές 
προσπαθώντας να µιµηθούν την φύση προσθέτουν ουσίες που υπάρχουν 
φυσιολογικά στους ωαγωγούς και στη µήτρα. Το µέσο που φαίνεται να έχει τη 
µεγαλύτερη διάδοση ως τώρα είναι το SOF (Synthetic Oviduct Fluid), δηλαδή 
συνθετικό υγρό ωαγωγού (Tervit et al., 1972). Για να αυξηθεί η διεισδυτική 
ικανότητα των σπερµατοζωαρίων το σπέρµα συµπληρώνεται µε 10% 
αδρανοποιηµένο ορό προβάτου και 0,5µg/ ml ηπαρίνης (Walker et al., 1994). 

Το χρονικό διάστηµα επώασης των 17 ωρών είχε αρχικά θεσπιστεί για 
πρακτικούς λόγους και αντιστοιχεί στο χρονικό διάστηµα έως ότου 
παρατηρηθούν οι προπυρήνες (Εικόνα 18). Έπειτα όµως από έρευνες το ίδιο 
ποσοστό βλαστοκύστεων προκύπτει και µε 9-10 ώρες επώασης των 
σπερµατοζωαρίων µε τα ωοκύτταρα και συγχρόνως βρίσκονται µέσα στο υγρό 
γονιµοποίησης µικρότερα ποσοστά επιβλαβών ουσιών (Kochhar et al., 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

   Εικόνα 18. 2 προπυρήνες µετά από επώαση 18 ωρών (www.wikipedia.com) 

 

Το 1985, αναφέρθηκε υψηλό ποσοστό γονιµοποίησης ωαρίων προβάτων 
ωριµασµένων in vitro  (80%), σε σχέση µε ότι είχε αναφερθεί έως τότε (Cheng, 
1985). Στο σύστηµα αυτό, το σπέρµα ήταν αραιωµένο σε µέσο που περιέχει 
ορό οίστρου προβάτων. Αυτός ο ορός συµπληρώµατος παραµένει ο πιο 
αποτελεσµατικός παράγοντας στην γονιµοποίηση ωαρίων προβάτων (Crozet et 
al., 1987).  

Το 1991 αναφέρθηκε η γέννηση του πρώτου αµνού µετά από IVM / in 
vitro ωρίµαση,  IVF / in vitro γονιµοποίηση και  IVC / in vitro καλλιέργεια των 
ωαρίων που συλλέχθηκαν κατά τη διάρκεια της άνοιστρης περιόδου µετά από 
χορήγηση γοναδοτροπινών (Pugh et al.., 1991). Η µελέτη αυτή κατέστησε 
σαφή τη σηµασία της χορήγησης γοναδοτροπίνης σε αρχικό στάδιο, πριν από 
τη συλλογή των ωαρίων, για την µεταγενέστερη δυνατότητα του ωαρίου να 
αναπτυχθεί ικανοποιητικά. Επίσης, η επιλογή του κριού είναι καθοριστική για 
το ποσοστό των εµβρύων που θα φθάσουν το στάδιο των 16-κυττάρων σε 
συνθήκες in vitro (Fukui et al., 1988) (Εικόνα 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            Εικόνα 19. In vitro γονιµοποίηση(www.wikipedia.com) 

 



4.3.4.1.  Χρήση νωπού ή κατεψυγµένου σπέρµατος για τη γονιµοποίηση 

 

Με την έντονη ανάπτυξη της τεχνητής σπερµατέγχυσης. καθώς και των 
άλλων µεθόδων της υποστηριζόµενης αναπαραγωγής τον αιώνα που µας 
πέρασε, δηµιουργήθηκε η ανάγκη της διατήρησης του γενετικού υλικού για 
µεγάλο χρονικό διάστηµα. Με τον όρο διατήρηση του γενετικού υλικού 
εννοούνται οι µέθοδοι που αναπτύχθηκαν για τη διατήρηση επί µακρόν 
σπερµατοζωαρίων, ωαρίων και εµβρύων χωρίς αυτά να χάσουν την βιολογικά 
αναπτυξιακή τους ικανότητα. 

Η διατήρηση του σπέρµατος σε µορφή εναιωρήµατος µπορεί να επιτευχθεί 
µέσω µεθόδων που µειώνουν το µεταβολισµό των σπερµατοζωαρίων και έχουν 
ως αποτέλεσµα την διατήρηση της γονιµοποιητικής τους ικανότητας. 

Η αραίωση του σπέρµατος µε ποικίλα αραιωτικά µέσα είναι η κυριότερη 
µέθοδος που χρησιµοποιείται για την διατήρηση του σπέρµατος αλλά και την 
αύξηση του όγκου του. Η αύξηση του όγκου και η χρησιµοποίηση µικρού 
αριθµού σπερµατοζωαρίων επιτρέπει τη γονιµοποίηση περισσότερων ωαρίων 
και µε αυτόν τον τρόπο την εξοικονόµηση πολύτιµου γενετικού υλικού. 
Άλλωστε, µε τη χρησιµοποίηση κατάλληλων αραιωτικών επιµηκύνεται το 
διάστηµα της γονιµοποιητικής ικανότητας των σπερµατοζωαρίων και έτσι 
γίνεται πιο ευχερής η χρησιµοποίηση του (Καλογιάννης, 2006).  

Ένα από τα κύρια αραιωτικά µέσα είναι η πρωτεΐνη αυγού λόγω της 
ικανότητάς της να σταθεροποιεί και να προστατεύει την µεµβράνη των 
σπερµατοζωαρίων. Λόγω συγκεκριµένων µειονεκτηµάτων της πρωτεΐνης του 
αυγού, όπως η δυσκολία στην χρήση, µεγάλη διαφοροποίηση της 
συγκέντρωσης της πρωτεΐνης και ο φόβος της µικροβιακής µόλυνσης του 
εναιωρήµατος (Bousseau et al., 1998), ως εναλλακτική λύση προτάθηκε η 
χρησιµοποίηση λυοφιλοποιηµένης πρωτεΐνης αυγού (Marco-Jimenez et al., 
2004). Η λυοφιλοποιηµένη πρωτεΐνη αυγού έχει την ικανότητα να διατηρεί 
σταθερή την συγκέντρωσή της και ο κίνδυνος της µικροβιακής µόλυνσης του 
εναιωρήµατος είναι πολύ µειωµένος λόγω του ότι υπόκειται σε τεχνική 
επεξεργασία και έτσι µπορεί να πιστοποιηθεί η υγιεινή της κατάσταση. 

Το νωπό σπέρµα παρότι έχει πολύ καλή γονιµοποιητική ικανότητα, έχει 
το σηµαντικό µειονέκτηµα ότι δεν µπορεί να διατηρηθεί επί µακρόν και για 
αυτό είναι δύσκολο να χρησιµοποιηθεί για γονιµοποίηση ζώων τα οποία 
βρίσκονται σε διαφορετικό χώρο από το αρσενικό. Συγκεκριµένα, το νωπό 
σπέρµα µπορεί να διατηρηθεί για 6-8 ώρες σε θερµοκρασία 15οC ενώ θα 
έπρεπε να έχει διάρκεια ζωής µεταξύ 2 και 4 ηµερών για να µπορεί να 
χρησιµοποιηθεί σε µακρινές αποστάσεις (Vishwanath and Shannon, 2000) Υπό 
τέτοιες συνθήκες είναι δύσκολη η γενετική βελτίωση των πληθυσµών. 



Υπάρχουν δυο βασικοί λόγοι για τη γρήγορη πτώση της γονιµοποιητικής 
ικανότητας του νωπού σπέρµατος. Πρώτον, οι εξωκυτταρικές συνθήκες του 
οξειδωτικού στρες και η ενδογενής παραγωγή ελευθέρων ριζών που οδηγούν 
σε οξείδωση των µεµβρανών και των κυτταρικών οργανιδίων και δεύτερον, οι 
αντιδράσεις που συµβαίνουν στο πλάσµα του σπέρµατος (Salamon and 
Maxwell, 2000).   

Γενικά, η γονιµοποιητική ικανότητα των σπερµατοζωαρίων χειροτερεύει 
για όσο µεγαλύτερο διάστηµα διατηρούνται ανεξάρτητα από το αραιωτικό 
µέσο ή την θερµοκρασία στην οποία διατηρούνται. Η κινητικότητα και η 
µορφολογική τους ακεραιότητα επηρεάζονται αρνητικά από το χρόνο 
διατήρησης και αυτές οι αλλαγές επιδρούν κύρια στη µετακίνηση, στην 
επιβίωση στο γεννητικό σύστηµα του θηλυκού και στη µείωση του ποσοστού 
γονιµοποίησης τους (Salamon and Maxwell, 2000).  

Στην πραγµατικότητα τα σπερµατοζωάρια χαρακτηρίζονται από µια 
ασυνήθιστη ικανότητα να δηµιουργούν µεγάλο ποσό ελεύθερων ριζών, κατά 
την διατήρησή τους σε συνθήκες in vitro, οι οποίες προκαλούν την 
υπεροξείδωση των λιπιδίων. Υψηλά ποσοστά λιπιδίων υπεροξειδιωµένων στη 
µεµβράνη του σπερµατοζωαρίου µπορεί να αλλάξει τόσο πολύ τη σταθερότητα 
των µεµβρανών που να οδηγήσει σε κυτταρικό θάνατο. Επίσης, η παραγωγή 
ελεύθερων ριζών µπορεί να βλάψει την κινητικότητα των σπερµατοζωαρίων  
και την ακεραιότητα της χρωµατίνης. Σε περίπτωση βλάβης της ακεραιότητας 
της χρωµατίνης µειώνεται η ικανότητα διαβίωσης του εµβρύου. Άλλωστε, έχει 
διαπιστωθεί ότι η αύξηση της εµβρυικής θνησιµότητας συνδέεται άµεσα µε το 
χρόνο διατήρησης του σπέρµατος σε διάφορα είδη (Salamon and Maxwell, 
2000).  

Η χρήση αντιοξειδωτικών (καταλάση, γλουταθειόνη, υπεροξειδάση και 
κυτόχρωµα C) έχει αυξήσει το ποσοστό κινητικότητας των σπερµατοζωαρίων 
και την ακεραιότητα του ακροσώµατος και υπήρξε µια γραµµική σχέση 
ανάµεσα στη χρησιµοποίησή τους και την αύξηση του ποσοστού επιβίωσης 
των σπερµατοζωαρίων (Maxwell and Stojanov, 1996). 

Η κατάψυξη του σπέρµατος και η απόψυξή του κάποια στιγµή στο 
µέλλον για χρησιµοποίηση έδωσε µεγάλη ώθηση στην υποβοηθούµενη 
αναπαραγωγή. Η τεχνική της κατάψυξης του σπέρµατος του κριού, και των 
άλλων θηλαστικών, έχει το µειονέκτηµα της µείωσης του ποσοστού 
γονιµοποίησης του αποψυχθέντος σπέρµατος. Αυτό οφείλεται κυρίως σε 
δοµικές αλλαγές οι οποίες αφορούν στη µεµβράνη των σπερµατοζωαρίων 
επειδή, κατά τη διαδικασία ψύξης-απόψυξης υπάρχει µια ανακατανοµή των 
λιπιδίων που αλλοιώνει τις σχέσεις των λιπιδίων µε τις πρωτεΐνες, οι οποίες 
είναι απαραίτητες για την εύρυθµη λειτουργία των µεµβρανών (Park and 
Graham, 1992). Παρά τις όποιες αντιξοότητες, η κατάψυξη των 
σπερµατοζωαρίων µπορεί να βελτιωθεί και έτσι να υπάρχει µεγαλύτερο 



ποσοστό αποψυχθέντων και ικανών για γονιµοποίηση σπερµατοζωαρίων 
(Salamon and Maxwell, 2000).  

Η επιτυχής χρησιµοποίηση του νωπού ή του κατεψυγµένου σπέρµατος 
εξαρτάται και από την µέθοδο της τεχνητής σπερµατέγχυσης και συγκεκριµένα 
από τον τρόπο εφαρµογής της. Η ενδοµήτρια και η ενδοτραχηλική τεχνητή 
σπερµατέγχυση είναι οι πιο συχνά χρησιµοποιούµενες τεχνικές, µε το 
συνδυασµό της ενδοτραχηλικής τεχνητής σπερµατέγχυσης µε κατεψυγµένο 
σπέρµα να δίνει τα καλύτερα αποτελέσµατα (Maxwell et al., 1983). Γεγονός 
είναι ότι η λαπαροσκοπική τεχνητή σπερµατέγχυση είναι η µόνη µέθοδος που 
εµφανίζει σταθερά υψηλά ποσοστά γονιµοποίησης (50-80%) (Anel et al., 
2003). Χρησιµοποιείται σε συνδυασµό µε κατεψυγµένο σπέρµα στο οποίο 
περιέχεται µικρότερος αριθµός σπερµατοζωαρίων (20-50 x 106 
σπερµατοζωάρια/δόση) σε σχέση µε την ενδοτραχηλική τεχνητή 
σπερµατέγχυση. Επίσης κατά την λαπαροσκοπική τεχνητή σπερµατέγχυση µε 
κατεψυγµένο σπέρµα λόγω της ακινητοποίησης του ζώου, υπάρχει αρκετός 
χρόνος για την εφαρµογή της τεχνικής κάτι που δεν ισχύει κατά την εφαρµογή 
της ενδοτραχηλικής τεχνητής σπερµατέγχυσης (Maxwell, 1986). Τέλος, η 
λαπαροσκοπική τεχνητή σπερµατέγχυση δεν εξαρτάται από εξωγενείς 
παράγοντες σε τόσο µεγάλο βαθµό όσο η ενδοτραχηλική τεχνητή 
σπερµατέγχυση (Anel et al., 2005). 

 

4.3.4.2.  Ενεργοποίηση του σπέρµατος για τη γονιµοποίηση 

 

Οι αρχικές προσπάθειες για in vitro γονιµοποίηση ωαρίων 
χρησιµοποιώντας νωπό σπέρµα ήταν αποτυχηµένες. Ο λόγος είναι ότι τα 
σπερµατοζωάρια για να γονιµοποιήσουν χρειάζονται ‘ενεργοποίηση’. Η 
ενεργοποίηση φυσιολογικά συµβαίνει στο γεννητικό σύστηµα του θηλυκού. 
Για τη ενεργοποίηση στο εργαστήριο έχουν προταθεί και αναπτυχθεί πολλές 
τεχνικές, οι σπουδαιότερες όµως και περισσότερο χρησιµοποιούµενες είναι η 
κλασµάτωση (ή µέθοδος διαχωρισµού Percoll) και η µέθοδος Swim up. 

Κατά τη µέθοδο της κλασµάτωσης τα σπερµατοζωάρια τοποθετούνται σε 
δοκιµαστικό σωλήνα πάνω από δύο στιβάδες διαφορετικής πυκνότητας του 
Percoll (50% και 80%) που είναι ένας πολυσακχαρίτης µεγάλου ειδικού 
βάρους. Έπειτα από 10 λεπτά φυγοκέντρησης σε θερµοκρασία δωµατίου το 
σπέρµα έχει καθιζάνει στον πυθµένα του δοκιµαστικού σωλήνα. Στη συνέχεια 
το ίζηµα εκπλένεται και διαλύεται σε 8ml Percoll, επαναφυγοκεντρείται και η 
πυκνότητα του νέου ιζήµατος προσδιορίζεται σε αιµοκυττόµετρο. Η τελική 
συγκέντρωση είναι συνήθως της τάξης 1x106 

σπερµατοζωάρια/ ml. Με τη 
µετακίνηση του σπέρµατος επιτυγχάνεται η ενεργοποίηση των 
σπερµατοζωαρίων και ταυτόχρονα ο καθαρισµός και ο εµπλουτισµός τους 
(Καλογιάννης, 2006) (Εικόνα 20). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 20. Μέθοδος Percoll, 1) Percoll 50% 2) Percoll 80% 3) ενεργοποιηµένο σπέρµα 

(Καλογιάννης, 2006) 

 

Κατά τη µέθοδο Swim up το σπέρµα τοποθετείται κάτω από ειδικό 
καλλιεργητικό υλικό µέσα σε δοκιµαστικό σωλήνα και φυγοκεντρείται για 
10min  σε 1000rpm. Το ιζηµα διαλύεται σε 1 ml υποστρώµατος γονιµοποίησης 
και τοποθετείται, σε κλίβανο διοξειδίου του άνθρακα για 1 ώρα. Τα κινούµενα  
σπερµατοζωάρια περνούν στην επάνω στιβάδα όπου καταµετρούνται και το 
διάλυµα σταθεροποιείται σε συγκέντρωση 1x106 σπερµατοζωάρια/ml 
(Καλογιάννης, 2006) (Εικόνα 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                        Εικόνα 21. Μέθοδος Swim up (Καλογιάννης, 2006) 

 

 

 



4.3.5.  In vitro καλλιέργεια των ζυγωτών 

 

Μετά από τη 17-24ωρη γονιµοποίηση τα υποτιθέµενα ζυγωτά ή έµβρυα 2 
κυττάρων οδηγούνται στο τελευταίο στάδιο της IVP στην καλλιέργεια (Εικόνα 
22). 

Υπάρχουν δύο συστήµατα καλλιέργειας που χρησιµοποιούνται για την in 
vitro παραγωγή της βλαστοκύστης: η συν-καλλιέργεια (ή µέσο καλλιέργειας 
που διαµορφώνεται από εκκρίσεις διαφόρων κυττάρων) και η καλλιέργεια µε 
τυποποιηµένα µέσα (ή ηµι-τυποποιηµένα).  

Η συν-καλλιέργεια εµβρύων προβάτων γενικά επιτελείται µε υπόστρωµα 
ιστοκαλλιέργειας (TCM199), το οποίο συνήθως συµπληρώνεται µε 
αδρανοποιηµένο µε θέρµανση ορό εµβρύου µόσχου. Τα κύτταρα τα οποία 
προστίθενται είναι κοκκώδη κύτταρα, κύτταρα θήκης ωοθυλακίου, επιθηλιακά 
κύτταρα του ωαγωγού ή επιθηλιακά κύτταρα του ήπατος βούβαλου για 
εφαρµογή σε επίµυες (Rexroad and Powell, 1986; Gandolfi and Moor, 1987). 
Το γεγονός ότι είναι δυνατόν να χρησιµοποιηθούν διαφόρων ειδών κύτταρα 
στην καλλιέργεια εµβρύων, υποδηλώνει ότι δεν υπάρχει εξειδίκευση των 
κυττάρων επιλογής και αντικατοπτρίζει την ανάγκη για την παραγωγή 
παραγόντων που τρέφουν τα έµβρυα και που επηρεάζουν το περιβάλλον µε 
παρόµοιο τρόπο αποµακρύνοντας τους επιβλαβείς παράγοντες (Watson et al., 
1994). Υπάρχουν στοιχεία που δείχνουν ότι οι αυξητικοί παράγοντες 
(πεπτιδικοί αυξητικοί παράγοντες ή/ και κυτοκίνες) είναι υπεύθυνοι για την 
υποστήριξη της ανάπτυξης των εµβρύων τόσο στην συν-καλλιέργεια  όσο και 
στα τυποποιηµένα µέσα καλλιέργειας (Gandolfi, 1994). Υπάρχει και η άποψη 
ότι αυτές οι  µέθοδοι καλλιέργειας προκαλούν απλώς τη µείωση ή την 
εξάλειψη ανασταλτικών παραγόντων για την ανάπτυξη των ωαρίων, όπως 
είναι το οξυγόνο (Bavister, 1992; Watson et al., 1994).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            Εικόνα 22. Έµβρυα σε in vitro καλλιέργεια (Αµοιρίδης) 



Στα τυποποιηµένα µέσα καλλιέργειας, η συγκέντρωση κάθε συστατικού 
είναι γνωστή πριν την προσθήκη των εµβρύων (εκτός της περίπτωσης που  
χρησιµοποιείται αδρανοποιηµένος µε θέρµανση ορός εµβρύου µόσχου). Προς 
το παρόν, το πιο συχνά χρησιµοποιούµενο τυποποιηµένο µέσο καλλιέργειας 
των εµβρύων προβάτων είναι τεχνητά κατασκευασµένο υγρό ωαγωγού (SOF) (
 Gardner, 2008) εµπλουτισµένο µε αµινοξέα και λευκωµατίνη ορού 
βοοειδών (SOFaaBSA) (Gardner et al., 1994; Gordon, 2004). 

Η καλλιέργεια των εµβρύων γίνεται σε κλίβανο τριών αερίων 5% Ο2, 5% 
CO2 και 90% N2. Η χαµηλή περιεκτικότητα σε οξυγόνο µιµείται τις συνθήκες 
ανοξίας στο γεννητικό σύστηµα και µετριάζει το στρες από την επαφή µε τις 
συνθήκες του ατµοσφαιρικό αέρα στον οποίο γίνονται οι επεµβάσεις και η 
περιεκτικότητα σε CO2 εξυπηρετεί την διατήρηση του pH σε ουδέτερα επίπεδα 
της τάξης του 7,6-7,8  Τα τρυβλία περιέχουν ήδη υπόστρωµα ιστοκαλλιέργειας 
και το υγρό καλλιέργειας περιέχει νερό, ιόντα, νουκλεϊκά οξέα, βιταµίνες, 
αντιοξειδωτικά, αντιβιοτικά, αυξητικούς παράγοντες, πρωτεΐνες και 
ρυθµιστικά διαλύµατα. Τα νουκλεϊκά οξέα δεν θεωρούνται απαραίτητα αλλά 
προάγουν τον σχηµατισµό βλαστοκύστεων ενεργώντας ως πηγή ενέργειας 
(Rieger et al., 1992), ρυθµιστές του ενεργού µεταβολισµού (Lane and Gardner, 
2005), αντιοξειδωτικά (Liu and Foote, 1995) και ρυθµιστικά διαλύµατα 
(Edwards et al., 1998) και για αυτό προστίθενται. Η καλλιέργεια γίνεται σε 
θερµοκρασία 37ο C και επειδή σε αυτή τη θερµοκρασία αρχίζει η δηµιουργία 
οξειδωτικών υποπροϊόντων από τα περιεχόµενα του υγρού καλλιέργειας, τα 
αντιοξειδωτικά είναι απαραίτητα για την αποφυγή του οξειδωτικού στρες. 
Εξίσου απαραίτητη είναι και η αλλαγή του υγρού καλλιέργειας κάθε 24-48 
ώρες έτσι ώστε να αποµακρύνονται τα υποπροϊόντα που δηµιουργούνται. Τα 
έµβρυα καλλιεργούνται σε οµάδες των 5-10 εµβρύων περίπου (έως και 50 
έµβρυα) και σε όγκο υγρού καλλιέργειας 20-50 µL κάτω από σταγόνα ελαίου 
(Gardner, 2008).  

Έµβρυα προβάτων από καλλιέργεια παρουσία ανθρώπινου ορού σε 
ποσοστό 20% φθάνουν το στάδιο της βλαστοκύστης περίπου 24 ώρες νωρίτερα 
από ότι θα έφθαναν in vivo (Walker et al., 1992). Αυτή η πρόωρη παραγωγή 
βλαστοκύστης και άλλες ανωµαλίες, όπως ο κατακερµατισµός των εµβρύων, η 
σκούρα όψη και ο µειωµένος αριθµός κυττάρων αναφέρθηκαν από την ίδια 
οµάδα της Αυστραλίας (Walker et al., 1996), που επίσης θεωρεί αυξηµένη την 
διάρκεια κύησης και συσχετίζει και ορισµένα νεογνικά προβλήµατα, όπως το 
αυξηµένο βάρος κατά την γέννηση το γνωστό ως ‘σύνδροµό των µεγάλων 
απογόνων’, σε αρνιά που προέρχονται από έµβρυα που καλλιεργούνται µε 
ανθρώπινο ορό. Τέτοια προβλήµατα δεν επιβεβαιώθηκαν για αρνιά που 
λαµβάνονται µετά την καλλιέργεια σε συνθετικό υγρό ωαγωγού µε πρωτεϊνικά 
οξέα και ορό έµβρυου µόσχου (SOFaaBSA, Synthetic Oviduct Fluid with 
Bovine Serum Αlbumin and amino acids) (Thompson et al., 1995). 



Παρά την πρόοδο στην καλλιέργεια των εµβρύων προβάτων, 
εξακολουθούν να υπάρχουν αρκετές διαφορές µεταξύ των in vitro και των in 
vivo γονιµοποιηµένων εµβρύων. Η ανάπτυξη στο τέταρτο κυτταρικό κύκλο, η 
οποία συνδέεται µε την µέγιστη ενεργοποίηση του  εµβρυϊκού γονιδιώµατος, 
είναι καθυστερηµένη στην in vitro καλλιέργεια και ο βαθµός της συµπίεσης 
στο στάδιο του µοριδίου επίσης διαφέρει, σε σχέση µε το αντίστοιχο στάδιο in 
vivo (Thompson, 1997). Σε µελέτη που έγινε σε mRNA αντίγραφα που 
εκφράζονται διαφορετικά σε βλαστοκύστεις βοοειδών που προκύπτουν in vitro 
και in vivo, αποδείχτηκε ότι σε ποσοστό 85% τα 384 γονίδια που εξετάστηκαν 
είχαν µειωµένη έκφραση στις βλαστοκύστεις που προέρχονταν από in vitro 
καλλιέργεια. Αρκετά από αυτά τα γονίδια εµπλέκονται στους µηχανισµούς της 
µεταγραφής και της µετάφρασης υποδεικνύοντας έτσι ότι ο λόγος που τα 
έµβρυα που προέρχονται από in vitro καλλιέργεια είναι χαµηλότερης 
ποιότητας είναι η ανεπάρκεια των γονιδίων που ελέγχουν την µεταγραφή και 
την µετάφραση. Είναι γνωστό ότι η µεταγραφή και η µετάφραση κατά τα 
πρώτα στάδια της κυτταρικής ανάπτυξης είναι ζωτικής σηµασίας (Corcoran et 
al., 2006). 



4.4.  ΜΕΤΑΦΟΡΑ ΕΜΒΡΥΩΝ 
 
 

Η µεταφορά εµβρύων στα πρόβατα, αντίθετα µε ότι συµβαίνει στις 
αγελάδες, εφαρµόζεται κυρίως σε ερευνητικό επίπεδο. Οι µέθοδοι συλλογής 
και µεταφοράς εµβρύων µε λαπαροτοµή, που προτάθηκαν από τους Hunter et 
al. το 1955 έχουν ελάχιστα τροποποιηθεί. Οι κλασσικές αυτές τεχνικές είναι 
αξιόπιστες και αρκετά αποτελεσµατικές, αλλά σχεδόν πάντα οδηγούν σε 
µετεγχειρητικές συµφύσεις, οι οποίες λειτουργούν αποτρεπτικά για την 
επαναληπτική χρησιµοποίηση του ίδιου ζώου σε προγράµµατα µεταφοράς 
εµβρύων ή επηρεάζουν αρνητικά τη γονιµότητα του (Cutten, 1970). Οι 
προσπάθειες που έγιναν για την ανάπτυξη µη αιµατηρών µεθόδων συλλογής 
δια µέσου του τραχήλου στα πρόβατα δεν απέδωσαν τα αναµενόµενα 
αποτελέσµατα σε ότι αφορά στα συνολικά ποσοστά συλλογής (Coonrod et al., 
1984, 1986). Η χρήση λαπαροσκοπικών τεχνικών αποτέλεσε την εναλλακτική 
λύση για την επίλυση αυτών των προβληµάτων. Αρχικά οι λαπαροσκοπικές 
τεχνικές χρησιµοποιήθηκαν για τη µεταφορά (McKelvey et al., 1985) και 
αργότερα για τη συλλογή των εµβρύων (McKelvey et al., 1986; Nellenschulte 
and Niemann, 1992). Με τις τεχνικές αυτές ελαχιστοποιούνται οι πιθανότητες 
δηµιουργίας µετεγχειρητικών συµφύσεων, µε αποτέλεσµα να είναι εφικτή η 
επαναληπτική χρησιµοποίηση του ίδιου ζώου ως δότη ή δέκτη εµβρύων µε 
ικανοποιητικά αποτελέσµατα. Έχει αναφερθεί συλλογή εµβρύων από τον ίδιο 
δότη µέχρι και τέσσερις φορές σε µηνιαία διαστήµατα µε ποσοστά συλλογής 
έως και 75% (Nellenschulte and Niemann, 1992). 

Η συγκράτηση, η προετοιµασία του χειρουργικού πεδίου και οι τοµές στα 
ζώα δέκτες γίνονται όπως και στα ζώα δότες των ωαρίων. συγκεκριµένα κατά 
την λαπαροσκοπική µεταφορά εµβρύων οι δέκτριες παραµένουν χωρίς τροφή 
και νερό για 24 και 12 ώρες, αντίστοιχα. Πριν την λήψη γίνεται 
αναισθητοποίηση των δεκτριών. Η αναισθητοποίηση γίνεται συνήθως µε έναν 
α2 αγωνιστή (συνήθως ξυλαζίνη) και στη συνέχεια διατηρείται η αναισθησία 
µε πεντοθάλη, κεταµίνη , ή πρωτοξείδιο του αζώτου, στη συνέχεια χορηγείται 
α2 ανταγωνιστής ως αντίδοτο στην ξυλαζίνη  (συνήθως υοχιµβίνη ή 
τολαζολίνη). Στη συνέχεια, γίνονται δύο τοµές (1 cm) του δέρµατος σε θέση 3 
έως 4cm δεξιά και αριστερά της µέσης κοιλιακής γραµµής και 4 έως 5 cm 
κεφαλικά της βάσης του µαστού. Στην αριστερή τοµή εισάγεται το τροκάρ, 
διαµέσου του οποίου εισάγεται το λαπαροσκόπιο. Μετά την εκτίµηση της 
αντίδρασης των ωοθηκών µεταφέρονται τα έµβρυα στο σύστοιχο κέρας µε την 
ωοθήκη που φέρει τα περισσότερα ωχρά σωµάτια. Για τη µεταφορά των 
εµβρύων εισάγεται στη δεξιά τοµή δεύτερο τροκάρ για την είσοδο του 
τριχοειδούς σωληνάριου που περιέχει 1 έως 4 κατάλληλα για µεταφορά 
έµβρυα τοποθετηµένα µεταξύ δύο φυσαλίδων αέρα και το οποίο είναι 
κατάλληλα προσαρµοσµένο σε σύριγγα 1ml. Από την ίδια τοµή γίνεται και η  



είσοδος της λαβίδας συγκράτησης. Για τη διευκόλυνση των χειρισµών και την 
αποφυγή τραυµατισµών γίνεται εµφύσηση CO2 στην κοιλιακή κοιλότητα µε 
συσκευή πνευµοπεριτοναίου, υπό ελεγχόµενη πίεση, που συνδέεται µε το 
τροκάρ ενδοσκοπίου. Η σταθεροποίηση των ωοθηκών γίνεται µε τοποθέτηση 
ατραυµατικής λαβίδας συγκράτησης σε θέση πλησίον του άκρου του κέρατος 
και εισάγεται το τροκάρ στον αυλό µε κατεύθυνση προς το σώµα της µήτρας. 
Εναλλακτικά η εισαγωγή του τροκάρ γινόταν στο τελευταίο τρίτο του κέρατος 
αλλά µε κατεύθυνση προς το άκρο του. Στη συνέχεια αποµακρύνεται το 
στέλεχος και εισάγεται το τριχοειδές σωληνάριο. Αµέσως µετά την εναπόθεση 
των εµβρύων το σωληνάριο αποµακρύνεται για να αποφευχθεί προσκόλληση 
των εµβρύων. Η σύγκλειση των τοµών του δέρµατος γίνεται µε µεταλλικούς 
αγκτήρες χωρίς άλλη φαρµακευτική αγωγή. Η αντιµετώπιση των αιµορραγιών 
γίνεται µε διαθερµία (Amiridis et al, 1999) (Εικόνα 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Εικόνα 23. Μεταφορά εµβρύων λαπαροσκοπικά στο πρόβατο (Αµοιρίδης) 

 

 

 

 



Μετά από χρήση λαπαροσκοπικών ή χειρουργικών µεθόδων έπειτα από 
την µεταφορά δύο εµβρύων ανά προβατίνα έχουν αναφερθεί ποσοστά 
εγκυµοσύνης 27% και 56% αντίστοιχα (Stefani et al., 1990). Μετά από 
ανάλογη εργασία µεταφοράς 2 ή 3 εµβρύων στους ωαγωγούς µε 
λαπαροσκοπικές τεχνικές τα ποσοστά εγκυµοσύνης ήταν 51,5% και 21,5% 
αντίστοιχα (Besenfelder et al., 1994). Σε προβατίνες της φυλής Χίου στις 
οποίες µεταφέρθηκαν από 1 έως 4 έµβρυα ανά προβατίνα αναφέρθηκαν 
ποσοστά εγκυµοσύνης 55% και ποσοστά εµβρύων που εξελίχθηκαν 39,5% 
(Amiridis et al., 1999). Υψηλά ποσοστά εγκυµοσύνης 75% µετά από 
λαπαροσκοπική µεταφορά εµβρύων έχουν αναφερθεί από τους McKelvey et 
al. το 1985. Τα ποσοστά των εµβρύων που εξελίχθηκαν κυµαίνονταν µεταξύ 
17% και 54% ανάλογα µε το στάδιο εξέλιξης των εµβρύων και το στάδιο του 
οιστρικού κύκλου των δεκτριών (McKelvey et al., 1985).  



4.5.  ΚΑΤΑΨΥΞΗ ΕΜΒΡΥΩΝ 
 
 

Πρωτόκολλα για την κατάψυξη εµβρύων προβάτων ήταν διαθέσιµα από τη 
δεκαετία του 1970, αφότου γεννήθηκε το πρώτο αρνί µετά από µια επιτυχή 
µεταφορά ενός κατεψυγµένου εµβρύου (Willadsen et al., 1974).  

Παρά το γεγονός ότι η τεχνολογία αυτή εφαρµόζεται περισσότερο από 
τρεις δεκαετίες, εξακολουθεί να έχει ποικίλα αποτελέσµατα. Είναι σαφές ότι η 
επιτυχία της τεχνικής εξαρτάται από πολλούς παράγοντες, 
συµπεριλαµβανοµένων του σταδίου που βρίσκονται τα έµβρυα (αριθµός 
κυττάρων) (Menezo, 2004) της ποιότητας των εµβρύων (Pollard & Leibo, 
1994), του είδους στο οποίο ανήκουν τα έµβρυα (βοοειδή, πρόβατα) 
(Dobrinsky, 2002) και του τρόπου παραγωγής τους (in vivo – in vitro) (Leibo, 
1986; Hasler et al., 1995; Rizos et al., 2003). Επιπρόσθετα, µεγάλη σηµασία 
έχει η τεχνική ψύξης και η τεχνική θέρµανσης (Moreira da Silva & Metelo, 
2005) καθώς και οι συνθήκες καλλιέργειας των εµβρύων (Hochi et al., 1996). 

Στα αρχικά πρωτόκολλα κρυοσυντήρησης µε την τεχνική «βήµα προς 
βήµα» (step by step), τα έµβρυα επωάζονται σε κατάλληλη συγκέντρωση 
κρυοπροστατευτικού µέσου (10%-11%) για 5-10 λεπτά σε θερµοκρασία 
περιβάλλοντος. Έπειτα, ψύχονται στους -5 έως -9°C και προκαλείται 
σχηµατισµός πάγου µε την µέθοδο της σποράς κατά την οποία µια λαβίδα η 
οποία είναι ήδη σε ψύξη αγγίζει το φιαλίδιο στο οποίο περιέχονται τα έµβρυα 
µε αποτέλεσµα η θερµοκρασία να µειωθεί µε ρυθµό 0,3-,06°C/ λεπτό και το 
νερό που υπάρχει στο διάλυµα να µεταπέσει σε στερεή κατάσταση, µέχρι να 
φθάσει στους -33°C µε -40°C. Τότε το φιαλίδιο βυθίζεται σε υγρό άζωτο και 
παραµένει εκεί έως ότου χρησιµοποιηθεί (Fair et al.., 2001; Mucci et al.., 
2006) Το κρυοπροστατευτικό µέσο αφαιρείται σταδιακά µετά την απόψυξη και 
το έµβρυο είναι έτοιµο για µεταφορά.  

Αφότου παγιώθηκε η διαδικασία, συνεχίστηκε η έρευνα για την αύξηση 
της επιβίωσης των εµβρύων µέσω της χρησιµοποίησης κρυοπροστατευτικών 
µέσων χαµηλής τοξικότητας  όπως αιθυλενογλυκόλης (Tervit and Goold, 
1984), και ιδίως µετά την ενσωµάτωση στο κρυοπροστατευτικό µέσο, ενός µη  
ωσµωτικού µέσου, της σουκρόζης (Rall, 1992) που επιτρέπει την άµεση 
µεταφορά µετά την απόψυξη (Heyman et al., 1987).  

Από το 1995, υπήρξε µια σειρά από µελέτες που ανέφεραν  επιτυχία στην 
κρυοσυντήρηση εµβρύων προβάτων, µε αποτέλεσµα την παραγωγή ζώντων 
απογόνων (Songsasen et al., 1995). Έµβρυα προβάτων που κρυοσυντηρήθηκαν 
σε αιθυλενογλυκόλη και τα οποία βρίσκονταν στο στάδιο της βλαστοκύστης 
έδωσαν ζώντες απογόνους σε ποσοστό 36%, µετά την κυοφορία 47 εµβρύων 
σε 14 δικαιούχους. Μετά τη µεταφορά, 5 από τους δικαιούχους, οι οποίοι 



έλαβαν 16 έµβρυα µεταξύ τους, γέννησαν 10 αρνιά (Cocero et al., 1996) και 
αποδείχτηκε έτσι ότι ζώντα αρνιά παράγονται εξίσου µετά την κατάψυξη, την 
απόψυξη, και τη µεταφορά των µοριδίων ή των βλαστοκύστεων.  

Καινοτοµία στην κρυοδιατήρηση των εµβρύων των θηλαστικών 
προκάλεσε η τεχνική της υαλοποίησης (vitrification) που χρησιµοποίησαν 
πρώτοι σε ποντικό οι Rall and Fahy (1985), η οποία όµως ήταν ήδη γνωστή  
από το 1948 (Kauzmann, 1948). Σύµφωνα µε την τεχνική αυτή, τα έµβρυα 
ψύχονται µε ρυθµό 15-30°C/ λεπτό (Liebermann et al.. 2003), σε ένα υψηλής 
συγκέντρωσης κρυοπροστατευτικό µέσο (40%) που διαµορφώνει µια υαλώδη 
υφή χωρίς το σχηµατισµό κρυστάλλων πάγου. Η ψύξη γίνεται µε την 
εµβάπτιση σε υγρό άζωτο. Η διαδικασία αυτή, που ονοµάζεται υαλοποίηση, 
έχει υιοθετηθεί για πολλά είδη, συµπεριλαµβανοµένων των προβάτων (Ali and 
Shelton, 1993). Η υαλοποίηση έχει χρησιµοποιηθεί επιτυχώς και για την 
κρυοδιατήρηση εµβρύων προβάτων µετά από IVP (Ptak et al., 1999; Dattena et 
al., 2000). 

Η κρυοδιατήρηση µε την χρήση της τεχνικής της υαλοποίησης υπερτερεί 
της συµβατικής µεθόδου εξαιτίας της απλότητας της, της χρήσης µη 
δαπανηρών µηχανηµάτων και της ταχύτητάς της καθιστώντας την πιο φιλική 
προς τον χρήστη ακόµη και για χρήση µέσα στη µονάδα (Moore and Bonilla, 
2006). Επιπρόσθετα, η υαλοποίηση θα µπορούσε να αντικαταστήσει τη 
συµβατική µέθοδο λόγω του ότι προλαµβάνει την καταστροφή των κυττάρων 
που προκαλείται λόγω της διαδικασίας ψύξης-απόψυξης ( Kaidi et al., 2001). 

Η επιλογή των κρυοπροστατευτικών µέσων που χρησιµοποιούνται για την 
κρυοδιατήρηση των εµβρύων είναι πολύ σηµαντική γιατί τα 
κρυοπροστατευτικά µειώνουν το σηµείο ψύξης των εµβρύων, δίνοντας έτσι 
περισσότερο χρόνο για την αφυδάτωση των κυττάρων και επίσης γιατί σε 
µεγάλες συγκεντρώσεις µπορεί να είναι τοξικά (Moore and Bonilla, 2006). 
Βέβαια, η τοξικότητα ελαχιστοποιείται σε χαµηλές θερµοκρασίες και µε 
σύντοµες περιόδους έκθεσης στα κρυοπροστατευτικά (Agca et al., 1998). Η 
σειρά κατάταξης των κρυοπροστατευτικών µέσων ξεκινώντας από το πιο 
τοξικό είναι ή εξής: αιθυλενογλυκόλη, προπανοδιόλη, γλυκερόλη, 
διµεθυλοσουλφοξείδιο και ακεταµίδιο (Moore and Bonilla, 2006). Ωστόσο, 
αυτή η σειρά είναι εν µέρει αµφιλεγόµενη, λόγω των ποικίλων αποτελεσµάτων 
που δίνονται στη δηµοσιότητα και σχετίζονται µε το είδος του ζώου που 
εφαρµόζεται η τεχνική, το εµβρυϊκό στάδιο στο οποίο γίνεται η εφαρµογής της 
και τις προηγηθείσες συνθήκες καλλιέργειας των εµβρύων in vitro.  

Ένα άλλο βασικό συστατικό των πρωτόκολλων κρυοδιατήρησης των 
εµβρύων είναι η χρήση µη διαπνεόντων σακχάρων. Τα σάκχαρα βοηθούν στην 
αφυδάτωση των κυττάρων, αυξάνοντας την ώσµωση των διαλυµάτων, και 
µειώνοντας την ποσότητα των πιο τοξικών κρυοπροστατευτικών µέσων που 
χρησιµοποιούνται. Επίσης, τα σάκχαρα συµπεριφέρονται σαν ωσµωτικά 
ρυθµιστικά διαλύµατα µειώνοντας την έκταση της καταπόνησης των κυττάρων 



(Liebermann et al.., 2003). Τα σάκχαρα που χρησιµοποιούνται στην 
κρυοδιατήρηση κατηγοριοποιούνται σε µονοσακχαρίτες (γλυκόζη, φρουκτόζη, 
σορβιτόλη, µαννιτόλη), δισακχαρίτες (σακχαρόζη, τρεχαλόζη), και 
πολυσακχαρίτες (ραφινόζη) (Kuleshova et al., 1999; Campos-Chillon et al.., 
2006). Θεωρείται ότι οι µονοσακχαρίτες υπερτερούν στην χρήση από τους 
δισακχαρίτες λόγω της χαµηλότερης τοξικότητας στα έµβρυα και την 
ικανότητα υαλοποίησης σε χαµηλότερη συγκέντρωση (Kuleshova et al.., 
1999). 

Άλλες δυνατότητες για την βελτίωση της κρυοδιατήρησης περιλαµβάνουν 
τη χρήση µακροµορίων, βιολογικών στοιχείων και πρωτεϊνών. Τα µακροµόρια 
που χρησιµοποιούνται, πολυαιθυλενογλυκόλη 8000 (PEG), 
πολυβινυλοπυρρολιδόνη (PVP) 360000, Ficoll 70.000 ή 400.000, 
πολυβινυλική αλκοόλη (PVA), αυξάνουν το ιξώδες, βοηθούν στην αποφυγή 
σχηµατισµού κρυστάλλων πάγου, προστατεύουν από ρωγµές στην κυτταρική 
µεµβράνη των εµβρύων και είναι λιγότερο τοξικά από τα κρυοπροστατευτικά 
µέσα (Liebermann et al.., 2003).  Η χρήση βιολογικών στοιχείων περιλαµβάνει 
τη χρήση αλβουµίνης ορού βοοειδών και ορού κρόκου αυγού που µειώνουν τη 
βλάβη που προξενείται στα έµβρυα κατά την διάρκεια της κρυοδιατήρησης. 
Ωστόσο, η χρήση βιολογικών στοιχείων είναι πιθανή πηγή µολυσµατικών 
παραγόντων (Shaw et al.., 1997) και µπορεί να εµφανίζει προβλήµατα που 
οφείλονται σε παραλλαγές µεταξύ των παρτίδων. Οι περισσότερες έρευνες 
εστιάζονται στην ανάπτυξη συστηµάτων µε σκοπό την άρση των εν λόγω 
πηγών  µεταβλητότητας (Moore and Bonilla, 2006). 

 

  



4.6.  ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗ 
 

 

Μετά την πρώτη δηµοσιευµένη εργασία όπου παρήχθησαν αµνοί µέσω της 
µεταφοράς πυρηνικού υλικού (Willadsen, 1986) τα πρόβατα αντιπροσωπεύουν 
το βασικό πειραµατικό µοντέλο για τη βασική και εφαρµοσµένη έρευνα στον 
τοµέα της κλωνοποίησης. Η τεχνική της µεταφοράς πυρηνικού υλικού έχει 
περιγραφεί από τον Heyman (1998).  

Το κλειδί για τη σωστή ερµηνεία της αιτίας της κακής ανάπτυξης των 
εµβρύων που προέρχονται από µεταφορά πυρηνικού υλικού, βρέθηκε από 
στοιχεία που αποκτήθηκαν από κλασσικά πειράµατα υβριδισµού (Johnson and 
Rao, 1970), όπου αποδείχτηκε ότι η µίτωση ασκεί µία δεσπόζουσα επίδραση 
επάνω στις υπόλοιπες φάσεις του κυτταρικού κύκλου και προβλήµατα τα 
οποία σχετίζονται µε αυτή τη φάση συνοδεύουν την περαιτέρω ανάπτυξη του 
κυττάρου. Η µετάφαση 2 (Mll) του ωοκυττάρου ακολουθεί αυτό τον κανόνα 
και όταν κατά την αποδιοργάνωση του πυρηνικού φάκελου που περιέχει το 
πυρηνικό υλικό υπάρξει πρόωρη συµπύκνωση της χρωµατίνης (πρόωρη 
συµπύκνωση χρωµοσώµατος, PCC), η οποία στον σωστό χρόνο επιβάλλεται 
προκειµένου να µεταφερθεί ο πυρήνας, µπορεί να οδηγήσει σε εκτεταµένες 
ζηµιές της χρωµατίνης κατά την διάρκεια της αντιγραφής και φυσικά στην 
ανάπτυξη εµβρύων κακής ποιότητας που πεθαίνουν πρόωρα (Campbell et al., 
1994).  

Ο πυρηνικός φάκελος λοιπόν διαδραµατίζει κεντρικό ρόλο στην ρύθµιση 
του διπλασιασµού του DNA (Blow and Laskey, 1998), και η αποδιοργάνωση 
του στο στάδιο της µετάφασης IΙ του ωοκυττάρου ακολουθείται από την 
αντιγραφή των ήδη αναπαραχθέντων µορίων DNA (Campbell et al., 1996a). 
Από αυτές τις σηµαντικές παρατηρήσεις, συνάγεται το συµπέρασµα ότι η 
κανονική ανάπτυξη των εµβρύων από πυρηνική µεταφορά θα µπορούσε να 
επιτευχθεί µόνο εάν συγχρονιστούν οι κυτταρικές φάσεις των δύο κυττάρων 
(Campbell et al., 1994). Αν και τα πρωτόκολλα για το συγχρονισµό των 
βλαστοµεριδίων είναι διαθέσιµα στο ποντίκι (Otaegui et al., 1994), η 
διαδικασία αυτή είναι αρκετά χρονοβόρα, γιατί απαιτείται χειρισµός δύο 
επιπέδων για την συγκρότηση του εµβρύου.  

Η δηµιουργία και η συντήρηση σε καλλιέργεια µόνιµης κυτταρικής σειράς 
που προέρχεται από έµβρυα προβάτων, θα µπορούσε θεωρητικά να παράσχει 
απεριόριστο αριθµό γενετικά ταυτόσηµων πυρήνων για πυρηνική µεταφορά. 
Μια τέτοια προσέγγιση, για πρώτη φορά στα πρόβατα, έγινε από τους Galli et 
al., 1991, όπου µεταφέρθηκαν έµβρυα που προέρχονταν από κύτταρικές σειρές 
σε ωάρια. Τέσσερα κανονικά έµβρυα µεταφέρθηκαν και µια εγκυµοσύνη 
διατηρήθηκε µέχρι την 45η ηµέρα. Μεταγενέστερα πειράµατα πυρηνικής 
µεταφοράς που διεξήχθησαν στο Ινστιτούτο Roslin µε καλλιέργεια κυττάρων 



που προέρχονται από έµβρυα, νεογέννητα και ενήλικα πρόβατα ξεπέρασαν τα 
καθιερωµένα όρια της αναπαραγωγικής βιολογίας (Campbell et al., 1996b) και 
παρήχθη το πρώτο κλωνοποιηµένο αρνί από µεταφορά πυρηνικού υλικού 
σωµατικών κυττάρων σε ωοκύτταρο που δεν περιείχε πυρήνα (Willmut et al., 
1997). 

Μετά την γέννηση του πρώτου κλωνοποιηµένου αρνιού, της Dolly, πολλά 
άλλα είδη θηλαστικών έχουν κλωνοποιηθεί χρησιµοποιώντας την τεχνική της 
µεταφοράς πυρηνικού υλικού σωµατικού κυττάρου (somatic cell nuclear 
transfer, SCNT). Οι αιτίες της χαµηλής επιτυχίας της τεχνικής ως προς την 
ποιότητα των κλωνοποιηµένων εµβρύων και γεννηµένων ατόµων, δεν έχει 
ακόµη κατανοηθεί πλήρως, αλλά φαίνεται ότι εµπλέκονται εξίσου τεχνολογικά 
προβλήµατα και βιολογικοί παράγοντες. Τα προβλήµατα αυτά µπορεί να 
εµφανίζονται κατά τα πρώτα στάδια της ανάπτυξης των κλωνοποιηµένων 
ωοκυττάρων και να επεκτείνονται καθόλη την διάρκεια της ζωής των ενήλικων 
ατόµων. Η χρησιµότητα των κλωνοποιηµένων ατόµων επεκτείνεται σε 
πολλούς τοµείς ανάµεσα στους οποίους είναι και οι εξής: 

a. Στην βασική έρευνα η SCNT χρησιµοποιείται για την πληρέστερη 
κατανόηση των µηχανισµών της διαδικασίας της γονιµοποίησης και της 
ανάπτυξης του εµβρύου. 

b. Η SCNT µπορεί να εφαρµοσθεί σε µοντέλα που χρησιµοποιούν 
γενετικά τροποποιηµένα παραγωγικά ζώα που προέρχονται από διαγονιδιακά 
σωµατικά κύτταρα και περιέχουν γονίδια που θεωρούνται υπεύθυνα για την 
πρόκληση ασθενειών στον άνθρωπο. Με αυτόν τον τρόπο µπορούµε να 
µελετήσουµε την δράση των γονιδίων αυτών και να την κατανοήσουµε όπως 
επίσης και να εφαρµόσουµε στα ζώα αυτά πειραµατικές θεραπείες και να 
εξετάσουµε τον βαθµό στον οποίο τα γονίδια αυτά αντιδρούν στα εκάστοτε 
θεραπευτικά σχήµατα. 

c. Τα γενετικά τροποποιηµένα παραγωγικά ζώα που προέρχονται από την 
SCNT µπορούν να περιέχουν γονίδια υπεύθυνα για την παραγωγή 
φαρµακευτικών ουσιών. Έτσι είναι δυνατό να έχουµε µεγάλη παραγωγή 
δραστικών ουσιών µέσα στο γάλα ή στο κρέας των ατόµων αυτών. 

d. Η SCNT µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε συνδυασµό ή όχι µε την 
δηµιουργία διαγονιδιακών ζώων για την αύξηση της παραγωγικότητας των 
ζώων, την βελτίωση της ποιότητας ζωής των ζώων και εποµένως την βελτίωση 
των παραγόµενων προϊόντων (Vaita and Gierris, 2006)..  

Πλέον έχουν ανοίξει νέες ευκαιρίες για την αναπαραγωγή των ζώων και 
έχει γίνει αποδεκτή η µεταβίβαση πυρηνικού υλικού ως πολύτιµο εργαλείο για 
την εξέλιξη του περίπλοκου µηχανισµού της αναπτυξιακής βιολογίας. Αυτή η 
φοβερή επιτυχία έκανε τους επιστήµονες να εστιάσουν την προσοχή τους στην 
µεταφορά πυρηνικού υλικού από εµβρυακές κυτταρικές σειρές (Wells, 1997) 



και να αναθεωρήσουν πολλές από τις θεωρίες που σχετίζονται µε την 
αναπτυξιακή βιολογία. 

 Ωστόσο, πλέον ο επιστηµονικός κόσµος έχει πολλά επιστηµονικά, 
κοινωνικά και ηθικά διλήµµατα να αντιµετωπίσει καθώς είναι αµφισβητούµενο 
το κατά πόσο τελικά η τεχνική της κλωνοποίησης θα µπορέσει πραγµατικά να 
εξυπηρετήσει τους σκοπούς που προαναφέρθηκαν καθώς όχι µόνο τα ποσοστά 
επιτυχίας της κλωνοποίησης είναι µικρά αλλά και τα κλωνοποιηµένα ζώα που 
παράγονται δεν είναι ποτέ απολύτως όµοια. ∆ύο σχεδόν όµοια γενετικά 
έµβρυα µπορούν να διαφέρουν εξαιρετικά ως προς τα φαινοτυπικά τους 
χαρακτηριστικά. Αυτό επιδρά κυρίως στην παραγωγή κλωνοποιηµένων 
παραγωγικών ζώων όπου τα υψηλά ποσοστά επιτυχίας, η αποδοχή από την 
κοινή γνώµη και η παραγωγή ατόµων µε ιδιαίτερα συγκεκριµένα 
χαρακτηριστικά είναι στοιχεία απαραίτητα για την εξοικονόµηση οικονοµικών 
πόρων που υποστηρίζουν αυτές τις τεχνικές (Vaita and Gierris, 2006) (Εικόνα 
24). 

 

 

Εικόνα 24. Σχηµατική απεικόνιση της τεχνικής της κλωνοποίησης (Αµοιρίδης) 

 



4.7.  ∆ΙΑΙΡΕΣΗ ΕΜΒΡΥΩΝ 
 

 

Η διαδικασία για τον πολλαπλασιασµό των εµβρύων µέσω της 
διχοτόµησης τους έχει περιγραφεί λεπτοµερώς από τον Willadsen (1979). Από 
το 1891 όµως είχαν ήδη γίνει οι πρώτες προσπάθειες διχοτόµησης από τον 
Hans Driesch, και το 1902 από τον Hans Spemann έγινε η πρώτη διχοτόµηση 
αµφίβιου (σαλαµάνδρας) (Driesch, 1891; Spemann, 1902). Ωστόσο, η απώλεια 
της πυρηνικής ακεραιότητας, ως αποτέλεσµα της διαφοροποίησης των 
κυττάρων, είναι ο κύριος περιοριστικός παράγοντας στον αέναο διαχωρισµό 
των βλαστοµεριδίων. Στην πραγµατικότητα, τα έµβρυα έχουν προγραµµατιστεί 
να συµπυκνωθούν µετά από πέντε - έξι κύκλους διαίρεσης και κατά συνέπεια, 
ο αριθµός των κυττάρων είναι αναλογικά µειωµένος σε έµβρυα που έχουν 
υποστεί µικροχειρισµούς. Η διαίρεση των εµβρύων γίνεται κυρίως για 
ερευνητικούς σκοπούς σε πειράµατα στα οποία είναι απαραίτητο να υπάρχουν 
µονοζυγωτικά δίδυµα  

Το ποσοστό επιβίωσης των βλαστοκύστεων από έµβρυα που περιέχουν 
1/2, 1/4 και 1/8 του αρχικού βλαστοµερούς είναι 80%, 50% και 6%, αντίστοιχα 
(Willadsen, 1981). Μια απλούστερη διαδικασία, γνωστή ως διαίρεση των 
εµβρύων, πρότεινε την διαίρεση των εµβρύων στο στάδιο του µοριδίου (Gatica 
et al., 1984; Willadsen end Godke, 1984), γεγονός που δεν συνεπάγεται 
επικίνδυνες επιπτώσεις στην βιωσιµότητα του εµβρύου, υπό την προϋπόθεση 
ότι το µορίδιο διαιρείται συµµετρικά (Chesne et al., 1987). Η διαίρεση των 
εµβρύων έχει απλοποιηθεί σηµαντικά και έχει χρησιµοποιηθεί για την 
εµπορική εµβρυοµεταφορά σε πρόβατα (Vivanco et al., 1991). Ωστόσο, το 
ανυπέρβλητο όριο της διαίρεσης εµβρύων είναι ο περιορισµένος αριθµός των 
απογόνων ανά έµβρυο που έχει υποστεί µικροχειρισµούς και αυτός ο αριθµός 
δεν µπορεί να ξεπεράσει τα  8 έµβρυα (Εικόνα 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

               Εικόνα 25. Σχηµατική απεικόνιση της διαίρεσης εµβρύων (Αµοιρίδης) 



4.8. ∆ΗΜΙΟΥΡΓΙΑ ∆ΙΑΓΟΝΙ∆ΙΑΚΩΝ ΖΩΩΝ 
 

 

Απευθείας έγχυση του DNA στον ένα από τους δύο προπυρήνες του 
ζυγωτού, χρησιµοποιήθηκε για την απόκτηση των πρώτων διαγονιδιακών 
προβάτων, τα οποία παράγουν τον ανθρώπινο αντι-αιµοροφυλλικό παράγοντα 
ΙΧ στο έκκριµα του γάλακτος (Clark et al., 1989). Απευθείας έγχυση DNA 
χρησιµοποιήθηκε στη συνέχεια για ποικίλες τεχνικές. Οι κυριότεροι 
περιοριστικοί παράγοντες σε αυτή την τεχνική είναι το µικρό ποσοστό των 
εµβρύων που αναπτύσσονται και το γεγονός ότι λιγότερο από το 1% των 
ατόµων που τελικά παράγονται ενσωµατώνουν και εκφράζουν το ξένο 
γονιδίωµα. Επιπλέον µε την µέθοδο αυτή µπορούν να εισαχθούν µόνο µερικά 
νέα γονίδια στο γονιδίωµα του οργανισµού και αυτό συχνά προκαλεί 
προβλήµατα λόγω του ότι η εισαγωγή των γονιδίων γίνεται σε τυχαία θέση και 
είναι δυνατό να διακόψει την αλληλουχία των αµινοξέων κάποιου άλλου 
γονιδίου σηµαντικού για την επιβίωση του οργανισµού (Paterson et al., 2003). 
Αυτή η τυχαία ενσωµάτωση είναι σίγουρα σηµαντική για το ευρύ φάσµα των 
καταστάσεων που προκύπτουν µετά την έγχυση DNA σε έναν από τους δύο 
προπυρήνες και οι οποίες είναι η µε εκτεταµένες ζηµιές ανάπτυξη του 
εµβρύου, η πρόκληση θανατηφόρων µεταλλάξεων που προκαλούνται από τη 
διακοπή ενός ή περισσοτέρων γονιδίων, η αποσιώπηση της αναµενόµενης 
διαγονιδιακής αλλαγής και, τέλος η απρόβλεπτη έκφραση της διαγονιδιακής 
αλλαγής (Wilmut and Clark, 1990). 

Παρότι είναι υπαρκτές όλες οι παραπάνω ανεπιθύµητες επιπτώσεις η 
απευθείας έγχυση DNA έχει χρησιµοποιηθεί για τη δηµιουργία προβάτων που 
εκφράζουν φαρµακευτικές πρωτεΐνες στο γάλα τους (Wright et al., 1991). Πιο 
ακριβής είναι η στοχευµένη γενετική τροποποίηση σε καλλιέργειες κυττάρων. 
Αυτή η προσέγγιση βασίζεται σε ανασυνδυασµό του γονιδίου που εισήχθηκε 
µε προσθήκη αλληλουχιών στα άκρα του που είναι συµπληρωµατικές µε 
αλληλουχίες οι οποίες βρίσκονται στην θέση του γονιδιώµατος που 
επιδιώκουµε να εισέλθει το εξωγενές DNA. Ο ανασυνδυασµός οµόλογων 
χρωµοσωµάτων είναι πλέον ρουτίνα στην εργαστηριακή τεχνική και 
χρησιµοποιείται για τη γενετική τροποποίηση εµβρυϊκών βλαστικών κυττάρων.  

Η παραγωγή ζώντων αµνών από πυρηνική µεταφορά από καλλιέργεια 
κυττάρων (Campbell et al., 1996b) έχει δώσει τη δυνατότητα να προκληθούν 
ακριβείς αλλαγές στη γενετική δοµή πολλών ειδών. Στην πραγµατικότητα 
έχουν παραχθεί διαγονιδιακοί αµνοί µε τη µεταφορά γενετικά τροποποιηµένων 
πυρήνων σε ωοκύτταρα (Schniecke et al., 1997; Βαϊνάς et al., 1998). Η 
πυρηνική µεταφορά µε τη µεσολάβηση της διαγένεσης προσφέρει ποικίλα 
πλεονεκτήµατα σε σύγκριση µε την έγχυση DNA στον ένα από τους δύο 
προπυρήνες του ζυγωτού όπως ότι δεν σπαταλούνται πολύτιµοι οικονοµικοί 



πόροι για την χρησιµοποίηση δεκτριών για κυοφορία εµβρύων που 
αποδεικνύεται εκ των υστέρων ότι δεν έχουν τροποποιηθεί γενετικά. Επίσης η 
πυρηνική µεταφορά επιτρέπει τον προκαθορισµό του φύλου του ζώου, 
αυξάνοντας έτσι την αποτελεσµατικότητα δύο φορές, όταν το φύλο τών 
διαγονιδιακών ζώων είναι κρίσιµης σηµασίας, όπως για παράδειγµα, στον 
τοµέα παραγωγής γάλακτος (Paterson et al., 2003) (Εικόνα 26). 

 

                Εικόνα 26. ∆ηµιουργία διαγονιδιακών ζώων (Αµοιρίδης) 

 

 

 



4.9.  ΕΠΙΛΟΓΗ ΦΥΛΟΥ ΤΟΥ ΕΜΒΡΥΟΥ 
 

 

Για την επιλογή του φύλου του εµβρύου µπορούµε να χρησιµοποιήσουµε 
δυο τρόπους. Είτε να χρησιµοποιήσουµε σπέρµα στο οποίο έχει γίνει 
διαχωρισµός µε βάση το ποιό φυλετικό χρωµόσωµα, Χ ή Υ, περιέχεται σε αυτό 
και να γονιµοποιηθεί µε αυτό το ωάριο, είτε γίνεται προσδιορισµός του φύλου 
απευθείας στο έµβρυο 

 

4.9.1.  ∆ιαχωρισµός του φύλου στο σπέρµα 

 

Τα σπερµατοζωάρια διαχωρίζονται σε δύο τύπους. Αυτά που φέρουν το Χ 
χρωµόσωµα (θηλεοπροσδιοριστικά) και αυτά που φέρουν το Υ χρωµόσωµα 
(αρρενοπροδιοριστικά). Τα Χ και τα Υ χρωµοσώµατα είναι τα φυλετικά 
χρωµοσώµατα και καθορίζουν το φύλο του εµβρύου (Σµοκοβίτης, 2004). Ο 
διαχωρισµός φύλου στο σπέρµα είναι ο διαχωρισµός των σπερµατοζωαρίων 
του σπέρµατος ανάλογα µε το αν περιέχουν το Χ ή το Υ χρωµόσωµα. Μια 
ευρεία αναγνωρισµένη διαφορά µεταξύ των Χ και Υ χρωµοσωµάτων των 
σπερµατοζωαρίων είναι η ποσότητα του DNA που περιέχεται στο φυλετικό 
χρωµόσωµα. Αυτή τη διαφορά εκµεταλλεύεται η µέθοδος της ‘κυτταροµετρίας 
ροής’ για να διαχωρίσει τα σπερµατοζωάρια ανάλογα µε το φυλετικό 
χρωµόσωµα που περιέχουν (Pinkel et al., 1982; Garner et al., 1983). Η 
µέθοδος έγκειται στη σήµανση των σπερµατοζωαρίων µε φθορίζουσα ουσία 
που συνδέεται µε το DNA και στην έκθεσή τους σε U.V. ακτινοβολία. Τα 
σπερµατοζωάρια ακολουθούν διαφορετικές κατευθύνσεις ανάλογα µε την 
ένταση του σήµατος. Τα µειονεκτήµατα της µεθόδου είναι ότι είναι αργή 
(περίπου 300.000 σπερµατοζωάρια ανά ώρα) και ως εκ τούτου δεν είναι 
κατάλληλη για τεχνητή σπερµατέγχυση. Επιπλέον, η χρήση της µπορεί να 
προκαλέσει τερατογενέσεις και ως εκ τούτου  τα ποσοστά βιωσιµότητας των 
παραγόµενων εµβρύων µειώνονται (Εικόνα 27). 

Η απόδοση σε σπέρµα βοοειδών, ταξινοµηµένο µε βάση το αν φέρει το 
χρωµόσωµα Χ ή Υ, µε την τεχνική του ‘φθορισµού (FACS)’ έχει βελτιωθεί 
ιδιαίτερα (Johnson et al., 1998) και µικρής κλίµακας δοκιµές τεχνητής 
σπερµατέγχυσης µε επιλεγµένο σπέρµα έχουν ήδη πραγµατοποιηθεί σε 
βοοειδή (Cran et al., 1997). Για άλλη µια φορά, αν και θεωρητικά η 
αποδοτικότητα της FACS σε σπέρµα κριού µπορεί να έχει παρόµοια 
αποτελέσµατα, η χρήση της σε τεχνητή σπερµατέγχυση προβάτων είναι 
περιορισµένη λόγω του υψηλού κόστους της.  

 



 

   Εικόνα 28. Σχηµατική απεικόνιση της κυτταροµετρίας ροής (Αµοιρίδης) 

 

4.9.2.  Προσδιορισµός του φύλου στο έµβρυο 

 

Η κατάσταση δεν αλλάζει για την επιλογή εµβρύων καθορισµένου 
φύλου. Ο προσδιορισµός φύλου του εµβρύου είναι η διαδικασία κατά την 
οποία προσδιορίζεται το ακριβές φύλο του εµβρύου που παράχθηκε από 
συλλογή-µεταφορά εµβρύων ή κυρίως από την in vitro παραγωγή εµβρύων. 

Από το αρκετά προχωρηµένο έµβρυο (στάδιο µοριδίου ή βλαστοκύστης) 
µε την διαδικασία του µικροχειρισµού αποµονώνεται ένα βλαστοµερίδιο. Από 
αυτό το βλαστοµερίδιο µπορεί να προσδιοριστεί το φύλο του εµβρύου, 
προσδιορίζοντας το φυλετικό χρωµόσωµα που περιέχει. Αυτό µπορεί να γίνει 
µε χρωµοσωµατική ανάλυση (προσδιορισµός καρυότυπου), µε ανοσολογικό 
προσδιορισµό του αντιγόνου (Χ-Υ) και τελευταία µε την αλυσιδωτή αντίδραση 
της πολυµεράσης (PCR) όπου πολλαπλασιάζεται χαρακτηριστική 
συµπληρωµατική αλληλουχία του Υ χρωµοσώµατος  που δίνει και τα 
καλύτερα αποτελέσµατα.  

Εµπορικά πακέτα για επιλογή εµβρύων καθορισµένου φύλου βοοειδών µε 
PCR είναι διαθέσιµα σε λογικές τιµές και πιθανόν, λόγω της υψηλής οµολογίας 



µεταξύ των ειδών, τα περισσότερα από αυτά µπορούν να χρησιµοποιηθούν 
επιτυχώς και για επιλογή εµβρύων καθορισµένου φύλου προβάτων, όµως οι 
δηµοσιευµένες εργασίες είναι περιορισµένες (Naitana et al., 1997) (Εικόνα 28).   

 

Εικόνα 28. Σχηµατική απεικόνιση του προσδιορισµού του φύλου εµβρύου (Αµοιρίδης) 

 

 



4.10.  ΕΝ∆ΟΚΥΤΤΑΡΟΠΛΑΣΜΑΤΙΚΗ ΕΝΑΠΟΘΕΣΗ 
ΣΠΕΡΜΑΤΟΖΩΑΡΙΟΥ (ICSI) 

 

 

Η ενδοκυτταροπλασµατική εναπόθεση σπερµατοζωαρίου (ICSI) είναι 
µια νέα τεχνική στον τοµέα της υποβοηθούµενης αναπαραγωγής και παρέχει 
συναρπαστικές ευκαιρίες για τη µελέτη των βασικών µηχανισµών της 
γονιµοποίηση και αυτών που διέπουν την αρχική ανάπτυξη του εµβρύου. 
Παρόλα αυτά, η εφαρµογή της εµποδίζεται σε µεγάλο βαθµό από τα χαµηλά 
ποσοστά επιτυχίας που αναφέρθηκαν σε συνδυασµό µε το αυξηµένο κόστος. 
Συγκεκριµένα, τα ποσοστά σχηµατισµού βλαστοκύστεων και ζώντων 
γεννηµένων αµνών είναι πολύ µειωµένα όταν προέρχονται από ζυγωτά 
σχηµατισµένα από ICSI. Η ICSI έχει ιδιαίτερα χαµηλή απόδοση σε σύγκριση 
µε άλλες εναλλακτικές λύσεις υποβοηθούµενης αναπαραγωγής, όπως η 
τεχνητή σπερµατέγχυση και η εξωσωµατική γονιµοποίηση (Garcia-Rosello et 
al., 2009). Η ενδοκυταροπλασµατική εναπόθεση σπερµατοζωαρίου συνίσταται 
στην γονιµοποίηση ενός ωαρίου που βρίσκεται στη φάση της µετάφασης II 
(MII) και την άµεση έγχυση ενός µόνο σπερµατοζωαρίου στο κυτταρόπλασµα 
το οποίο έχει άθικτο τόσο το ακρόσωµα όσο και την σπερµατική µεµβράνη 
(Εικόνα 29). Αυτή η τεχνική αναφέρθηκε µε επιτυχία για πρώτη φορά σε 
κρικητούς (χάµστερ) πριν από 40 χρόνια (Uehara και Yanagimachi 1976) και 
στη συνέχεια, τελειοποιήθηκε στον άνθρωπο (Palermo et al.. 1992).  

Η ICSI έχει χρησιµοποιηθεί κυρίως για την επίλυση της υπογονιµότητας 
επειδή είναι δυνατή η χρήση σπερµατοζωαρίων από την επιδιδυµίδα και τους 
όρχεις µε παρόµοια αποτελέσµατα (Nagy et al., 1995; Shulman et al., 1999; 
Vernaeve et al., 2003). Επίσης µπορεί να χρησιµοποιηθεί για τη διατήρηση της 
βιοποικιλότητας, την παραγωγή διαγονιδιακών ζώων ή για την επίλυση 
προβληµάτων στην εξωσωµατική γονιµοποίηση. Παρόλη την πρόσφατη 
πρόοδο, η παραγωγή εµβρύων in vitro από ωοθήκες που προέρχονται από 
σφαγείο έχει περιοριστεί λόγω της υψηλής συχνότητας πολυσπερµίας (Coy and 
Romar, 2002). Έτσι, η ICSI παρουσιάζεται ως µία εναλλακτική λύση για την in 
vitro παραγωγή εµβρύων. 

 

 

 

 

 



 

         Εικόνα 29. Τεχνική της ενδοωαριακής έγχυσης σπερµατοζωαρίου (Αµοιρίδης) 

 

Η ενδοωαριακή έγχυση σπερµατοζωαρίου σε παραγωγικά ζώα µπορεί να 
είναι ένα πολύτιµο εργαλείο έρευνας για τη διερεύνηση των θεµελιωδών 
αρχών σε θέµατα σχετικά µε την αλληλεπίδραση των ωαρίων και των 
σπερµατοζωαρίων κατά τη γονιµοποίηση. Ιδίως, σε σχέση µε την 
ενεργοποίηση του ωοκυττάρου και τον προπυρηνικό σχηµατισµό του 
αρσενικού ειδικά στα πολύ πρώιµα στάδια ανάπτυξης του εµβρύου. 
Πειραµατικές µελέτες είναι αναγκαίες για την αναγνώριση βαθύτερων 
προβληµάτων ή περιορισµών σε τεχνικές και µηχανισµούς πριν την ευρεία 
εφαρµογή στην πράξη. 



5.  ΠΕΡΙΟΡΙΣΤΙΚΟΙ ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ 
ΤΩΝ ΤΕΧΝΙΚΩΝ ΥΠΟΣΤΗΡΙΖΟΜΕΝΗΣ 

ΑΝΑΠΑΡΑΓΩΓΗΣ 
 
 

5.1. ΓΟΝΙΜΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ ∆ΕΚΤΡΙΩΝ 
 

 

Ανεξάρτητα από το σχήµα της διέγερσης των ωοθηκών που θα 
χρησιµοποιηθεί, το ποσοστό γονιµοποίησης µετά από φυσική οχεία σε 
προβατίνες στις οποίες έχει προκληθεί πολλαπλή ωοθυλακιορρηξία, ιδίως σε 
αυτές στις οποίες η ωοθυλακιορρηξία υπερβαίνει τα δέκα ωοθυλάκια, 
εµφανίζεται µειωµένο (Gordon, 1997). Πιθανή αιτία της αποτυχίας της 
γονιµοποίησης µετά από προγραµµατισµένη γονιµοποίηση σε θηλυκά που 
έχουν υποστεί θεραπεία µε FSH, θεωρείται ο κακός συγχρονισµός της ρήξης 
των ωοθυλακίων µετά την απόσυρση του προγεσταγονούχου  σπόγγου. Στα 
πρόβατα, θα µπορούσε να σχεδιαστεί ένα χρονοδιάγραµµα τεχνητής 
σπερµατέγχυσης µε βάση την εµφάνιση της κορυφής της LH, (Χ ± SD, 48,7 ± 
11,1 h) και η εµφάνιση του οίστρου παρατηρείται 38,5 ± 9 h (Μενεγάτος, 
1990). Για να συγχρονιστεί η στιγµή της ωοθυλακιορρηξίας συνίσταται η 
χορήγηση µια ένεσης GnRH 30-36 ώρες µετά την αποµάκρυνση του σπόγγου 
(Walker et al., 1989).  

Το χαµηλό ποσοστό που παρατηρείται κατά την γονιµοποίηση θηλυκών τα 
οποία είχαν µεγάλη ανταπόκριση σε θεραπεία πρόκλησης πολλαπλής 
ωοθυλακιορρηξίας, µετά από κολπική σπερµατέγχυση ή σπερµατέγχυση στον  
τράχηλο της µήτρας, µπορεί να αποδοθεί τόσο σε διαταραχές κατά την 
µεταφορά του σπέρµατος (Evans and Armstrong, 1984) όσο και στην ποιότητα 
του ωαρίου (Moor et al., 1985). Το πρόβληµα αυτό ξεπεράστηκε από τους 
Trounson and Moore, 1974 µε τη χειρουργική εναπόθεση σπέρµατος 
κατευθείαν στο κέρας της µήτρας και ακολούθως µε την χρησιµοποίηση της 
λαπαροσκοπικής σπερµατέγχυσης επιλύθηκε κάθε δυσκολία (Robinson et al., 
1989). Συνήθως, εκτελείται µία σπερµατέγχυση περίπου 48-50 ώρες µετά την 
αποµάκρυνση του προγεσταγονούχου σπόγγου η οποία παρέχει ικανοποιητικά 
ποσοστά γονιµοποίησης των ωαρίων και ανάκτησης των εµβρύων (Scudamore 
et al., 1991a, b),  αποδεικνύοντας ότι η εγγενής ικανότητα του ωαρίου να 
γονιµοποιείται δεν πλήττεται µετά από θεραπεία µε FSH.  

Το υψηλό επίπεδο γονιµοποίησης των ωαρίων προβατίνων, µετά τη 
θεραπεία πρόκλησης πολλαπλής ωοθυλακιορρηξίας, σε συνδυασµό µε 
ανταγωνιστή GnRH και FSH επιβεβαιώνεται σε προβατίνες της φυλής 
Lacaune µε λιγότερο από 30 ωοθυλακιορρηξίες. Σε θηλυκά µε περισσότερες 



από 30 ωοθυλακιορρηξίες, υπάρχει σηµαντική πτώση τόσο στην γονιµοποίηση 
όσο και στο ποσοστό των µεταφέρσιµων εµβρύων. Στην εξωσωµατική 
γονιµοποίηση αυτών των  προβατίνων που ανταποκρίνονται υπερβολικά στην 
θεραπεία πρόκλησης πολλαπλής ωοθυλακιορρηξίας, καθορίζεται αναπόφευκτα 
αν τα εν λόγω ωάρια γονιµοποιούνται κανονικά και µπορούν να αναπτυχθούν 
έως το στάδιο της βλαστοκύστης. Αν µπορούν, τότε αποδεικνύεται ότι είναι η 
µειωµένη in vivo µεταφορά του σπέρµατος στην σάλπιγγα που είναι 
επακόλουθο αυτών των ακραίων συνθηκών και όχι η γονιµοποιητική 
ικανότητα των ωαρίων. 



5.2. ΕΠΑΝΑΛΑΜΒΑΝΟΜΕΝΗ ΑΝΑΡΡΟΦΗΣΗ 
ΩΟΘΥΛΑΚΙΩΝ 

 

 

Η συχνότητα µε την οποία είναι δυνατό να πραγµατοποιηθεί αναρρόφηση 
ωαρίων από τα ωοθυλάκια αµνάδων δεν έχει µελετηθεί επαρκώς. Αρχικά 
αποδείχθηκε ότι είναι δυνατό να εφαρµοστεί επανειληµµένα πολλαπλή 
ωοθυλακιορρηξία σε πρόβατα, σε διάστηµα 1 έτους, χωρίς να αντιµετωπίζουν 
σοβαρή µείωση στην ανταπόκριση των ωοθηκών (Moore and Shelton, 1962; 
Torres and Sevellec, 1987) και αργότερα επιχειρήθηκε να γίνει αναρρόφηση 
των ωοθυλακίων. Μέχρι στιγµής έχει αναφερθεί αναρρόφηση µια φορά σε 
αµνάδες διαφόρων ηλικιών (Earl et al., 1995), µια φορά σε ηλικία 4 έως 5 
εβδοµάδων (Ptak et al., 1999), τέσσερις φορές σε µηνιαία διαστήµατα ή µία 
φορά σε διαφορετικό µήνα (Valasi et al., 2006, 2007b), έξι φορές κάθε 14 
ηµέρες αρχίζοντας από την ηλικία των 8 έως 9 εβδοµάδων (Anel et al., 1997) ή 
3 έως 5 φορές ξεκινώντας από την ηλικία των 4 εβδοµάδων (Ptak et al., 2003). 
Φαίνεται ότι η ανάπτυξη ωοθυλακίων σε αµνάδες (Ptak et al., 2003) και σε 
προβατίνες (Morton et al., 2005) επηρεάζεται αρνητικά εάν έχει προηγηθεί 
αναρρόφηση ωοθυλακίων σε µικρότερη ηλικία. Ωστόσο, δεν έχει ακόµη 
διευκρινιστεί εάν και κατά πόσο οι προηγούµενες αναρροφήσεις επηρεάζουν 
την ανάπτυξη των ωοθυλακίων µετά από ορµονική αγωγή ή εάν τελικά η ίδια η 
κατάσταση των ωοθυλακίων (πληθυσµός- διάµετρος) είναι εκείνη που 
καθορίζει το αποτέλεσµα (Cognie, 1999) 

Στην περίπτωση της επανειληµµένης αναρρόφησης των ωοθυλακίων σε 
µικρά µεσοδιαστήµατα, oι συµφύσεις που προκαλούνται από την 
λαπαροτοµική συλλογή ενδέχεται να µειώσουν τον αριθµό λήψεων από τον 
ίδιο δότη (Nellenschulte et al., 1992). Σύγχρονες µελέτες αποδεικνύουν ότι η 
επαναλαµβανόµενη αναρρόφηση ωοθυλακίων δεν επηρεάζει το χρόνο 
ενήβωσης και τη µελλοντική γονιµότητα των δοτριών νεαρών αµνάδων (Valasi 
et al. 2006, 2009). Ωστόσο, η τεχνική της λαπαροσκοπικής προσέγγισης της 
ωοθήκης φαίνεται ότι υπερτερεί της λαπαροτοµής, διότι µειώνονται οι 
πιθανότητες δηµιουργίας µετεγχειρητικών συµφύσεων (Armstrong et al., 1997; 
Alberio et al., 2002). Παρόλα αυτά, έχει αναφερθεί δηµιουργία συµφύσεων 
στο 35% των προβατινών που υποβάλλονται σε επανειληµµένη 
λαπαροσκοπική αναρρόφηση µέσα σε διάστηµα 10 εβδοµάδων. Επιπλέον, 
πρέπει να σηµειωθεί ότι η επανειληµµένη διακολπική αναρρόφηση 
ωοθυλακίων σε άνηβες µοσχίδες προκαλεί ιστολογικές αλλοιώσεις στις 
ωοθήκες, οι οποίες όταν είναι ιδιαίτερα εκτεταµένες είναι πιθανό να 
επηρεάσουν τη φυσιολογική λειτουργία των ωοθηκών και κατά επέκταση, τη 
γονιµότητα των ζώων (Snel-Oliveira et al., 2002). 

 



5.3.  ΣΥΝ∆ΡΟΜΟ ΤΩΝ ΜΕΓΑΛΩΝ ΑΠΟΓΟΝΩΝ 
(LARGE OFFSPRING) 

 

 

Η γέννηση ασυνήθιστα µεγάλων αµνών ή µόσχων, που συνδέεται µε µη 
φυσιολογικές γεννήσεις και υψηλή συχνότητα εµφάνισης θνησιγενών 
εµβρύων, έχει αναφερθεί µετά από την µεταφορά πυρηνικού υλικού, την 
µεταφορά εµβρύων σε δέκτριες που δεν έχουν απόλυτα συγχρονισµένο κύκλο 
µε τις δότριες και τη µεταφορά in vivo ή in vitro παραγόµενων εµβρύων όταν 
για την καλλιέργειά τους χρησιµοποιείται οµόλογος ή και ετερόλογος ορός 
(Willadsen et al., 1991; Walker et al., 1996). Επίσης έχει παρουσιαστεί και 
κατά την φυσιολογική εγκυµοσύνη όταν διαταράσσεται το επίπεδο της 
διατροφής (McEvoy et al., 1998). Προφανώς, ένα ακατάλληλο περιβάλλον 
όπου το έµβρυο επωάζεται για ένα σχετικά µεγάλο χρονικό διάστηµα ή µια 
εκτεταµένη χειραγώγηση, όπως ο επαναπρογραµµατισµός του γονιδιώµατος, 
διαταράσσει γονίδια που σχετίζονται µε τη ρύθµιση της ανάπτυξης του 
εµβρύου. Παρόλο που το σύνδροµο της εµβρυϊκής υπερανάπτυξης έχει 
αναφερθεί και σε άλλα είδη, αυτό έχει προκύψει από διαφορετικές αιτίες όπως 
χρωµοσωµικές ανωµαλίες, αυθόρµητες µεταλλάξεις ή γενετικές επεµβάσεις 
(Hastie, 1997).  

Το πιο εντυπωσιακό χαρακτηριστικό του συνδρόµου είναι το µεγάλο 
µέγεθος κατά τη γέννηση, αν και η εµβρυϊκή υπερανάπτυξη έχει ανιχνευθεί 
ήδη από την ηµέρα 21 της κύησης στα πρόβατα (Young et al., 1996). Η 
αύξηση σε βάρος κατά τη γέννηση ποικίλλει ευρέως, δύο φορές το κανονικό 
βάρος κατά τη γέννηση πάντως, δεν είναι ασυνήθιστο. Έχει αναφερθεί και 
περίπτωση όπου γεννήθηκε αρνί που είχε βάρος, κατά τη γέννηση, πέντε φορές 
πάνω από το φυσιολογικό (Walker et al., 1996). Η δυστοκία που συνδέεται µε  
το αυξηµένο βάρος κατά τη γέννηση απαιτεί συχνά την χρήση καισαρικής 
τοµής (Kruip and den Daas, 1997). Η διάρκεια της εγκυµοσύνης είναι συχνά 
µεγαλύτερη από τη φυσιολογική, αν και αυτό δεν αρκεί για να εξηγήσει την 
υπερβολική αύξηση του βάρους κατά την γέννηση (Walker et al., 1992). Άλλα 
χαρακτηριστικά φαινόµενα που σχετίζονται µε το σύνδροµο των µεγάλων 
απογόνων κατά τη γέννηση περιλαµβάνουν δυσκολίες στην αναπνοή, 
απροθυµία των νεογνών να θηλάσουν και αιφνίδιους θανάτους (Walker et al., 
1996; Garry et al., 1996). Αυξηµένοι πρώιµοι εµβρυικοί θάνατοι, ιδιαίτερα στο 
πρώτο µισό της εγκυµοσύνης (Ranilla et al., 1998), συνδέονται επίσης µε αυτό 
το σύνδροµο (Walker et al., 1992; Wilmut et al., 1997).  

Φαίνεται, πως υπάρχει πολύ µικρή συνεισφορά της µητέρας στην όλη 
διαδικασία. Παρόλα αυτά η διαφοροποίηση της µητρικής διατροφής έχει 
αποδειχθεί ότι µπορεί να προκαλέσει το σύνδροµο των µεγάλων απογόνων. 
Προβατίνες οι οποίες τρέφονταν µε υπερβολικά ποσά µη πρωτεϊνικής 



προέλευσης αζώτου, υπό µορφή ουρίας, για διάστηµα από 21 ηµέρες πριν από 
το ζευγάρωµα και έως την ηµέρα 63 της κυοφορίας, οδήγησε σε µεγάλου 
µεγέθους αµνούς κατά τη γέννηση (McEvoy et al., 1998). ∆εν είναι γνωστό 
εάν το ωάριο ή το έµβρυο (ή και τα δύο) διαφοροποιήθηκαν λόγω της µακράς 
περιόδου έκθεσης σε ουρία. 

Εµπειρικά δεδοµένα υποδεικνύουν ότι όλοι οι παράγοντες που 
δηµιουργούν την συγκεκριµένη διαταραχή δρουν µέσω ενός και µόνο 
µηχανισµού κατά την διάρκεια της δηµιουργίας του εµβρύου. Παρόλα αυτά η 
πιθανότητα να υπάρχουν περισσότεροι του ενός φαινότυποι οι οποίοι 
περικλείονται στον όρο ‘σύνδροµο των µεγάλων απογόνων’ και εποµένως 
περισσότεροι του ενός µηχανισµοί οι οποίοι επιδρούν στο έµβρυο δεν µπορεί 
να αποκλειστεί. Ενδιαφέρων παρουσιάζει το γεγονός ότι η εµφάνιση των κάτω 
σιαγόνων χαµηλότερα σε αρνιά που προέρχονται από in vitro παραγωγή και 
από κλωνοποιηµένα έµβρυα (Schnieke et al., 1997) παρουσιάζεται και σε 
ποντίκια µετά από in vitro παραγωγή (Dean et al., 1998). Αυτό υποδεικνύει ότι 
πιθανών είναι κοινά τα γονίδια τα οποία επιδρούν κατά την δηµιουργία του 
εµβρύου και διαφοροποίηση της έκφρασης τους προκαλεί την εµφάνιση 
διαφοροποιηµένων ως προς τον φυσιολογικό φαινότυπο (Eggenschwiler et al., 
1997). Τέτοια γονίδια είναι το IGF-2, IGF-2r, H19 τα οποία είναι ήδη γνωστό 
ότι εκφράζονται σε έµβρυα και κυήµατα τα οποία πάσχουν από το σύνδροµο 
των µεγάλων απογόνων (Young et al., 1998). 



6.  ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 
 

Η εξηµέρωση των προβάτων έπαιξε σηµαντικό ρόλο στην ανάπτυξη των 
πολιτισµών πολλών χωρών κυρίως όµως στις χώρες της Μεσογείου . Σήµερα, 
η εκτροφή προβάτων έχει σηµαντική συµβολή στην αγροτική οικονοµία 
πολλών κρατών όπως είναι η Ιταλία, η Γαλλία, η Ισπανία και η Ελλάδα. 

Τις τελευταίες δύο δεκαετίες έχει αλλάξει δραµατικά η διαχείριση των 
προβάτων, κυρίως της γαλακτοπαραγωγικής κατεύθυνσης, µέσω της 
διατροφής, της γενετικής βελτίωσης, της βελτίωσης της υγιεινής και της 
εντατικοποίησης των µεθόδων εκτροφής. Ωστόσο, παρά τις βελτιώσεις αυτές, 
η τεχνητή γονιµοποίηση είναι η µόνη τεχνολογία που καθηµερινά εφαρµόζεται 
σε προγράµµατα επιλογής. Παρόλο που οι υπόλοιπες αναπαραγωγικές 
τεχνολογίες θεωρούνται συστήµατα που χρησιµοποιούνται σχεδόν 
αποκλειστικά από γενετιστές, πρέπει να αλλάξει η νοοτροπία αυτή για να 
επέλθει ακόµη πιο έντονη πρόοδος ως προς την παραγωγή ζώων υψηλής 
παραγωγικής και αναπαραγωγικής αξίας. 

Με τα προγράµµατα πολλαπλής ωοθυλακιορρηξίας – µεταφοράς εµβρύων 
(MOET) µπορεί να αναµένεται γενετική πρόοδος από 15 έως 40% στις µικρές 
µονάδες και µέχρι 100% σε µεγάλα κοπάδια, σύµφωνα µε ορισµένους 
συγγραφείς (Nicholas, 1996) ή µπορεί και να είναι αµελητέα η πρόοδος βάσει 
άλλων ερευνητών (Barillet, 1997). Επίσης, από τις τεχνολογίες που 
περιγράφονται στην παρούσα µελέτη, ορισµένες έχουν περιορισµένες 
προοπτικές για βελτίωση, ιδίως οι χειρουργικές και λαπαροσκοπικές 
διαδικασίες. Οι κυριότερες από αυτές πάντως, όπως η πρόκληση πολλαπλής 
ωοθυλακιορρηξίας in vitro και οι τεχνολογίες  κλωνοποίησης, εξακολουθούν 
να έχουν µεγάλο περιθώριο για βελτίωση.  

Ωστόσο, οι αναπαραγωγικές τεχνολογίες που σχετίζονται µε την χρήση 
φαρµακευτικών ουσιών µάλλον δεν θα τύχουν της αποδοχής των καταναλωτών 
οι οποίοι ειδικά τα τελευταία χρόνια στρέφονται όλο και περισσότερο προς την 
χρησιµοποίηση πρακτικών φιλικών προς το φυσικό περιβάλλον και την ευζωία 
των ζώων. Τεχνολογίες όµως, όπως η κλωνοποίηση ή η δηµιουργία 
διαγονιδιακών ατόµων, παρότι είναι δαπανηρές και πολυσύνθετες από τεχνικής 
απόψεως, έχουν αναπτυχθεί ιδιαίτερα από  βιοτεχνολογικές εταιρείες και η 
παραγωγή φαρµακευτικών πρωτεϊνών από διαγονιδιακά ζώα έχει πλέον 
εµπορική εφαρµογή. Αυτό το γεγονός πρέπει να µας κάνει να αντιµετωπίσουµε 
αυτές τις τεχνικές µε ένα τρόπο που ναι µεν θα είναι κριτικός αλλά από την 
άλλη δεν θα είναι επικριτικός και δεν θα αποτελεί εµπόδιο για όποια εξέλιξη 
µπορεί να επιτευχθεί.  



Σηµαντικό είναι βέβαια, να αναγνωρισθούν και να αποµακρυνθούν από 
πριν παράγοντες που είναι υπεύθυνοι για διαφόρων ειδών ανωµαλίες στην 
παραγωγή και την ανάπτυξη των εµβρύων όπως και την µετέπειτα παραγωγική 
και αναπαραγωγική τους ζωή ως ενήλικα άτοµα, έτσι ώστε να µην υπάρξει 
κάποια στιγµή αδιέξοδο. Αυτό σηµαίνει συνετή χρήση των τεχνολογιών 
αναπαραγωγής η οποία θα εναρµονίζεται µε τις ανάγκες για εύρεση λύσεων σε 
πολύπλοκα ζητήµατα και συγχρόνως θα ικανοποιεί ηθικά ως προς τον τρόπο 
που χειρίζονται τα ζώα και τον τρόπο που εκείνα θα το ανταποδώσουν. 
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