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ألفا  أوحمض الأسكوربيك  أو نوليالريت هايال ضافالأنضاج الم ةبيئتأثير 

ً يا  معملالنووى النضج و معدل تمدد خلايا التراكم المبيضىعلى توكوفيرول      
  لبويضات الجاموس

    و        الخѧѧѧالق                                                 مصѧѧѧطفي عبѧѧѧد الحلѧѧѧيم الحرايѧѧѧري، عبѧѧѧد الخѧѧѧالق السѧѧѧيد عبѧѧѧد    ،              وائѧѧѧل أحمѧѧѧد خليѧѧѧل
  . ي                       زيرك محمد رستم خان بالان

  .              جامعة المنصورة  –             كلية الزراعة   –                  قسم إنتاج الحيوان 
  

  الملخص
  

حمض الاسكوربيك  أو )ميكرومول/مل ١٠نول (يالريتكل من أجري هذا البحث بهدف دراسة تأثير إضافة 
إلى بيئة الإنضاج المعملى نزيمية غير إميكرومول/مل) كمضادات أكسدة  ١٠٠توكوفيرول (- αو أميكرومول/مل)  ١٠٠(

 ومعدل الإنضاج معدل تمدد حلايا التراكم المبيضىبقياس الأنضاج المعملى لبويضات الجاموس لبويضات الجاموس على 
إستزراع البويضات الجيدة والمقبولة فى بيئة وفى المجازر يضات من مبايض الجاموس المذبوحةتم جمع البو .النووى

ً ا  مضاف) ١٩٩- الأنسجةبيئة زراعة (  الإنضاج المعملى  ساعة فى حضانة ٢٢إليها الفيتامينات بالتركيزات المذكورة لمدة   
رطوبه. بعد عملية الإنضاج تم  %٩٥ثانى أكسيد كربون وأكثر من  %٥م و°٣٨٫٥على درجة حرارة  ثانى أكسيد الكربون

التمدد الكلى تحسن تشير النتائج إلى وى للبويضات. تقييم معدل تمدد خلايا التراكم المبيضى وكذلك معدل الإنضاج النو
نول يتوكوفيرول، حمض الأسكوربيك والريت α البيئه المضاف البهافى تحسن  كان أعلىحيث لخلايا التراكم المبيضى 

كان أعلى أيضا  .ولم تكن الفروق معنويه )%٦٠٫٢القياسية ( بيئهبالمقارنة  )على التوالى ،%٦٩٫٢و ٦٩٫٤، ٧٧٫٢(
مجموع كل من البويضات التى وصلت إلى الطور الإنفصالى الأول والطور النهائى الأول والطور ( نووى نضاجال معد

ً معنويا   )الإستوائى الثانى  ،%٨١٫٩٤و ٨٢٫٢٣, ٨٣٫٤٨(توكوفيرول والأسكوربيك - αنول، يالريت للبيئات المضاف اليها      
  .%٦٨٫٤٦ القياسية مقارنة بالبيئه )على التوالي
كمضادات أكسدة توكوفيرول - αو أوحمض الأسكوربيك أنول يمن هذه النتائج أن إضافة كل من الريت نستخلص 

ً ا  يمعملالنووى  معدل الإنضاجد يوتز حسن من معدل تمدد خلايا التراكم المبيضىتإلى بيئة الإنضاج المعملي غير إنزيمية    
  اموس.جلبويضات ال نضاج معملىإأعطت أحسن معدل  ضافة الرتينولإ لبويضات الجاموس.
 .غير الإنزيميةالمعملى، مضادات الأكسده نضاج الإ ،البويضات الجاموس، الكلمات المفتاحية:

  

  مقدمة
 

ومن لبويضات الجاموس  ياتعتبر عملية الإنضاج المعملي خطوه هامه لنجاح عملية الإخصاب معمل
، طريقة الجمع، جودة البويضات، وجود العوامل التى تؤثر عليها إضافات البيئة، الموسم، حجم الحويصلات

  ).Mahmoud and Al-Shimaa, 2013( خلايا التراكم المبيضى، حالة المبيض وطول مدة الإنضاج
 ,.Guerin et alالإجهاد الناتج عن الأكسدة أكبر مشكلة تواجه عملية الإخصاب المعملى يعتبر   

لإجهاد الناتج عن الاكسده على أنه ناتج ) اFeugang (et al., 2004 بعض الباحثين عرفوقد )(2001
 Reactive oxygen species (ROS)الحرة المتضمنة للأوكسجين  الشواردعدم التوازن بين إنتاج من 

) 2O-(وكسيد لأافوق يون أ الحرة المتضمنة للأوكسجينوتشمل هذه الشوارد  ومضادات الأكسده الخلويه. 
تطور مام أتلك المواد عقبة رئيسية تعتبر  ) وOH-الهيدروكسيل () وأيونات 2O2Hوق أكسيد الهيدروجين (فو

تكون شديدة التفاعل مع جزيئات الخلايا المعقدة مثل الدهون  أنها حيث )(Guerin et al., 2001الأجنه 
وتسبب سلسله من تعطيل الوظائف مثل عدم تنشيط  DNA)(والبروتينات والحمض النووي 
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 ,Kowaltowski (1999وشذوذ الميتوكندريا   ) (Halliwell and Gutteridge, 1989الإنزيمات
and Vercesi وتجزئة الحمض النووي (et al., 1998) Lopes.(   

 مضادات أكسده غير إنزيميه مثل الجلوتاثيون وفيتامينالشوارد الحره تشمل أليات الدفاع ضد  توجد 
نول) والبيروفات والتيورين ي(الريت أ (ألفا توكوفيرول) فيتامين ه وفيتامين )(حمض الأسكوربيك ج

والجلوتاثيون تاز يومسديكسيد ووالهيبوتورين بينما تشمل مضادات الأكسدة الإنزيمية الكتاليز وسوبر أ
  ). (Guerin et al. 2001بيروكسيداز 

هـ بكميات معنويه في المبيض أو & أ ىيوجد فيتامينحيث ، يعتبر فيتامين هـ مضاد أكسده طبيعى
 NADPH oxidase. فيتامين هـ يثبط تخليق (Schweigert and Zucker, 1988)الحويصلى السائل 

أ) غشاء الخلية من الإجهاد & من أيونات فوق الاكسيد وتحمى مضادات الأكسدة الذائبة فى الدهون (فيتامين هـ 
ية الدقيقة المهمة فى أحد المكونات الغذائ )أ(يعتبر فيتامين و .Pascoe et al., 1987)( الناتج عن الأكسدة

داخل الخلايا الأكسدة فى منع الإجهاد الناتج عن   ً ا  . ويلعب دور)Gomez et al., 2004(بقار تناسل الأ
)Ahlemeyer et al., 2001(.  وتعتبر الريتونيدات منظمات للنمو الخلوى والتمايز الجنينى للعديد من

ه ونضج البويضات والتطور الجنينى المبكر مهمه لإنتاج هرمونات المبيض الإسترويديهى الخلايا و
)Thiyagarajan and Valivittan, 2009.(  يعتبر حمض الأسكوربيك من أهم مضادات الأكسدة كما

أكسدة قوى ومباشر وعامل حماية ضد  وهو مضاد )Warren et al., 2000(التى توجد خارج الخلية 
  ).DNA )Fraga et al., 1991ـ لالضرر الناتج من الأكسدة الداخلية ل

أو حمض الاسكوربيك أو  نوليالريت كل من لذلك كان الهدف من هذا البحث هو دراسة تأثير إضافة
α - التراكم لايا خبيئة الإنضاج المعملى على كل من معدل تمدد  إلىغير إنزيمية توكوفيرول كمضادات أكسدة

  .        ً معمليا   لبويضات الجاموس النووىالمبيضى ومعدل الإنضاج 
  

  لطرق والموادا
  

                                                                                             أجريت هذه الدراسة فѧѧي  مختبѧѧر الفسѧѧيولوجي والتكنولوجيѧѧا الحيويѧѧة بقسѧѧم انتѧѧاج الحيѧѧوان بكليѧѧة الزراعѧѧة 
    .     ٢٠١٤                      حتى شهر فبراير (شباط)       ٢٠١٣  )   ول أ      تشرين                                منصورة في الفترة من شهر أكتوبر(        جامعة ال

    :            جمع المبايض
  ѧѧن المجѧѧل مѧѧن كѧѧايض مѧѧع المبѧѧم جمѧѧات   الال   زر  ا                            تѧѧه بمحافظѧѧة  ال             يѧѧاهرة و المنوفيѧѧوم (                  قѧѧبين الكѧѧت    )          شѧѧوكان      

            غيѧѧر معروفѧѧه.                            (مѧѧن حيѧѧث مرحلѧѧة دورة الشѧѧياع)                                     الحالة التناسلية للحيوانѧѧات المذبوحѧѧة                           المبايض طبيعية بينما كانت 
                     كلوريѧѧد الصѧѧوديوم) علѧѧى    %   ٩ ٫ ٠                                                                كان يѧѧتم جمѧѧع المبѧѧايض بعѧѧد الѧѧذبح مباشѧѧرة وتوضѧѧع فѧѧي محلѧѧول  فسѧѧيولوجي ( 

        ساعات.   ٦-  ٥              لمختبر في خلال      الى ا            من المجازر       نقلها    ثم           درجة مئوية     ٣٠           درجة حرارة 
              غسل المبايض:

                                           الزائѧѧدة مѧѧن النسѧѧيج الضѧѧام حѧѧول المبѧѧيض  وغسѧѧلها      جѧѧزاء  لأ      زالѧѧة ا إ                               بعѧѧد نقѧѧل المبѧѧايض الѧѧى المختبѧѧر تѧѧم   
                               الزائѧѧدة ثѧѧم غسѧѧلها بكحѧѧول الايثايѧѧل      نسѧѧجة  لأ  وا             الѧѧدم المѧѧتجلط      زالѧѧة  لإ                                  مѧѧرتين فѧѧي محلѧѧول فسѧѧيولوجى دافѧѧئ وذلѧѧك 

   % ٩ ٫ ٠                  بمحلѧѧول  فسѧѧيولوجي (      خيѧѧرة   أ                                    أي تلѧѧوث علѧѧى سѧѧطح المبѧѧيض ثѧѧم غسѧѧلها مѧѧرة      زالѧѧة  لإ      ثѧѧواني        ) لعدة  %  ٧٠ (
                   كلوريد الصوديوم).

               جمع البويضات:
     مѧѧم)     ٨  –   ٢                                              الحويصلات المرئية على سѧѧطح المبѧѧيض ذات القطѧѧر مѧѧن (    من                       م سحب السائل الحويصلي ت  
            (بيئѧѧة زراعѧѧة                   مѧѧل مѧѧن بيئѧѧة الجمѧѧع   ١   لѧѧى                 مѧѧل معقمѧѧة تحتѧѧوي ع    ١٠               ) متصلة بسرنجة   مم    ٢٠ (    ها   قطر    برة  إ         باستخدام 
            . بعѧѧد عمليѧѧة                         ميكروجرام/مѧѧل جنتاميسѧѧين)     ٥٠                             مجم/مѧѧل ألبيѧѧومين سѧѧيرم الأبقѧѧار و ٦           مضѧѧاف إليهѧѧا      ١٩٩       الانسѧѧجة 

               عمليѧѧة البحѧѧث عѧѧن      جѧѧراء  لإ         مѧѧم) وذلѧѧك     ٦٠                                                     كان يتم تفريغ محتويات السرنجة ببطئ في طبѧѧق بتѧѧري معقѧѧم (       السحب
                                               الإستريوميكرسكوب لتقدير العدد وتصنيف البويضات.   هو                        الميكرسكوب الخاص بذلك و             البويضات تحت 

  
  

                         تقييم وتصنيف البويضات: 
                          مهѧѧا تحѧѧت الميكرسѧѧكوب المجسѧѧم  ي                           ثلاث مرات في بيئѧѧة الجمѧѧع وتقي    ها      تم غسل       مباشرة                  بعد جمع البويضات 

   دة   جѧѧو    سѧѧاس  أ                                                               تصنيفها على حسب عدد خلايا التراكم المبيضѧѧي المحيطѧѧة بهѧѧا وكѧѧذلك علѧѧى     ثم  ) X   ١٠٠            بقوة تكبير (
                              طبقѧѧات أو أكثѧѧر مѧѧن خلايѧѧا التѧѧراكم    ٥         محاطѧѧة بѧѧـ    :        (الجيѧѧده)                    البويضѧѧات  المندمجѧѧة   :             الى خمس درجѧѧات           السيتوبلازم 

   :        (مقبولѧѧѧه)                    ً بويضѧѧѧات الأقѧѧѧل إنѧѧѧدمجاً   ال   ).  ١       (صѧѧѧوره                                                 المبيضѧѧѧي وذات سѧѧѧيتوبلازم متماثѧѧѧل ومتجѧѧѧانس ولونѧѧѧه ترابѧѧѧي 
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   ).  ٢                      نس ولونѧѧѧه ترابѧѧѧي (صѧѧѧوره          وبلازم متجѧѧѧا                                      طبقѧѧѧات مѧѧѧن خلايѧѧѧا التѧѧѧراكم المبيضѧѧѧي وذات سѧѧѧيت   ٤-  ١        محاطѧѧѧة بѧѧѧـ
                                                                  عليهѧѧѧا جѧѧزء عѧѧѧاري مѧѧن خلايѧѧѧا التѧѧراكم المبيضѧѧѧي  ومحاطѧѧة جزئيѧѧѧا بخلايѧѧا التѧѧѧركم   :            ً معѧѧѧراة جزئيѧѧاً   ال       بويضѧѧات    الب

           كم المبيضѧѧي  ا                                     غيѧѧر محاطѧѧة بѧѧأي طبقѧѧه مѧѧن طبقѧѧات خلايѧѧا التѧѧر            ً معѧѧراة كليѧѧاً:  ال       بويضѧѧات   ال    ). ٣       (صѧѧوره        المبيضѧѧي 
                               ذات سѧѧيتوبلازم بѧѧه أمѧѧاكن مظلمѧѧة أو    ى هѧѧ و   :        مضѧѧمحلة  ال          بويضѧѧات  ال    ). ٤       (صѧѧوره                           ومحاطѧѧة فقѧѧط بالطبقѧѧة الشѧѧفافة 

     نضѧѧاج                                               وتعتبѧѧر البويضѧѧات المعѧѧراه والمضѧѧمحله غيѧѧر صѧѧالحه للإ    ).   ٥                                   السيتوبلازم منكمش أو به فراغѧѧات (صѧѧوره
    .                   لذلك يتم إستبعادها         المعملى

): ١صوره (
  مندمجة  بويضات

): ٢صوره (
قل أبويضات 
  اندماجا

  ): ٣صوره (
           ً راة جزئيا  بويضات مع

): ٤صوره (
ً كليا   بويضات معراة       

): ٥صوره (
  مضمحلة بويضات

                نضاج البويضات: إ
             تركيѧѧب البيئѧѧة    ) ١ (             ويوضѧѧح الجѧѧدول                                     في اليوم الذي يتم فيه جمع البويضات        نضاج لإ ا      بيئة     عداد  إ        كان يتم 

         وترشѧѧيحها      ٤ ٫ ٧    الѧѧى    ٢ ٫ ٧   مѧѧن   pH                                  كان يتم ضѧѧبط البيئѧѧة علѧѧى درجѧѧة حموضѧѧة   .        المعملى     نضاج  لإ ا             المستخدمة في 
            ميكروميتر.    ٢٢ ٫ ٠                  عن طريق فلتر قطره 

                                                                                           ً  بعد جمع وتقييم وتصنيف البويضات تم اختيار البويضات الجيѧѧدة والمقبولѧѧة  (المندمجѧѧة والأقѧѧل إنѧѧدماجاً) 
                             المعملѧѧي فѧѧي حضѧѧانة ثѧѧاني اوكسѧѧيد      نضѧѧاج  لإ ا                                                          وغسѧѧلها مѧѧرة واحѧѧدة فѧѧي بيئѧѧة الانضѧѧاج المعملѧѧي ثѧѧم نقلهѧѧا الѧѧى بيئѧѧة 

    ٢٢     لمѧѧѧدة           لتحضѧѧينها            رطوبѧѧة وذلѧѧѧك   %  ٩٥         واكثѧѧѧر مѧѧن   2CO    % ٥ و   °   م    ٣٨ ٫ ٥  ة                      الكربѧѧون علѧѧى درجѧѧѧة حѧѧرار
       ساعة.

  

                      بيئة الأنضاج المعملى.   ب       ): تركي ١      جدول (
  الشركة المنتجة  التركيز  محتويات البيئة

 .Egyp. Orgn. Biol. Prod, Vacc  مل  ١٠  ١٩٩-الأنسجةبيئة زراعة 
 .Sigma Chemi. Co  مجم/ مل٦  ألبيومين سيرم الأبقار

 .Sigma Chemi. Co  (نهائى) مليمول ٢٠  وديوم بيروفاتص

 ,Follitropin; Bioniche Animal Health  ميكرو جرام/ مل ٥  FSHى لتطور الحويصلاهرمون 
Belleville, ON, Canada 

  وحدة دولية/ مل ١٠  HCG هرمون الأم الحامل
Egyptian Int. pharmaceutical Industries 
Co. 

 .Sigma Chemi. Co  ميكرو جرام/ مل ١  ١٧β-هرمون الإستراديول
 .Sigma Chemi. Co  ميكرو جرام/ مل ٥٠  جنتاميسين ( مضاد حيوي)

   :                  المعاملات التجريبية
    ولѧѧѧى            المعاملѧѧѧة الأ               معѧѧѧاملات ) كالاتي:   ٤                                      انѧѧѧواع مѧѧѧن البيئѧѧѧات المسѧѧѧتخدمة فѧѧѧي الانضѧѧѧاج (   ٤         تѧѧѧم تجهيѧѧѧز 

                                                    لثانيѧѧة: بيئѧѧة الإنضѧѧاج مضѧѧاف إليهѧѧا فيتѧѧامن أ (الريتينѧѧول)           المعاملѧѧة ا                                        (القياسѧѧية): بيئѧѧة الإنضѧѧاج بѧѧدون أى إضѧѧافات.
                                                                          المعاملѧѧة الثالثѧѧة: بيئѧѧة الإنضѧѧاج مضѧѧاف إليهѧѧا فيتѧѧامين ج (حمѧѧض الأسѧѧكوربيك) بتركيѧѧز           ميكرومѧѧول.    ١٠       بتركيѧѧز 

     ١٠٠                                                                       المعاملѧѧѧة الرابعѧѧѧة: بيئѧѧѧة الإنضѧѧѧاج مضѧѧѧاف إليهѧѧѧا فيتѧѧѧامين هѧѧѧـ (توكѧѧѧوفيرول) بتركيѧѧѧز           ميكرومѧѧѧول.     ١٠٠
           ميكرومول.

   :                   (الأنضاج الستوبلازمى)                                                      لبويضات بعد الانضاج حسب درجة تمدد خلايا التركم المبيضي       تصنيف ا
                                                   تم حساب النسبه المؤيه للبويضات للتصنيفات التاليه:

   ). ٦                                                             التمدد الكلى: وفيها يحدث تفكك لكل خلايا التراكم المبيضى (صوره        بويضات 
   ). ٧                              من خلايا التراكم المبيضى (صوره                                                 التمدد الجزئى: وفيها يحدث تفكك للطبقات الخارجية         بويضات
   ). ٨                  كم المبيضي: (صوره  ا                   بدون تمدد خلايا التر        بويضات
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خلايا ل التمدد الكلىضات يبو): ٦صوره رقم (

   التراكم المبيضى
  

خلايا ل جزئىالالتمدد يويضات ): ٧صوره رقم (
   التراكم المبيضى

  
  كم المبيضيا): بويضات بدون تمدد لخلايا التر٨صوره رقم (

                              تثبيت البويضات وعملية الصبغ:
                     خلايѧѧا التѧѧراكم المبيضѧѧي      زالѧѧة  إ و                         البويضات من بيئة الانضاج       زالة  إ                                 في نهاية عملية الانضاج المعملي تم 

              بويضѧѧات ووضѧѧعها     ١٠– ٥                                                                مѧѧن حѧѧول البويضѧѧة وذلѧѧك عѧѧن طريѧѧق تكѧѧرار عمليѧѧة السѧѧحب والطѧѧرد. تѧѧم سѧѧحب مѧѧن 
                                                        طѧѧاء شѧѧرائح يوضѧѧع عليѧѧه شѧѧمع بѧѧرافين فѧѧي الاربѧѧع اركѧѧان. وبعѧѧد ذلѧѧك           تغطيتهѧѧا بغ    ثѧѧم                       على شѧѧريحة زجاجيѧѧة نظيفѧѧة 

                                                                                               كان يتم الضغط على غطاء الشريحة تحت الميكرسكوب وذلك حتى يتم تثبيѧѧت البويضѧѧات جيѧѧدا. كانѧѧت تѧѧتم عمليѧѧة 
       ٣:١                                                                                   التثبيѧѧت بوضѧѧع الشѧѧريحة فѧѧي مخلѧѧوط طѧѧازج مكѧѧون مѧѧن حѧѧامض الخليѧѧك الثلجѧѧي وكحѧѧول الايثѧѧانول بنسѧѧبة 

           ) عبѧѧارة عѧѧن  % ١                                                   سѧѧاعة. بعѧѧد ذلѧѧك يѧѧتم صѧѧبغ الشѧѧرائح بصѧѧبغة الاسѧѧيتو أورسѧѧين (    ٤٨  -   ٢٤  ة                (حجѧѧم : حجѧѧم) لمѧѧد
          دقѧѧائق) ثѧѧم    ٣-  ٢                                             حامض خليك ثلجѧѧي (وزن : حجѧѧم ) وذلѧѧك لعѧѧدة دقѧѧائق (   %  ٤٠         تضاف الى       ورسين  أ     صبغة    % ١ (

       ١:١:٣                                                                                    تغسل بعد ذلك بالاسيتوجليسѧѧرول وهѧѧو عبѧѧارة عѧѧن مѧѧاء مقطѧѧر وحمѧѧض الخليѧѧك الثلجѧѧي وجليسѧѧرول بنسѧѧبة 
                           لتقيѧѧيم البويضѧѧات فѧѧى المراحѧѧل    )X   ٤٠٠                                                     م:حجم:حجѧѧم) ثѧѧم  تفحѧѧص تحѧѧت المكروسѧѧكوب الضѧѧوئي بقѧѧوة تكبيѧѧر(   (حج

                                  المختلفة من الإنضاج النووى كالأتى:
   :(Germinal vesicle, GV)                   الحويصلة الجرثومية 

                                               وفيها تكون الكروموسومات مغلفة بالغشاء النووي.
   :(Germinal vesicle breakdown, GVBD)                            الحويصلة الجرثومية المتكسرة 

                                                                                       وفيها يبدأ غيѧѧاب الغشѧѧاء النѧѧووي المرئѧѧي وتكثيѧѧف للكرومѧѧاتين والѧѧذي يميѧѧز بواسѧѧطة عنقѧѧود مѧѧن مѧѧادة   
DNA   .بدون كروموسومات فردية                       

      ):Metaphase-І, M-I                     الطور الاستوائي الأول (
    ).  ٩                                                                     وفيها تتكاثف الكروموسومات في أزواج بدون ظهور الجسم القطبي الأول (صوره   

   :(Anaphase-I, A-I)                 ور الانفصالي الاول    الط
   ).  ١٠                    ر خيوط المغزل (صوره  و  ظه   مع                                                وفيها تبدأ الكرموسومات فى الإنفصال إلى مجموعتين   

   :(Telophase-I, T-I)                   الطور النهائي الاول 
    ).  ١١      (صوره                                        وفيها تنقسم الكروموسومات إلى مجموعتين  

      ):Metaphase-ІІ, M-II                        الطور  الاستوائي الثاني (
                                             ُ                         وفيѧѧѧѧѧه تكѧѧѧѧѧون هنѧѧѧѧѧاك مجموعѧѧѧѧѧة كبيѧѧѧѧѧرة مѧѧѧѧѧن الكروموسѧѧѧѧѧومات تكѧѧѧѧѧُون الطѧѧѧѧѧور الاسѧѧѧѧѧتوائي وتبقѧѧѧѧѧي   

    ).   ١٢                                                                                        الكروموسومات عالية التكثيف أو يحدث طرد للجسم القطبي الأول في اتجاه الطبقة الشفافة  (صوره 
  

    ):Degenerated               بويضات مضمحله (
                                                         وفيها يكون الكروماتين متحوصل أو متبعثر أو عالي التكثيف.  

                تحليل الأحصائى:  ال
باستخدام الحاسب الالي لدراسة التأثير  )SAS 2004( تم تحليل البيانات إحصائيا باستخدام برنامج

الناتج عن إضافة الفيتامينات المختلفة إلى بيئة الإنضاج المعملى على كل من معدل تمدد خلايا التراكم 
روق المعنوية باستخدام اختبار دانكن المتعدد م مقارنة الفت .المبيضى والإنضاج النووي لبويضات الجاموس
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تحويل النتائج المتحصل عليها في صورة نسب مئوية عن طريق تم ). ايضا Duncan, 1955الحدود (
  جداول الاركاسين ثم اعادتها مرة اخرى الى اصلها في الجداول المقدمة.

  

  

  
  الي الاول): الطور الانفص١٠صوره (    ): الطور الاستوائي الاول٩صوره (

  

  

  
  ): الطور الاستوائي الثاني١٢صوره (    ): الطور النهائي الاول١١صوره (

 

   النتائج
  :تأثير إضافة الفيتامينات على

  :لبويضات الجاموس معدل تمدد خلايا التراكم المبيضى - ١
ول) توكوفير αأوحمض الأسكوربيك  أو نولي) تأثير إضافة الفيتامينات (الريت٢يوضح الجدول رقم (

النتائج أنه لم  تظهر. لبويضات الجاموس على معدل تمدد خلايا التراكم المبيضىإلى بيئة الإنضاج المعملي 
ولكن تشير النتائج إلى أن التمدد  ،يكن هناك فروق معنوية بين المعاملات فى تمدد خلايا التراكم المبيضى

توكوفيرول، حمض الأسكوربيك - α ليهاالبيئه المضاف االكلى لخلايا التراكم المبيضى كان أعلى فى 
  ).%٦٠٫٢القياسية ( بيئهبالمقارنة  )على التوالى ،%٦٩٫٢و ٦٩٫٤، ٧٧٫٢( نوليوالريت
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على معدل تمدد خلايا التراكم المبيضى  الى بيئه الأنضاج المعملى ): تـأثير إضافة الفيتامينات٢جدول (
  لبويضات الجاموس.

  المعاملة
  بيئة الأنضاح المعملى

 الخطأ المعياري
 توكوفيرول الأسكوربيك حمض الريتينول  القياسية  (±)

  -  ٨٦  ١٠٦  ١١٥  ١٠١  بويضاتعدد ال
  النسبه المؤيه للبويضات (%):

  ٤٫٨ ٧٧٫٢ ٦٩٫٤ ٦٩٫٢ ٦٠٫٢  تمدد كلىبويضات ذات 
  ٣٫٣ ١٥٫٣ ١٧٫٣ ١٦٫٦ ٢٢٫٧  تمدد جزئىبويضات  

  ٣٫٧ ٧٫٦ ١٣٫٣ ١٤٫٣ ١٧٫١  ةغير متمددبويضات 
  ٣٫٧ ٩٢٫٥  ٨٦٫٧ ٨٥٫٧ ٨٢٫٩  تمدد جزئى تمدد كلى+

  

  :لبويضات الجاموسالنووى الإنضاج  - ٢
           توكѧѧوفيرول)   α و أ              حمѧѧض الأسѧѧكوربيك     أو     نѧѧول ي      (الريت                          ) تѧѧأثير إضѧѧافة الفيتامينѧѧات  ٣                 يوضح الجدول رقѧѧم (

   ود                                        لبويضѧѧات الجѧѧاموس. يتضѧѧح مѧѧن النتѧѧائج عѧѧدم وجѧѧ       النѧѧووى                                          إلѧѧى بيئѧѧة الإنضѧѧاج المعملѧѧي علѧѧى معѧѧدل الإنضѧѧاج
                                                                                       فѧѧѧروق معنويѧѧѧة بѧѧѧين المعѧѧѧاملات فѧѧѧى نسѧѧѧبة البويضѧѧѧات التѧѧѧى وصѧѧѧلت لمراحѧѧѧل (الحويصѧѧѧلة الجرثوميѧѧѧة، إنكسѧѧѧار 

    كѧѧان       بينمѧѧا    ، )                                             الأول، الطѧѧور الأنفصѧѧالى الأول والطѧѧور النهѧѧائى الأول               الطѧѧور الإسѧѧتوائى                     الحويصѧѧلة الجرثوميѧѧة، 
                   أعطѧѧت البيئѧѧه المضѧѧاف          ثانى حيѧѧث                                                              فروق معنويه فى البويضات التى وصلت إلى مرحلة الطور الإستوائى ال      هناك
        عѧѧن بѧѧاقى         معنويѧѧا                             مرحلѧѧة الطѧѧور الإسѧѧتوائى الثѧѧانى                          يه للبويضات التى وصѧѧلت الѧѧى   ئو           أعلى نسبه م     نول ي     الريت        اليها 

      النسѧѧب                                           ً                                    (التوكѧѧوفيرول، الأسѧѧكوربيك والقياسѧѧية). أيضѧѧاً كѧѧان هنѧѧاك فѧѧروق معنويѧѧة فѧѧى كѧѧل مѧѧن مجمѧѧوع         البيئѧѧات
                                                             ة  الطور النهائى الأول والطѧѧور الإسѧѧتوائى الثѧѧانى ومجمѧѧوع البويضѧѧات                   التى وصلت إلى مرحل        لبويضات  ل    يه  ئو   الم

                                                                                           التѧѧى وصѧѧلت إلѧѧى الطѧѧور الإنفصѧѧالى الأول والطѧѧور النهѧѧائى الأول والطѧѧور الإسѧѧتوائى الثѧѧانى حيѧѧث كانѧѧت أعلѧѧى 
           القياسية.       البيئه                         توكوفيرول والأسكوربيك عن - α     نول،  ي     الريت             المضاف اليها            البيئات      ً    معنوياً فى 

  
                 لبويضѧѧات الجѧѧاموس        النѧѧووى            علѧѧى الإنضѧѧاج                        إلѧѧى بيئѧѧة الإنضѧѧاج المعملѧѧى                         تѧѧأثير إضѧѧافة الفيتامينѧѧات     ): ٣      جѧѧدول (

   .      معمليا

  المعاملة
الخطأ   بيئة الأنضاح المعملى

  توكوفيرول  حمض لأسكوربيك  الريتينول  القياسية  )±المعياري(

    ١٠٠  ١٢٢  ١٣٠  ١٤١  العدد الكلى للبويضات
  يه للبويضات (%):ئوالنسبه الم

  ١٫٢٦ ١٫٣٤ ٠٫٠٠ ١٫٠٥ ٣٫١٤  الحويصلة الجرثومية
  ٢٫٤٥ ٣٫٥٦ ١٫٩٠ ٢٫٢٣ ٥٫٨٣  إنكسار الحويصلة الجرثومية

  ٤٫١١ ١٣٫١٦ ١٥٫٨٧ ١٣٫٢٧ ٢٢٫٥٧  الطور الإستوائى الأول
  ٢٫١٤ ٢٫٦٦  ٤٫٢٧ ٤٫٢٣ ٢٫٠٠  )١( الطور الأنفصالى الأول

  ٢٫٦٦ ٦٫٩٠ ٦٫٠١ ١٫٧٠ ٧٫٠٣  )٢( الطور النهائى الأول
  ٤٫٦٦  أب٧٢٫٤٠  أب٧١٫٩١  أ٧٧٫٥٧  ب٥٩٫٤٦  )٣( الثاني الإستوائىالطور 

  ٤٫١٢ أ ٧٩٫٢٨  أ ٧٧٫٩٣ أ ٧٩٫٢٧ ب٦٦٫٤٧  ٣+ ٢
  ٣٫٦٦ أ ٨١٫٩٤  أ ٨٢٫٢٣ أ ٨٣٫٤٨ ب٦٨٫٤٦  ٣+ ٢+ ١

    ).   ٠ ٫  ٠٥   ≤ (                                                      ضمن نفس الصف تشير إلى إختلافات معنوية عند مستوى معنوية     أ،ب                         الحروف الفوقية المختلفة 
  

  المناقشة
  

غير إنزيمية توكوفيرول كمضادات أكسدة - αوأحمض الاسكوربيك  أو تقييم تأثير إضافة الريتينولتم 
لايا التراكم المبيضى ومعدل الإنضاج المعملى لبويضات خ إلى بيئة الإنضاج المعملى على كل من معدل تمدد

       ً معمليا   البويضاتنضاج إعلى  ضافات المستخدمه لها تاثير مفيدالجاموس. أثبتت الدراسه الحاليه ان كل الإ
فى شكل زياده غير معنويه فى معدل تمدد  بالمجازرمن مبايض اناث الجاموس المذبوحه تم جمعها والتى 

الانضاج النووى (النسبه المؤيه للبويضات التى وصلت مرحلة خلايا التراكم المبيضى وزياده معنويه فى معدل 
 (et al., 2008 ائج تتفق مع كثير من الباحثين. فى هذا المجال وجد هذه النت . مثلالطور الاستوائى الثانى)

Mlclea( الى زيادة معنوية في دت أالمعملي نضاج لإامليمول من الفا توكوفيرول الى بيئة  ٢٠ضافة إ أن
 ١٠٠أو  ٥٠إضافة ان  )et al., 2010) Taoايضا وجد  المعملي لبويضات الخنازير.نضاج لإامعدل 

بالاضافه الى ذلك  .                                                               ً وكوفيرول سهل من النضج السيتوبلازمى لبويضات الخنازير المعراة كليا  ميكرومول من ت
 ١٠٠بتركيز هـ فيتامينضافة إ أن اوجدو) ,.Jeong et al., 2006) Kitagawa et al ;2004 فإن
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ت تكوين نضاج المعملى لبويضات الخنازير قللت من عمليات الاكسدة وزادت فى معدلاإلى بيئة الإ ميكرومول
 %٥أو تحت ظروف إستزراع  أوكسجين %٢٠ت عند الزراعة تحت تحت ظروف إستزراع سالبلاستوسي

    ، على التوالى.نأوكسجي
) (Vahedi et al., 2009 وفى اتجاه متوافق مع النتائج المتحصل عليها فى الدراسه المقدمه وجد 

ميكرومول) الى بيئة الانضاج  ١، ٠٫٥، ٠٫٢٥, ٠٫٠) بتركيزات (transretion acid  )T-RAضافة إ نأ
 لم تؤثر معنويا ل الانضاج المعمليالمعملي لبويضات الابقار على كل من تمدد خلايا التراكم المبيضي ومعد

الى زيادة معنوية في معدل  T-RAمول من ميكروواحد بينما ادت اضافة  ،على تمدد خلايا التراكم المبيضي
 نأ Cajuday et al. (2012) وجد فى الجاموس ايضا وعة القياسية.الانضاج المعملي مقارنة بالمجم

معنويا في  تراكم المبيضيالمعدل تمدد خلايا  تزيدميكرومول)  ٥ و ٣ ،١بتركيزات ( نولياضافة الريت
على التوالي بالمقارنة بالمجموعة القياسية  ،)%٨٦و ٨٠، ٨٠٫٦٧المجموعات المعاملة بحمض الريتونك (

اعلى معنويا  )الطور الإستوائى الثاني(ن معدل البويضات التي وصلت الى مرحلة النضج كا. )%٧٢٫٠٢٤(
 بالمقارنة بالمجموعة القياسية )%٨٤٫٤٧(حمض الريتونك  من ميكرومول ٥في المجموعة المعاملة بـ 

التي مايكرو مول حمض الريتونك الى تحسن معنوي في نسبة البويضات  ٥ادت المعاملة بـايضا . )%٦٧٫٩٧(
  .لمقارنة بالمجموعة القياسيةبا تسرحلة البلاستوسيوصلت الى م
 ،٥ ،٢٫٥ ،٠(بتركيزات  ج تأثير إضافة فيتامين )et al., 2012) Hu درسضافه الى ذلك بالإ

وعمليات الإخصاب والتطور المعملي لأجنة  ROSميكروجرام/مل) إلى بيئة الإنضاج على  ٤٠و ٢٠ ،١٠
 ج قلت معنويا في المعاملات المضاف إليها فيتامين )ROS( الشوارد الحره ةأن نسبوجدوا والخنازير. 

بالمقارنة بالمجموعة القياسية وكان معدل تكوين البلاستوسيت وعدد الخلايا الموجودة في كل جنين أعلى 
 ٢٠هى بالمقارنة مع المجموعة القياسية. وكانت أفضل إضافة  ج معنويا في المجموعات المضاف إليها فيتامين

 ج) أقل في المجموعات المضاف إليها فيتامين Apoptosis( الموت المبرمج للخلاياكان . لميكروجرام/م
أدت إلى تحسين في التطور المعملي  ج ستخلص الباحثون أن إضافة فيتامينإبالمقارنة بالمجموعة القياسية. و

ضافة حمض إتاثير  )(Ullah et al., 2006درس كذلك . ROSلأجنة الخنازير نتيجة لتقليل مستوى 
 وجد .بويضات الجاموس المندمجة والمعراةنضاج المعملى لبيئة الإميكرومول الى  ٢٥٠الاسكوربيك بتركيز

بالمقارنة بالمجموعة  أعلى الى نسبة معدل انضاج معملي ان نسبة البويضات المعراة وصلتهؤلاء الباحثين 
مقارنة ضمحلة عالية معنوية في مجموعة البويضات المعراة  لبويضات المالمؤيه ل ةسبنالكانت  .القياسية

. واستخلص من هذا النتائج ان اضافة حمض الاسكوربيك ادت الى )% ٧٫٤مقابل  ٢١٫٤( بالمجموعة القياسية
للبويضات المعراة وايضا وجود خلايا التراكم المبيضي يحمي البويضات من زيادة معدل الانضاج المعملي 

ميكرومول حمض الاسكوربيك إلى  ٢٥٠ميكرومول من الفا توكوفيرول و ٢٠أدت اضافة  ً ا  أيضالاضمحلال. 
لمقارنة بالمجموعة لى نسبة عالية من تمدد خلايا التراكم المبيضي باإبيئة الانضاج المعملي لبويضات الخنازير 

ر مفيد على كل من دت الى تاثيأضافة الفا توكوفيرول إن أ (Mlclea et al., 2012)كذلك وجد القياسية. 
            ً                             وحسنت معنويا  من تطور نسبة عالية من الاجنة  لى مرحلة الطور الإستوائي الثانيحيوية البويضة وتطورها ا

  يولا.الى مرحلة المور
                       لѧѧى بيئѧѧة الانضѧѧاج المعملѧѧي  إ         نانومول)     ٥٠ و   ٥ (        بتركيز   )9cis RA  ) 9cis-Retinoic Acid     ضافة  إ  

   ٧ ٫  ١٨                                 ت بالمقارنѧѧة بالمجموعѧѧه القياسѧѧية (  سѧѧ                  لѧѧى مرحلѧѧة البلاستوسي إ                  مѧѧن وصѧѧول البويضѧѧات     زاد     بقار           لبويضات الأ
                               نѧѧانومول الѧѧى بيئѧѧة الانضѧѧاج لѧѧم يكѧѧن    ٥       بتركيѧѧز   9cis RA      اضѧѧافة       بينمѧѧا    ،              علѧѧى التѧѧوالى)   % ٥ ٫  ١٠      مقابل    ٢ ٫  ١٩ و

    ). (Gomez et al., 2003                          ت بعد عملية التجميد السريع س                          ايجابي على حيوية البلاستوسي         له تأثير 
                                     فѧѧى البحѧѧث المقѧѧدم فقѧѧد وجѧѧد بعѧѧض البѧѧاحثين    أو          المرجعيѧѧه        الأبحѧѧاث                 تѧѧائج السѧѧابقه فѧѧى    الن              علѧѧى العكѧѧس مѧѧن

           فيتѧѧامين هѧѧـ       إضѧѧافة    ن أ   )Thiyagarajan and  Valivittan, 2009 (    وجѧѧد         الإتجѧѧاه                     نتѧѧائج معاكسѧѧه. فѧѧى هѧѧذا 
   لѧѧى      ؤدى إ تѧѧ                  فتѧѧرة الإسѧѧتزراع ولѧѧم       أطѧѧال                         المعملى لبويضات الجاموس     نضاج  لإ ا                   ميكرومول) إلى بيئة      ١٠٠        بتركيز (

   .       أوكسѧѧجين   % ٥                     ذلѧѧك تحѧѧت ظѧѧروف إسѧѧتزراع                                                       إختلافѧѧات معنويѧѧه فѧѧى معѧѧدل الإنقسѧѧامات أو نسѧѧبة البلاستوسيسѧѧت و
   ، ٠                                             أي تѧѧاثير معنѧѧوي لإضѧѧافة حمѧѧض الاسѧѧكوربيك بتركيѧѧزات (    جѧѧد    لѧѧم ي   )(Natarajan et al., 2010      ً ايضѧѧاً 

     نضѧѧاج  إ         علѧѧى معѧѧدل                             نضѧѧاج المعملѧѧي لبويضѧѧات الأغنѧѧام                      ميكرومѧѧول) الѧѧى بيئѧѧة الإ     ٥٠٠   و     ٤٠٠   ،   ٢٠٠   ،   ١٠٠   ،  ٥٠
                          أن إضѧѧافة فيتѧѧامين هѧѧـ مѧѧع أو   et al., 2005)    (Dalvit    وجѧѧد     ذلѧѧك              بالاضѧѧافه الѧѧى                         البويضѧѧات او تطѧѧور الاجنѧѧة.

     ولكѧѧن    ،                                                                                      فيتѧѧامين ج إلѧѧى بيئѧѧة الإنضѧѧاج لѧѧم يكѧѧن لѧѧه تѧѧأثير معنѧѧوي علѧѧى معѧѧدل الإنضѧѧاج المعملѧѧي لبويضѧѧات الأبقѧѧار
                              بمقѧѧدار النصѧѧف خѧѧلال عمليѧѧة الإنضѧѧاج       نخفѧѧض إ     دمجѧѧة                                  الموجѧѧود طبيعيѧѧا داخѧѧل البويضѧѧات المن                 تركيѧѧز فيتѧѧامين هѧѧـ

         البويضѧѧات     ً            أيضѧѧاً كانѧѧت تحتѧѧوي                        نسѧѧبة فيتѧѧامين هѧѧـ ثابتѧѧة.              الإنضѧѧاج بقيѧѧت         إلѧѧى بيئѧѧة    ج                            المعملي وعند إضافة فيتامين
     هـ.                        كميات كبيرة من فيتامين    على    ج                     والمنضجة مع فيتامين   هـ                          المنضجة معمليا مع فيتامين 
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  الʳلاصة
توكوفيرول - αو أوحʺʠ الأسʨȞرʥॽȃ أʨʻل ʽن إضافة ؗل مʧ الʱȄʛنʵʱʶلʟ مʧ هʚه الʱʻائج أ

د يزيحسن من معدل تمدد خلايا التراكم المبيضى ويإلى بيئة الإنضاج المعملي كمضادات أكسدة غير إنزيمية 
نضاج معملى إضافة الرتينول أعطت أحسن معدل وأن إ معدل الإنضاج المعملي لبويضات الجاموس.

  اموس.جلبويضات ال
 

 REFERENCES 
  

 
Ahlemeyer, B; Bauerbach, E; Plath, M; Steuber, M; Heers, C; Tegtmeier, F. 

and Krieglstein, J.  (2001). Retinoic  acid  reduces  apoptosis  and  
oxidative stress by  preservation  of  SOD  protein  level.  Free.  Radic.  
Biol.  Med., 30: 1067-1077. 

Cajuday, L. A; Herrera, A. A.  and Duran, D. H. (2012). Effect of retinoic acid 
on the development of Water buffalo embryos in vitro. Philipp. J. Vet. 
Anim. Sci., 38: 107-116. 

Dalvit, G; Llanes, S. P; Descalzo, A; Insani, M; Beconi, M. and Cetica, P. 
(2005). Effect of alpha-tocopherol and ascorbic acid on bovine oocyte 
in vitro maturation. Reprod. Dom. Anim., 40: 93–97. 

Duncan,D.B.(1955). Multiple range and multiple“F”test. Biometrics, 11: 1-42. 
Feugang, J. M; Roover, R. D; Moens, A; Léonard, S; Dessy, F. and Donnay, 

I. (2004). Addition of β-mercaptoethanol or Trolox® at the 
morula/blastocyst stage improves the quality of bovine blastocysts and 
prevents induction of apoptosis and degeneration by prooxidant 
agents. Theriogenology, 61: 71-90. 

Fraga, C.G; Motchnik, P.A; Shigenaga, M.K; Helbock, H.J; Jacob, R.A. and 
Ames, B.N. (1991). Ascorbic acid protects against endogenous 
oxidative DNA damage in human sperm. Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 
88:11003–11006. 

Gomez,  E;  Roriguez,  A;  Goyache,  F;  Diez,  C;  Joseroyo,  L;  Moreira,  
P.N; Caamano,  J.S; Moran,  E.  and Gutierrez-ada,  A.  (2004). 
Retinoid-dependent mRNA expression and poly-(A) contents in bovine 
oocytes meiotically arrested and/or matured in vitro. J. Reprod. Dev., 
69: 101-108. 

 
 
Gomez, E; Royo, L; Duque, P;  Carneiro, G; Hidalgo, C;Goyache, F; Lorenzo, 

P. L; Alvarez, I; Facal. N. and Diez, C. (2003). 9-cis-Retinoic Acid 
During In Vitro Maturation Improves Development of the Bovine Oocyte 
and Increases Midkine but Not IGF-I Expression in Cumulus-Granulosa 
Cells.Molecular Reproduction and Development,66:247–255. 

Guerin, P; El-Mouatassim, S; and Menezo, Y. (2001). Oxidative stress and 
protection against reactive oxygen species in the pre-implantation 
embryo and its surroundings. Hum. Reprod. Update, 7:175-189. 

Halliwell, B. and Gutteridge, J. M. C. (1989). The chemistry of oxygen 
radicals and other derived species. In: Halliwell B, Gutteridge JMC, 
editors. Free radicals in biology and medicine. 2nd edition. Oxford: 
Clarendon Press; pp 22–85. 

Hu, J; Cheng, D; Gao, X; Bao, J; Ma, X. and Wang, H. (2012). Vitamin C 
enhances the in vitro development of porcine pre-implantation embryos 
by reducing oxidative stress. Reprod. Dom. Anim., 47: 873–879. 



J. Animal and Poultry Prod., Mansoura Univ., Vol. 5  (4), April, 2014 

 219 

Jeong, Y. W; Park, S. W; Hossein, M. S; Kim, S; Kim, J. H; Lee, S. H; Kang, 
S. K;  Lee, B. C. and Hwang, W. S. (2006). Antiapoptotic and 
embryotrophic effects of α-tocopherol and L-ascorbic acid on porcine 
embryos derived from in vitro fertilization and somatic cell nuclear 
transfer. Theriogenology, 66:2104-2112. 

Kitagawa,Y; Suzuki, K; Yoneda, A. and Watanabe, T. (2004). Effects of 
oxygen concentration and antioxidants on the in vitro developmental 
ability, production of reactive oxygen species (ROS), and DNA 
fragmentation in porcine embryos. Theriogenology, 62:1186–1197. 

Kowaltowski, A. J. and Vercesi, A. E. (1999). Mitochondrial damage induced 
by conditions of oxidative stress. Free. Radic. Biol. Med., 26: 463-471. 

Lopes, S; Jurisicova, A; Sun, J. G. and Casper, R. F. (1998). Reactive 
oxygen species: Potential cause for DNA fragmentation in human 
spermatozoa. Hum. Reprod., 13: 896-900. 

Mahmoud, K.Gh.M. and Al-Shimaa Al-H.H. El-Naby (2013). Factors affecting 
buffalo oocytes maturation. Global Veterinaria, 11: 497-510. 

Mlclea, l; Pacala, N; Zahan, M; Orlovshl, D; CÂRLEA, L. and Mlclea, V. 
(2012).   Alpha-Tocopherol and ascorbic acid combinations have a 
positive effect on the maturation of pig oocytes. Bulletin UASVM Animal 
Science and Biotechnologies, 69: 269-276. 

Mlclea, l; Zahan, M; Andrea, H; Mlclea, V. and Roman, I. (2008). The effect of 
several α-tocopherol concentrations on swine oocyte maturation. 
Bulletin UASVM Animal Science and Biotechnologies, 65: 366-370. 

Natarajan, R; Bhawani, S.M; and Munuswamy, D. (2010).  Effect of α-
tocopherol supplementation on in vitro maturation of sheep oocytes 
and in vitro development of preimplantation sheep embryos to the 
blastocyst stage. J. Assist. Reprod. Genet.,27: 483–490. 

Pascoe, G; Olafs dottier, F. and Read, D. (1987). Vitamin E protection 
against chemical induced cell injury: Maintenanceof cellular protein 
thiols as a cytoprotective mechanism. Arch. Biochem. Biophys., 256: 
150-158. 

SAS (2004). SAS/Stat. User’s Guide Static’s, Ver., 6.06 4th Ed. SAS Institute 
Inc. Cary, NC. 

Schweigert, F.J. and Zucker, H. (1988). Concentrations of vitamin A, β- 
carotene and vitamin E in individual bovine follicles of different quality. 
J. Reprod. Fert., 82: 575-579. 

 
 
Tao, Y; Chen, H; Tian, N. N; Huo, D. T; Li, G; Zhang, Y. H; Liu, Y; Fang, F.G; 

Ding, J. P. and Zhang, X.  R. (2010). Effects of L-ascorbic acid, α-
tocopherol and co-culture on in vitro developmental potential of porcine 
cumulus cells free oocytes. Reprod. Dom. Anim., 45: 19–25. 

Thiyagarajan, B. and Valivittan, K. (2009). Ameliorating effect of vitamin E on 
in vitro development of preimplantation buffalo embryos. J. Assist. 
Reprod. Genet., 26:217–225. 

Ullah, L; Jalali, S; Khan, H; Shami, S. A. and Kiyani, M. M. (2006). Effect of L- 
ascorbic Acid on Ravi Buffal Oocytes During in vitro Maturation. 
Pakistan Journal of Biological Sciences, 9: 2369-2394. 

Vahedi, V; Zeinoaldini, S; Kohram, H. and Farahavar, A. (2009). Retinoic acid 
effects on nuclear maturation of bovine oocytes in vitro. Afr. J. 
Biotechnol., 8: 3974-3978.    

Warren, S; Patel, S. and Kapron, C.M. (2000). The effect of vitamin E 
exposure on cadmium toxicity in mouse embryo cells in vitro. 
Toxicology, 142: 119-126. 



Khalil, W.A. et al. 

 220 

 

EFFECT OF MATURATION MEDIA SUPPLEMENTED WITH 
RETINOL OR ASCORBIC ACID OR α-TOCOPHEROL ON 
CUMULUS CELL EXPANSION AND IN VITRO NUCLEAR 
MATURATION OF BUFFALO OOCYTES. 
Khalil, W.A.; M.A. El-Harairy; A.E. Abdel-Khalek; and Z.M.R.K. Al-Palani. 
Animal Production Dept., Faculty of Agric., Mansoura Univ. 

 

ABSTRACT 
 

The main objective of this study was to evaluate the effect of supplementing 
maturation media with, retinol (10 µmol/ml), ascorbic acid (100 µmol/ml) and α-
tocopherol (100 µmol/ml), on cumulus cell expansion and in vitro nuclear maturation 
of buffalo oocytes. Oocytes were collected from ovaries taken from slaughterhouses. 
Only compact oocytes were used for in vitro maturation by TCM-199 medium 
supplemented with different vitamin levels for 22 h in CO2 incubator at 38.5 °C, 5% 

CO2 and 95% humidity.  Maturation rate was determined in terms of degree of 
expansion of cumulus cells and oocytes at metaphase-II (nuclear maturation). Results 
revealed that all supplements yielded higher percentages of oocytes showing full 
expansion of cumulus cells (77.2, 69.4 and 69.2% for tocopherol, ascorbic acid and 
retinol, respectively) as compared to control medium (60.2%), but the differences 
were not significant. Maturation rate in term of percentage of oocytes arrested at 
anaphase-I, telophase-I and metaphase-II was significantly higher for media 
supplemented with retinol, tocopherol and ascorbic acid, being 83.5, 82.2 and 81.94% 
as compared to 68.54% in control medium, respectively. 

Conclusively, the present results may suggest that the supplementation of 
maturation medium (TCM-199) with retinol, ascorbic acid and α-tocopherol as a non 
enzymatic antioxidants had a beneficial effect on the cumulus cell expansion and 
nuclear maturation of buffalo oocytes. Retinol supplementation yielded the best 
results.    
Keywords: Buffalo oocytes, in vitro maturation, non enzymatic antioxidants. 
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