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Transplantacja zarodkéw u bydta;
obecny stan i mozliwosci metody

7 Zaktadu Fizjologii Rozrodu i Szucznego Unasieniania Zwierzat Instytutu Zootechniki, Balice k. Krakowa

W badaniach-nad rozrodem zwierzat nastapil
w ciagu ostatnich lat wyrazny wzrost zaintere-
sowania samica. Wydaje sie to wynikaé¢ z kilku
okolicznodei. Do zasadniczych mozna zaliczy¢
zmieniajace sie warunki utrzymania zwierzat,
ktére niejako zmuszaja do kierowania rozrodem,
aby utrzymac¢ odpowiednig wydajnos$é rozrod-
cza samic przy zwiekszajacym sie dystansie
miedzy obslugujacym a zwierzeciem. Przykla-
dem sa tu wszystkie poczynania z zakresu syn-
chronizacji rui, synchronizacji rui i owulacji,
wywolywania rui poza sezonem rozplodowym
i kierowania terminem porodu.

Innym kierunkiem prowadzgcym w zaloze-
niu do zwigkszania wydajnosci reprodukcyjnej
samic jest transplantacja zarodkéw. Jakkolwiek,
jak podaje Betteridge (3), jest to metoda podej-
mowana w skali laboratoryjnej juz od 1890 r.,
ktorej pionierem byl Heape z Cambridge, zasto-
sowanie w praktyce znalazla dopiero w ostat-
nich latach. Bodzcem stalo sie stwierdzenie w
Anglii, a potem w USA lepszych przyrostow
u niektorych ras bydla miesnego, gtéwnie fran-

cuskich i wloskich w stosunku do hodowanych
tam tradycyjnie miesnych ras pochodzenia an-
gielskiego. Stwierdzenie to wywolalo ogromne
zainteresowanie i mode na ,egzotyczne” rasy,
jak je w krajach anglosaskich nazywano. Skut-
kiem jednak obowigzujgcych przepisow wetery-
naryjnych, ktére ze wzgledéw prewencyjnych
ograniczajg mozliwo§¢ importu zywych zwie-
rzat, siegnieto do transplantacji, jako metody
szybkiej multiplikacji tych nielicznych posiada-
nych juz stad modnych ras. Podstawa uzasad-
niajaca postuzenie sie ta metoda bylo uzyskanie
w doswiadczeniu przeprowadzonym w 1969 r.
w Cambridge przez Rowsona i wsp. (8) 65% ciel-
nosci po transplantacji przeprowadzonej u 20
jalowek.

Tutaj dla porzadku mozna zaznaczyé, Ze jak
si¢ wydaje, pierwsza udana tfransplantacja za-
rodka bydlecego byla przeprowadzona w 1951 r.
w USA przez Willeta i wsp. (19).

W latach 1974—1975 praktykowalo w USA
ok. 20 zespoléw lekarzy nastawionych na trans-
plantacje zarodkéw u bydla, 3 w Australii, 6 w
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Nowej Zelandii, 8§ w Anglii, 2 w Irlandii i kilka
w Kanadzie. Doszio nawet do utworzenia Mig-
dzynarodowego Towarzystwa Transplantacji

Zarodkoéw. Uzyskanie cielnej krowy po trans-

plantacji bylo jednak dosy¢ kosztowne. W USA
wynosifo ok. 3000 dol,, a w Anglii ok. 2100 fun-
tow. Mimo tak wysokich kosztéw, transplanto-
wano zarodki co najmniej 5—10 tysiacom bior-
czyn., Mozliwy jest jedynie tak gruby szacunek,
bowiem zespoly dzialajace na zasadach komer-
cyjnych, w wiekszosei nie publikowaly swoich
danych statystycznych ani wynikow. Jednym
z niewielu, ktére podawaly swoje wyniki jest
kanadyjski zespol Alberta Livestock Trans-
plants. Otoz wediug Church i Shea (2) skutecz-
no$¢ wykonywanych TPT *) przez ten zespol
wzrosla z 40% w 1971 do 70% w 1975 r. Od jedne]
dawczyni uzyskiwano $rednio 4,4 cieleta. Re-
kordowy przypadek zespdl mial w 1974 r., gdy
od jednej dawczyni uzyskano 32 cielgta urodzo-
ne po TPT.

W 1976 r. zaznaczyl sie juz wyrazny spadek
zainteresowania, gdyz okazalo sig, Ze W szersze]
praktyce nie jest to jeszeze ani taka latwa, ani
skuteczna metoda, jak si¢ w poczatkowym okre-
sie wydawalo, a przy tym jeszcze bardzo kosz-
towna. Zmniejszyto sie tez, wzglednie zostato
zaspokojone zainteresowanie hodowcéw nowy-
mi rasami. W rezultacie pozostaly tylko poje-
dyncze zespoly nastawione na stosowanie TPT,
natomiast metoda, jej elementy i mozliwosci w
coraz szerszym zakresie absorbuja zaklady nau-
kowe. Za niewatpliwa korzys$¢ poczynan z lat
1974—1975 nalezy uwaza¢ sprawdzenie TPT w
szerokiej praktyce. Pozwolilo to bowiem na wy-
razne wyeksponowanie jej obecnych stabych
stron i odpowiednie ukierunkowanie prac ba-
dawczych.

Wydajnoséé¢ dawezyn

Rozwazania na temat transplantacji zarod-
kow, wydaje sie, nalezy zaczaé od okre$lenia
wydajnosci dawcy. Dysponowanie odpowiednig
iloécia zarodkéw decyduje bowiem o wszelkich
pracach zaréwno w skali badawczej, jak i sto-
sowanej. Tak wiec nalezy rozpocza¢ od oceny
wynikow superowulacji. Na obecnym etapie
doswiadczen i praktyki wywolywania supero-
wulacji, wydaje sie, ze najskuteczniejsze jest
podawanie PMSG w polowie fazy lutealnej
czyli miedzy 8 a 12 dniem cyklu (dzien
0 = pierwszy dzien rui) w kombinacji z pro-
staglandyna (PG) lub jej analogami podawany-
mi 48 h pdzniej. Dawki PMSG wahaja sie naj-
czedciej w granicach 1500 do 3000 j. zwykle w
malej ilosci plynu podawane domie$niowo. PG
podaje sie najczesciej w iloSci 500—1000 pg
rowniez im. Nadal tez szeroko stosuje sie, i z
dobrymi skutkami, podawanie tylko PMSG naj-
czesciej w 16 dniu cyklu.

#*) transplantacja w umownym skrocie.
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Opierajac sie na danych, jakie zestawil Bet-
teridge (3), a obejmujacych wyniki prac réoznych
o$rodkéw w latach 1974—1977 mozna wyliczyé,
ze rezultatem superowulacji przeprowadzonej
u 1779 zwierzat bylo uzyskanie S$rednio 11,7
owulacji od sziuki. Poszczegdlni autorzy ofrzy-
mywali od 3,5 do 18,5 owulacji érednio od zwie-
rzecia. Liczba zarodkéw wyplukanych i ocenio-
nych jako normalne byla oczywiscie znacznie
nizsza i wynosila ok. 4,5 od zwierzecia. Tuta]
znowu roznice byly bardzo znaczne, bo wynosi-
ly od 2 do 9,6 zarodkéw od dawcy. Sa to wy-
niki oparte na chirurgicznych metodach pozy-
skiwania, a czeSciowo réwniez poubojowych.

Stosowana w naszym Zakladzie metoda wy-
wolywania superowulacji polega na podaniu
2000 j. PMSG (Serogonadotropina, Biowet,
Drwalew) w 9—10 dniu cyklu. (1000 im. a
1000 j. i.v.). Po 48 godzinach podawano Prostin
(Upjohn) 25 mg lub Estrumate (ICI) 0,5 mg.
Estrumate podawano 2/3 dawki po 40 godzinach
a pozostalag 1/3 po kolejnych 8 godzinach.
Wszystkie przygotowywane w ten sposdb zwie-
rzeta zareagowaly dodatnio. Srednia ilo$é owu-
lacji wynosila 12,1 z wahaniami od 3 do 32. Od
jednej dawczyni uzyskiwano srednio 6,2 (1—26)
zarodkow ocenianych jako normalne (Wierz-
bowski i wsp., w przygot. do druku).

Pewien wplyw na warto$¢ zwierzecia jako
dawcy wydaje sie wywiera¢ wiek i rasa. Poglad,
ze krowy reaguja na pobudzanie znacznie mniej
regularnie od jaléwek jest przytaczany stosun-
kowo czgsto 1 potwierdza sie réwniez w naszych
obserwacjach. Réwniez i czynniki rasowe wyda-
ja sie odgrywac pewng role. Zwierzeta rasy nch
wydaja sie by¢ mniej podatne na superowulacje
w poréwnaniu z Charolaise, Hereford, rasa cp
czy tez réznymi krzyzowkami.

Znamienna jest stosunkowo znaczna roéznica
miedzy liczba owulacji a iloscia uzyskiwanych
zarodkéw. Srednio uzyskuje sie 60% zarodkow,
ktore, biorac pod uwage liczbe stwierdzonych
owulacji (na podstawie stwierdzonych cialek
zoltych), moglyby by¢ do uzyskania. Otwiera to
pole dla réznych kalkulacji. Zachecajaca hipote-
zg moze by¢ domniemanie, ze na skutek bardzo
znacznego powiekszenia jajnika, do jakiego do-
chodzi w czasie superowulacji, nie wszystkie
komorki jajowe zostajg wychwytane przez bur-
sa ovarica i czgé¢ ich wpada do jamy brzusznej.

Wydaje sie tez, ze prowokowanie superowu-
lacji moze réwniez zaburza¢ mechanizm trans-
portu jaj przez jajowod. Objawia sie to czasem
w wystepowaniu sporego odsetka nie zaptod-
nionych komoérek jajowych, a takze niekiedy
wyplukiwaniem z macicy réwnoczesnie z nie
zaptodnionymi komérkami jajowymi, zarodkéw
znajdujacych sie w roznych stadiach rozwoju.

Metodyke przygotowywania zwierzat do su-
perowulacji w jej obecnej postaci mozna oce-
nia¢ jako stosunkowo prostg i latwa, przy czym
istotne znaczenie posiada precyzyjna kontrola
cyklu piciowego. Uzyskiwane ilosci zarodkéow
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sq jednak jeszeze zbyt male jak na ewentualne
potrzeby stosowania TPT w szerokiej praktyce.

Wydaje sie tez, ze z powyzszego przeglgdu
mozna wyciagnaé konkluzje o koniecznosci roz-
wijania badan z zakresu endokrynologii owula-
cji i superowulacji, a takze fizjologii jajowoddw
jako drogi do zwiekszenia ilosei zarodkow moz-
liwych do uzyskania. Réwniez hodowla oocytow
musi byé¢ brana pod uwage jako droga do uzy-
skiwania komoérek jajowych.

Uzyskiwanie zarodkow

Uzyskiwanie zarodkéw jest kolejnym kluczo-
wym elementem praktycznego stosowania TPT.
Metoda chirurgiczna byla podstawowa, a W
skali praktycznej dotychczas wylaczng metoda
uzyskiwania zarodkow. Najpowszechniej stoso-
wane jest postepowanie opisane przez Rowsona
i wsp. (8) z poézniejszymi drobnymi meodyfika-
cjami. Praktyka stosowana w naszym Zakladzie
wygladala nastepujaco.

Po przeglodzeniu i nie pojeniu w ciggu co
najmniej 24 godz. (lepiej 48 h do 72 h) zwierze
bylo kladzione w pozycji grzbietowej. Podawa-
no pelng narkoze chirurgiczng. Dogodniejsza, ze
wzgledow technicznych, od halotanowe] okazala
sie narkoza uzyskiwana przy dozylnym poda-

waniu barbituranéw (Thiopental, Vetbutal,
Eunarcon) po uprzednim premedykowaniu
zwierzecia.

Jame brzuszng otwierano w linii bialej cie-
ciem dlugosci ok. 15 e¢m. U kréw dochodzono do
wymienia, a u jalowek dogodniejsze bylo po-
prowadzenie ciecia do wysokosci pierwszej pary
strzykow. Ulatwiato to dostep do macicy, kiora
u jaléwek jest jeszcze na krotkich wigzadlach.
Z kolei macice podciggano do gory i podwiazy-
wano na wys. trzonu do metalowego preta
wspartego poprzecznie na brzegach rany opera-
cyjnej.

Wychodzac =z zalozenia, ze w 7—8 dniu
normalnie rozwijajace sie zarodki znajduja sie
juz w macicy, plukano tylko rogi macicy. Na
wysokosci przyczepu wigzadla miedzyroznego,
wprowadzano rurke szklang diugoéci ok. 7 cm
z wywinietymi brzegami do $rednicy 13 mm.
Na drugi koniec rurki nasadzony byl wezyk gu-
mowy. Kolnierz rurki byl uszczelniany przez
obcisniecie $ciany rogu klemg jelitowa zakla-
dang z zewnatrz na tej samej wysokosci. Na-
stepnie ostra igla wkluwano sie do rogu macicy
na granicy przejscia jajowodu w rdg macicy.
Do plukania kazdego rogu uzywano ok. 50—60
ml uzupelnionego ptynu Dulbecco o temp. 35—
37°C. Przeplyw pltynu kierowano od konca ro-
gu do trzonu. Stosujac opisany sposéb postepo-
wania, uzyskano $rednio od jalowki 7,4 zarod-
kéw i nie zaplodnionych jaj, co stanowilo ok.
60,7 stwierdzonych owulacji. Otrzewng i roz-
Sciggno szyto nastepnie katgutem nr 4 lub 5.
Jezeli wystepowala grubsza warstwa tkanki
tluszczowej pod skére, szyto ja oddzielnie, row-
niez katgutem, szwem cigglym. Jezeli postepo-

wanie operacyjne mnaruszalo gruczol mleczny
szyto go réwniez katgutem. Skore szyto szwem
pojedynczym wezetkowym uzywajac nici sty-
loriowej monofil lub plecionki nr 4. Przestrze-
gajac mozliwie starannie aseptyki calego poste-
powania, ale bez stosowania oslony antybioty-
kami, rejestrowano ok. 20% raczej niewielkich
komplikacji w gojeniu sie rany (Wierzcho$
i wsp. — W opracowaniu).

Niewatpliwa zaleta metody chirurgicznej jest
to, ze wyplukiwanie zarodkow odbywa sie¢ pod
kontrola wzroku, a caly narzad jest dogodnie
dostepny. Jest to tez dotychczas najbardziej
wydajna metoda. Wada jest tworzenie sig¢ zro-
stéw, co jest prawie nieuniknione i mozliwosé
uzywania tej samej dawczyni nie wiecej jak
2—3 razy. Odno$nie dalszej przydatnoSci roz-
plodowej dawczyn malo jest informacji. Co
prawda Betteridge (3) przytacza dane z prac w
Colorado State University, z ktorych wynika,
ze 78 do 89% dawczyn sie zacielalo, ale bylo to
rozpoznanie po 3 miesigcach od inseminacji, a
wydaje sie, ze interesujace mogloby by¢ roz-
poznanie dot. przebiegu pézniejszych cigzy i po-
rodow. Takich informacji nie spotkano jeszcze.
Jest to tez metoda dosyé kosztowna i wymaga-
jaca zespolu przygotowanych ludzi.

Niewatpliwie rozwigzaniem  prostszym, a
wedlug jego autora rowniez wysoce skutecz-
nym, Jjest postepowanie opracowane przez
Holy’ego (4). Operacje przeprowadza sie na
zwierzeciu stojacym. Wejscie do jamy brzusz-
nej cieciem w lewym lub prawym dole glodo-
wym, sko$nie mniej wiecej na linij biegnacej od
lckcia do tuber coxae. Nastepnie jedna reka
ustala macice, a druga wkluwa igle mozliwie
blisko konca rogu. Przez te igle skierowuje sie
prad cieczy pluczacej w kierunku trzonu. Od-
plyw cieczy odbywa sie przez cewnik wprowa-
dzony do rogu z zewnatrz przez szyjke. Holy
stwierdza, ze postepujac w ten sposdb, uzyski-
wano stosunkowo bardzo dobre rezultaty.

Odmienny sposob postepowania zostal przy-
jety w osrodku badan nad rozrodem zwierzat
Akademii Nauk Rolniczych NRD w Dummers-
torfie. Mianowicie, majac mozliwosci korzysta-
nia z ogromnej ilosci materialu opasowego, po-
biera sie cala macice wraz z jajnikami i wyplu-
kuje zarodki z amputowanego narzadu. Opera-
cje przeprowadza sie na stojagcym zwierzeciu,
wchodzge do jamy brzusznej przez podiuzne
ciecie w fornix dors. vaginae. Oczywiscie jest to
metoda dobra tylko w odniesieniu do materia-
hu rzeznego.

Wszystkie dotychczas opisane sposoby poste-
powania wymagaja wkroczenia chirurgicznego.
Wiaze sie to z dysponowaniem zespolem opera-
cyjnym i kosztami. Dawce uzywa sie w najlep-
szym razie 2—3 razy, a ryzyko komplikacji po-
operacyjnych rzutujacych na pézniejsza plod-
no$¢ zwierzecia jest w pewnym procencie wy-
padkéw nieuniknione. Podstawowsa zaleta me-
tody jest wysoki stopien niezawodnosci.
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Zasadniczym udogodnieniem, decydujgcym o
dalszym rozwoju badan nad zarodkami bydia
i stosowaniem TPT w praktyce, bedzie opano-
wanile bezkrwawej metody uzyskiwania zarod-
kow. Wydaje sie, ze beda tu decydowaly dwa
elementy, a mianowicie instrument i umiejet-
nos¢ postugiwania sie nim. Od czasu jako Row-
son i Dowling (7) skontrolowali pierwszy kate-
ter do tego celu, powstalo szereg rozwigzan
i modyfikacji, dzieki ktéorym zaczeto w latach
1976—1977 uzyskiwaé¢ wydajnos¢ odpowiadaja-
cg otrzymywanej metodami chirurgicznymi.
Przedtem jednak byl dlugi okres niepowodzen
1 dopiero wyniki jakie podat Sugie 1 wsp. (12)
wskazaly na praktyczne mozliwosci tej metody.

Koncepcja postepowania polega na wprowa-
dzeniu katetera do macicy, uszczelnieniu konca
w rogu macicy a nastepnie plukaniu. Postepo-
wanie powtarza sie kolejno w obu rogach.

Wspélng cechg wszystkich rozwigzan jest
uszczelnianie konca katetera w rogu macicy.
Uzyskuje sie to przez wdmuchiwanie do kolnie-
rza gumowego opasujacego koniec katetera ok.
10—20 cm?® powietrza. Reka operatora znajdu-
jaca sie w prostnicy kontroluje stopien wypet-
nienia kolnierza. Nastepnym wskaZnikiem jest
unieruchomienie katetera w okreslonej pozycji.
Technika plukania wigze sie z konstrukeja ka-
tetera. W kateterach 2 przewodowych (jeden
przewdd do nadmuchiwania kolnierza, drugi
stuzacy dla przeplywu cieczy) wprowadza sie
jednorazowo 20—50 ml plynu i nastepnie Scig-
ga go strzykawka. Zabieg powtarza sie szereg
razy, uzywajac nawet kilkuset ml ptynu (300—
—>500 ml).

Najlepsze wyniki przy uzyciu takiego sposo-
bu uzyskal Ayalon i wsp. (1), gdyz odzysk ply-
nu wynosit 96% a zarodki uzyskano od 57%
kréw poddawanych plukaniu. Uzywany kateter
byl sporzadzony ze zwyklej plastikowej pipety
inseminacyjnej. do ktérej przyklejono latekso-
wy kolnierz.

Przy kateterach trojprzewodowych (jeden do
nadmuchiwania  uszczelniajgcego  kolnierza,
drugi do wprowadzania a trzeci do odprowadza-
nia plynu), wystepuja pewne drobne roéznice
pomiedzy poszczegélnymi modelami. Jeden z
przewodéw moze byé wysuwany glebiej, tak
aby dochodzit prawie do samego konca rogu.
Przepltyw cieczy moze by¢ kierowany do konca
rogu, wzglednie od konca rogu do trzonu. Naj-
czesciej instrumenty te sg oparte na kateterach
Foley’a uzupelnianych gietkim metalowym
przewodem centralnym i ewentualnie rurks u-
sztywniajacg. Trudnosci konstrukeyjne wyni-
kajg ze stawianych zatozen. Muszg to by¢ przy-
rzady dostatecznie sztywne, aby mozna bylo je
przeprowadza¢ przez szyjke maciczng. Réwno-
cze$nie nie moga by¢ zbyt grube, zeby mogly
byé rowniez uzywane u jaléwek, wzglednie
muszg byé odrebne modele dla jatowek. Prze-
wod srodkowy winien byé wysuwalny mozliwie
daleko do konca rogu. Rownocze$nie nie moze
byé¢ sztywny, aby nie uszkadzal endometrium.
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Przy tego typu kateterach przeplyw cieczy
odbywa sie w sposéb ciagly. Z naczynia umiesz-
czonego ck. 1 m powyzej poziomu macicy, ptyn
splywa do macicy jednym przewodem, a wy-
plywa drugim do naczynia umieszczonego na
podiodze. Uzywa si¢ stosunkowo znacznych ilo-
§ci plynu, bo 500—800 ml na jeden roég, a na-
wel wiecej. Na przyklad Sugie i wsp. (13) uzy-
wali nawet 2000-—3000 ml plynu. Zabieg wy-
konuje sie w znieczuleniu epiduralnym. Pod-
czas calego postepowania, operator stara sie
ulatwi¢ przebieg plukania. Reka pr2ez prostni-
cg podciaga macice do jamy miednicowej, unosi
ku gérze, zwlaszcza rogi i masuje aby ulatwié
splyw plynu. Jednoczeénie jednak takie poste-
powanie niewatpliwie sprzyja odklejaniu sie
wzglednie zdrapywaniu komoérek nablonka kon-
cem katetera i stad prawie zawsze przy tej me-
todzie w plynie znajdujg sie ‘znacznie wieksze
iloci zhuszezonego nablonka, niz przy plukaniu
chirurgicznym. Czasem dochodzi do glebszego
uszkodzenia i pokazuje sie krew. To wszystko
z kolei utrudnia a nawet czasem uniemozliwia
odszukanie zarodkow. Ziuszczajace sie nablon-
ki i 8luz niekiedy tez zatykajg male otwory
przewodu odprowadzajacego. Jest oczywiste, ze
w miare nabierania wprawy efekty staja sie
jednak coraz lepsze.

Niewatpliwym obciazeniem tej metody jest
jeszcze trudnos$é¢ zachowania jalowego toku po-
stepowania. O ile u dawcy ewentualne niedo-
statki w tym zakresie mogg by¢ kompensowane
infuzja pltynu Lugola co i tak jest wskazane dla
niedopuszczenia do ewentualnego rozwoju cia-
zy z niedoplukanych zarodkéw, o tyle postugi-
wanie sie tym sposobem przy TPT niewatpli-
wie wymaga zwrocenia szczegdblnie uwagi na
aseptyke zabiegu. Koncepcja wynikajaca z tech-
niki inseminacyjnej wg Cassou wydaje sie tu
by¢ najprostszym i juz stosowanym rozwigza-
niem jalowego postepowania.

Mimo przedstawionych tu stabych jeszcze
stron bezkrwawych metod wyplukiwania za-
rodkoéw nie ulega watpliwosci, ze tylko ta dro-
ga moze prowadzi¢ do zasadniczego uproszcze-
nia postepowania, obnizenia kosztéw a w kon-
cowym rezultacie do upraktycznienia metody.
Powtarzalnos¢ zabiegu na tym samym zwierze-
ciu, oszczedno$¢ czasu i pracy, mozliwosé wyko-
nywania w oborze, sg szczegblnie istotne przy
wykorzystaniu tej metody do TPT, a wreszcie
eliminacja ryzyka operacyjnego, to wszystko
niewatpliwe 1 decydujace zalety tego sposobu
postgpowania. Slabg strong metody jest nie-
moznos¢ penetracji szyjki macicznej u niekto-
rych jaloéwek.

Przechowywanie zarodkoéw

Od uzyskania zarodka do transplantowania
go biorcy uplywa pewien okres czasu. Im be-
dzie to mogl by¢ dluzszy termin, tym przymusy
organizacyjne beda lagodniejsze, stopien wyko-
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rzystania wyzszy 1 odpowiednio nizsze koszty.
Odnosi sig¢ to w pierwszym rzedzie do stoso-
wania TPT w praktyce, ale jest réwniez istotne
w wielu poczynaniach doswiadczalnych przy
uzyciu zarodkéw.

W dotychczasowej praktyce transplantacyj-
nej przechowywano zarodki wylacznie w tem-
peraturach dodatnich, starajac sie, aby czas
przetrzymywania poza organizmem byl jak
najkrotszy. Sprowadzalto sie to do przetrzymy-
wania zarodkéw najwyzej w ciggu kilku go-
dzin. Przy transplantacji zarodkéw przechowy-
wanych do 2 h Sreenan i wsp. (11) uzyskiwali 72%
rozwijajacych sie ptodéw, natomiast juz tylko
42% z zarodkow przechowywanych 2—8 h. Je-
dnak Trounson i wsp. (14) wykazali, ze 6—7
dniowe morule, ktére rozwijaty si¢ normalnie
w ciggu 48 godzinnej hodowli w zbuforowanym
roztworze fosforanowym z dodatkiem 20% su-
rowicy z plodéw bydlecych rozwijaly sie dalej
po transplantacji u 61% biorcéw. Wskazuje to
na interesujaca juz ze wzgledéw praktycznych
mozliwosé przechowywania zarodkdéw bydle-
cych in vitro w ciagu 48 h. Jeszeze diuzej 6 1 7
dniowe zarodki przechowywali Renard i wsp.
(6) uzywajac ptynu B2 wg Menezo. Dwa zarod-
ki transplantowane po 4 dniach przetrzymywa-
nia in vitro rozwijaly sie dalej. W powyzszym
przegladzie uwzgledniono tylko te doswiadcze-
nia, w ktoérych sprawdzianem zywotnosci za-
rodkéw po pewnym okresie przechowywania in
vitro byl dalszy rozwéj u biorcy.

Jest tez publikacja Wright’a i wsp. (21), kto6-
ra wskazuje na mozliwo$§¢ przechowywania za-
rodka in vitro w ciagu nawet 156 h, jednak nie
poparta jeszcze sprawdzianem dalszego rozwo-
ju po TPT. Oczywiscie proby dlugiego prze-
chowywania dotycza wczesnych zarodkéw, do-
tychezas bowiem nie udalo sie jeszcze prowa-
dzi¢ hodowli dluzej jak do stadium blastocysty.

Mozliwe jest réwniez przechowywanie zarod-
kéw w jajowodzie krolika. Dobre wyniki TPT
po 4 dniach przetrzymywania zarodkéw tym
sposobem uzyskal Lawson i wsp. (5), gdyz 6
na 12 biorczyn sie zacielilo. Réwniez Seidel (9)
uzyskal zacielenie po zarodkach przetrzymywa-
nych w ciggu 2 dni w jajowodzie krélika. Acz-
kolwiek jest to jak widaé wecale skuteczny spo-
s6b przetrzymywania, stwarza jednak zbyt wie-
le dodatkowych utrudnien aby mégt znalezé
szersze zastosowanie w praktyce.

Stwierdzenie w 1972 r. przez Wittinghama
i wsp. (16), ze zarodki myszy znoszg zamroze-
nie do temp. — 196°C, a nastepnie urodzenie sie
w 1973 r. w Cambridge pierwszego cielecia z za-
rodka przechowywanego przez tydzien w ciek-
tym azocie i transplantowanego przez Wilmuta
i Rowsona (20) otworzylo nowe perspektywy w
zakresie konserwacji zarodkow. Mozliwosé za-
chowania substancji genetycznej w stanie nie
zmienionym przez nieograniczony czas otwo-
rzyta tez mozliwosci nowych poczynan w za-
kresie genetyki. Mozliwe stalo sie bowiem prze-

chowywanie szczegélnie wartoSciowych mate-
rialéw genetycznyth, kontrola postepu wzgl.
stabilizacji genetycznej itp.

Od strony dalszych manipulacji z zarodkiem,
glownie pod katem TPT, mozliwo$¢ dlugotrwa-
tej konserwacji posiada szereg zasadniczych
walorow. Cala liczba zarodkéw uzyskana od da-
wecy moze zostaé zakonserwowana i wykorzys-
tana réwniez w pelni i w sposéb dogodny orga-
nizacyjnie. Odpada tym samym przymus syn-
chronizowania nie dajgcej sie nigdy optymalnie
okresli¢ liczby biorczyn. Odpada réwniez koszt
synchronizowania dawczyn. Poprawia sig¢ eko-
nomiczna strona calej metody. Pod uwage nale-
zy tez bra¢ mozliwos¢ przewozenia zamrozo-
nych zarodkéw na dalsze odleglosci, a tym sa-
mym wykorzystanie metody w eksporcie mate-
rialu zwierzecego. Oczywiscie to wszystko przy
zalozeniu, ze wyniki uzyskiwane po transplan-
tacji zamrozonych zarodkéw sg nie gorsze od
tych, jakie uzyskiwano po swiezych.

O ile mozna wmioskowaé¢ z co prawda stosun-
kowo jeszcze bardzo nielicznych doswiadczen,
istnieje mozliwosé uzyskiwania ponad 50% roz-
wijajacych sie ptodéw po TPT zamrozonych za-
rodkéw. W jednym doswiadczeniu przeprowa-
dzonym w Cambridge przez Willadsena i wsp.
(17) transplantowano 23 zamrozone zarodki 11
jialowkom. Uzyskano 12 rozwijajacych sie pto-
dow u 8 zwierzat. W drugim do$wiadczeniu
transplantowano 9 jaldwkom po 1 zarodku. Na
60 dzien cigze rozpoznano u 6 zwierzat. W na-
szych doswiadczeniach po transplantacji zamro-
zonych zarodkéw przechowywanych od kilku
dni do kilkunastu miesiecy rozpoznano 6 ciel-
nych jatéwek po 60 do 120 dniach. (Wierzbow-

ski i wsp. — dane nie publikowane).
W dotychczasowej praktyce zamrazania za-
rodkéw bydlecych, dwumetylosulfotlenek

(DMSO) okazal sie najlepszym Srodkiem osla-
niajgcym. Drugim czynnikiem o decydujacym
znaczeniu jest stosunkowo wolne tempo obniza-
nia temperatury. Wedlug Whittinghama (16) to
bardzo wolne obnizanie temperatury umozliwia
odwodnienie zarodka zanim zostanie zamrozo-
ny. Zapobiega to krystalizacji drobin wody w
obrebie komorek, co jest uwazane za jeden z
glownych czynnikéw niszezacych zarodki w
procesie zamrazania. Z szybkoscig 0,13 do
0,3°C/min. obniza sie temperature do —80°C
a nawet do —100°C i dopiero wéwczas prze-
klada do cieklego azotu. Rozmrazanie odbywa
sie znacznie predzej, bo z szybkodeia 12—14°C/
/min. Dosyé¢ istotnym momentem jest tempera-
tura, w ktérej rozpoczyna sie proces krystali-
zacji wody. Roztwdr DMSO pozostawiony w
spokoju zamarza dopiero w temp. ok. —20°C.
Tak duze przechlodzenie bylo niekorzystne dla
zarodkow i konieczne okazalo sie stosowanie
tzw. posiewania, czyli inicjowania procesu kry-
stalizacji. Jak wynika z pracy Smoraga i wsp.
(10) najlepsze wyniki zamrazania otrzymywa-
no, przeprowadzajac posiewanie w temp. cd —6
do —8°C.
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Do mrozenia uzywa sie zarodkéw 6—7 dnio-
wych, gdyz jak stwierdzili Willadsen i wsp. (18)
a takie Wilmut i wsp. (20), zarodki krowy w

stadium moruli i wczesnej blastocysty lepiej-

znoszg zamrazanie niz wezeéniejsze stadia roz-
wojowe.

Metoda zamrazania zarodkow jest w obecnej
swojej postaci niewatpliwie zZmudna i czaso-
chlonna. Koniecznosé przeprowadzania zarod-
kéw przez kolejno wzrastajace stezenia DMSO
od 0,25 do 1,5 M przed mrozeniem, a w odwrot-
nej kolejno$ci po rozmrozeniu, zwigzane z tym
precyzyjne manipulacje, a takze sama procedu-
ra zamrazania, dlugotrwala i wymagajaca sta-
rannego prowadzenia sprawiaja, ze na pewno
nie jest to jeszcze metoda gotowa do wprowa-
dzenia do praktyki. Nie ma jednak watpliwosci,
ze szybko bedzie upraszczana, na co wskazujg
kierunki obecnie prowadzonych prac.

Dotychczas stosunkowo niewielka ilos¢ za-
rodkéw bydlecych byla zamrozona. Whitting-
ham (15) przyjmuje, ze do 1976 r. tylko okoto
250 bydlecych i 54 owczych zarodkow bylo mro-
zonych. Nawet dodajac do tego 139 bydlecych
i 87 owczych mrozonych w naszym Zakladzie,
sg to rzeczywiscie stosunkowo niewielkie licz-
by. Oceniajac jednak efekty w postaci juz co
najmniej kilkunastu cielgt urodzonych w Cam-
bridge, kilku w Australii i kilku cielnych kréw
w Instytucie Zootechniki, mozna nabieraé prze-
konania, ze zarodki bydlece i oweze sg stosun-
kowo dosy¢ podatne na konserwacje w niskich
temperaturach.

Aczkolwiek dalszy rozwdéj zarodka po TPT u
biorcy jest najpewniejszym sprawdzianem jego
nienaruszonej sprawnosci rozwojowej po za-
mrozeniu i rozmrozeniu, to sama transplantac-
ja, wobec jej jeszcze licznych stabych stron, nie
moze byé¢ dostatecznie pewna metoda oceny.
Chcemy tu powiedzie¢, ze faktyczna zdolnosé
do dalszego rozwoju zarodkéw bydlecych, ktére
przeszly mrozenie, moze byé wyzsza, niz na to
wskazujg dotychczasowe wyniki TPT.

Mozliwos¢ wnioskowania o warto$ci rozmro-
zonego zarodka na podstawie jego wygladu jest
tez dosy¢ ograniczona. Rozpoznaje sie uszko-
dzenia ostonki przejrzystej oraz zmiany wygla-
du morfologicznego wynikajace z uszkodzenia
struktury blastromeréw. Oczywiscie nic jeszcze
nie mozna powiedzie¢ o glebszych zmianach
strukturalnych, a i te stwierdzane moga cza-
sem budzi¢ watpliwosci. Stosujac jednak tylko
dostepne kryteria oceny morfologicznej, na
0g6lng ilos¢ 75 rozmrozonych zarodkéw bydle-
cych 61 (81%) oceniono jako normalne, 10 (13%)
jako morfologicznie normalne, ale z peknieta
ostonka przejrzysta, 2 (3%) jako czeSciowo usz-
kodzone, a 2 (3%) jako czeSciowo uszkodzone z
peknieta zona pellucida (Smorag i wsp. — dane
nie opublikowane). Ten stosunkowo bardzo wy-
soki odsetlek nie uszkodzonych zarodkéw stano-
w1l nastepny czynnik napawajacy optymizmem
co do przyszlej wartosci metody, ale tez wska-
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zuje na bardzo jeszcze nikle mozliwosci oceny
wartosci zarodka, ktory przeszedl zamrazanie
1 rozmrazanie.

Na koncu powstaje pytanie, jakie mozliwosci
oferuje metoda transplantacji zarodkéw u byd-
ta na obecnym etapie swojego rozwoju. Otdz
wydaje sie, ze juz teraz mozna stwierdzié, Zze
zainteresowanie mozliwoscig przenoszenia za-
rodkéw z jednego zwierzecia do drugiego sta-
nowi impuls, ktéry juz doprowadzil do bardzo
znacznego rozszerzenia wiadomosci dotyczacych
pierwszych stadiéw rozwoju zarodka, a dalej
bedzie prowadzil do rozwoju chyba nowego kie-
runku w postaci stosowanej embriologii.

Praktyczne mozliwosci stosowania TPT w ho-
dowli bydia sg jeszcze ciagle ograniczone tymi
niedostatkami metody, o ktérych poprzednio
byta juz mowa. Tak wiec, przy obecnych moz-
liwosciach metody, zastosowanie u nas mozna
widzie¢ jedynie w prébach TPT zarodkéw od
szczegblnie cennych zwierzat, ktére z takich
czy innych powoddéw muszg byé wybrakowy-
wane. Jest to bowiem jeszcze jedyna szansa
uzyskania w takich wypadkach przychéwka,
ktoéry moze mieé¢ jakie$ istotne walory hodow-
lane. Mogg to by¢é poczynania bez okreslonego
planu, a wynikajgce jedynie z powstajacych je-
dnostkowych sytuacji.

Mozna tu tez bra¢ pod uwage TPT jako me-
tode ulatwiajacg tworzenie niewielkich popu-
lacji wyjsciowych do prac selekcyjnych w kie-
runku pewnych specjalnych cech uzytkowych
jak np. skilonno$ci do dawania bliznigt (suge-
stia dr Konopki, ZZD Pawlowice).

Oczywiscie transplantacja zarodkdéw bedzie
stuzyla jako metoda majgca nader istotne zna-
czenie w badaniach z zakresu embriologii, a nie-
watpliwie tez w pewnych aspektach epizootio-
logii. W pracach z zakresu genetyki moze oczy-
wiscie juz teraz mie¢ zastosowanie, zakladajge,
ze z zarodkéw zamrozonych dostepnymi obecnie
metodami bedzie mozna uzyska¢ dostateczna
iloé¢ cielat za 5 czy 10 lat.

Najbardzie] atrakcyjne zastosowanie ze
wzgledéw praktycznych, a mianowicie w celu
zwiekszenia wydajnosci rozrodczej bydla, przez
uzyskiwanie bliZniat, wymaga jeszcze dalszego
doskonalénia metody. Najwazniejszymi punk-
tami sa: zwiekszenie wydajnoéci dawcow, uzy-
skiwanie i transplantacja metodami bezkrwa-
wymi i1 dtugotrwala konserwacja zarodkéw.
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Nowe aspekty etiopatogenezy
zalegania poporodowego u krow mlecznych

Z Instytutu Zoohigieny i Profilaktyki w Produkcji Zwierzecej SGGW-AR w Warszawie

Zzaleganie poporodowe (gorgczka mleczna) jest
zaburzeniem metabolicznym, wystepujacym w
okresie porodowym i z poczatkiem laktacji u
wysokoprodukeyjnych kréw wielorédek. Twier-
dzenie, ze zaleganie poporodowe jest chorobg
predukeyjng znajduje poparcie w fakcie, zZe
wraz ze wzrostem produkcyjnosci kréw wzrasta
rowniez wydatnie liczba przypadkow tego scho-
rzenia, Na przykilad w USA w Stanie Wisconsin
w 1970 r. obserwowano przypadki tej choroby
u 10% kréw po porodzie. Okolo 86% krow
w tym stanie to krowy rasy Holstein o bardzo
wysokiej wydajnosci mlecznej (13). Mimo, ze
leczenie w tym przypadku jest na ogét skutecz-
ne — jest jednak kosztowne i niewygodne, a po-
nadto choroba moze redukowac¢ okres produk-
cyjny kréow, jak wynika z badan Payne (25),
$rednio o trzy do czterech lat. Wzrost produk-
cyjnodci kréw w naszym kraju uzyskiwany
dzieki prowadzonej od wielu lat pracy hodowla-
nej oraz zmianie w systemach zywienia powo-
duje, ze schorzenie to moze stanowié coraz waz-
niejszy problem gospodarczy.

Do chwili obecnej dopracowano sie okolo 30
teorii wyjasniajacych etiopatogeneze zalegania
poporodowego, nie wszystkie jednak wytrzy-
maly probe czasu, niemniej jeszcze w chwili
obecnej, mimo wyjasnienia szeregu waznych
faktéw, etiologia tego schorzenia nie jest jesz-
cze dostatecznie poznana. Narzadami zwigzany-
mi z utrzymaniem prawidlowego poziomu wap-
nia w organizmie sa: kosci, jelita, gruczoly do-
krewne, gruczol mleczny, watroba, nerki i tkan-
ka tluszezowa. Zadaniem mechanizméw home-
ostatycznej adaptacji do laktacji jest wyrowna-
nie roznic miedzy zapotrzebowaniem na wapn
w tym okresie, a zapotrzebowaniem w okresie
poprzedzajacym pordd, kiedy pierwiastek ten,
poza zapotrzebowaniem bytowym, byl jedynie
potrzebny na budowe plodu. Istnieje dosé duza
roznica miedzy zapotrzebowaniem na wapn dla

plodu — 5,3 g dziennie, a ilo$cig wapnia wy-
dzielanego z siarg lub mlekiem: 13—18 g dzien-
nie. Roéznica ta przewyzsza catkowity zawartosé
wapnia w surowicy, ktéra wynosi 6—10 g. Ta
dysproporcja musi by¢ wyrdéwnana poprzez
wzrost doplywu wapnia do surowicy droga
zwigkszenia wchlaniania wapnia z jelit i uru-
chomienia rezerwy kostnej lub tez zmniejszenie
odplywu wapnia z organizmu (z wyjatkiem
mleka) gléwnie przez zmniejszenie wydalania
wapnia endogennego z kalem i moczem oraz
obnizenie odkladania wapnia w koéécu i tkance
tluszczowej (29). -

Rozpoczecie laktacji jest glownym czynni-
kiem prowadzacym do spadku wapnia w suro-
wicy, a w konsekwencji do wystapienia obja-
wow hipocalcemii u krow po porodzie, z kto-
rych jednym jest zaleganie (13). Fizjologiczny
spadek poziomu wapnia przy porodzie wynosi
2 mg% (np. z 10 do 8 mg%), fosforu 1—2 mg%
przy trzeciej laktacji i u kréw starszych (13, 20).
Stopien hipocalcemii traktowaé nalezy jako
§redni przy poziomie Ca w surowicy 7,5—8,5
mg% i duzy przy poziomie 5—6 mg%h. Nie
wszystkie krowy, u ktérych wystepuje nawet
duzy spadek poziomu wapnia muszg wykazy-
waé objawy zalegania (16, 23). Jednak przy po-
ziomie wapnia nizszym jak 5 mg% schorzenie
to wystepuje zawsze. Wskazuje to na zalamanie
sie mechanizméw adaptacyjnych i w przypadku
nieleczenia $miertelno$é moze wynosié 60—70%.
Obnizenie poziomu wapnia i fosforu nieorga-
nicznego przy porodzie poteguje sie z wiekiem
i kolejnymi laktacjami (20).

Czynniki sprzyjajace wystepowaniu zalegania

poporodowego

Jak juz wspomniano we wstepie rozpoczecie
Jaktacji 1 zwigzane z tym przekazywanie du-
zych ilodci wapnia do mleka jest glownym
czynnikiem prowadzacym do obnizenia poziomu
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