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Tronsplontocja zarodków u bydło;
obecny sion i możliwości melody

z zal<ł,adL]. Fizjologii Ęozrodlr i Szucznego Unasieniania zwietząt Instytutu zootechniki, Balice k, Krako\ł-a

W badaniach.nad rozro,dem zwierząt nastąpił
w ciągu ostatnich lat wyI,aźny wzrost zaintere-
sowania samicą. Wydaje się to łvynikać z kilku
okoliczności. Do zasadniczych mozna zaliczyć
zmieniające się warunki utrzymania zwl_erząt,
które niejako zmuszają do kierowania rozrodem,
aby utrzymać odpowiednią wydajność rozrod-
czą sarnic przy zwtiększający,m się dystansie
między obsługującym a zwierzęciem. PrzykŁa-
dem są tu wszystkie poczynania z zakresu syn-
chronizacji rui, syncLrronizacji rui i owulacji,
wywoływarl=ia rui poza sezonem rozpło,dowym
i kierowania terrninem porodu.

Innym kierunkiem prowadzącym w założe-
niu do zwiększania wydajności reprodukcyjnej
samic jest transplantacja zarordków. Jakkolwiek,
jak podaje Betteridge (3), jest to metoda podej-
mowana w skali lalboratoryjnej juz o,d 1Bg0 r.,
której pionierem był Heape z Ca.rnbridge, zasto-
sowanie w praktyce znalazła dopiero w ostat-
n.*ich latach. Bodźcem stało się stwierdzenie w
Angłii, a potem w USA lep,szych przyrostó,w
u niektórych ras bydła mięsnego, głównie fran-

cuskich i rvłoskich w sto,sunku do ho,dowanych
tam tradycyjnie mięsnych ras pochodzenia an-
gielskiego. Stwierdzenie to wywołało og,romne
zainteresolvanie i modę na ,,ogzoŁ5rczne" rasy,
jak je w krajach anglosaskich nazywano. Sku|-
kiem jeCnak o,bowiązującl,ch przepi,sów wetery-
naryjnych, które ze względów prewencyjnych
ograniczają mozliwość importu żywych zwte-
rząt, sięgnięto do transp,lantacji, jako metody
szy,bkiej multipłikacji tych nielicznych posiada-
nych już stad modnych ras. Podstawą uzasard-
niającą posłużenie się tą,rneto,dą było uzyskanie
w doświadczeniu przep,rowadzony,m w 1969 r.
w Cambridge Erzez Rowsona i wsp. (B) 65ło ciel-
ności po transplantacji przeprowadzonej u 20
jałówek.

Tutaj dla porządku można zaznaczyć, że jak
się wydaje, pńerwsza udana transplantacja za-
roidka by,dlęcego była przeprowadzona w 1951 r.
w USA przez Wlitrleta i wsp. (19).

W latach 1974-1975 praktykowało w USA
ok, 20 zespołów Iekarzy nastawionych na trans-
płantację zarodków u bydła, 3 w Australii, 6 w
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Norvej Zelandii, B w Anglii, 2 w Irlandii i kilka
w Kanadzie. Doszło nawet cto utworzerria lVIię-
dzynarodowego To,warzystwa Transplantacji
Zaroclków. Uzyskanie cielnej krowy po trans-
plantacji było jednak dosyć kosztowne. W USA
wynosiło ok. 3000 do1., a w Anglii ok. 2i00 fun-
tów. Mimo tak wysokich kosztów, transplanto-
wano zarodki ,co najmniej 5-10 tysiącom bior-
czyń, MożIiwy jest jedynie tak gruby szacunek,
bowiem zespoły działające na zasadagh komer-
cyjnych, w większości nie publikowały swoich
danych statystycznych ani wyników. Jednym
z niewiolu, które podawały swoje wyniki jest
kanadyjski zespól Ałberta Livestock Trans-
plants. Otóż według Church i Shea (2) skutecz-
ność wykonywanych TPT *) przez ten zespół
wzrosła z 400lg w 1971 do 70ło w 1975 r. Od jednej
dawczyni uzyskiwano średnio 4,4 cielęta. Re-
kondowy przypadek zespół miał w 1974 r., gdy
od jednej dawczyni uzyskano 32 cielęta urodzo-
ne po TPT.

W 1976 r. zaznaczył się juz wyraźny spadek
zainteresowania, gdyz okazało się, że w szerszej
praktyce nie jest to jeszcze ani taka łatwa, ani
skuteczna meto,da, jak się w początl<owym okre-
sie wy,dawało, a przy tym jeszcze bardzo kosz-
towna, Zmniejszyło się też, względnie zostało
zaspokojone zainteresowanie hodowców nowy-
ni rasami. W rezu],tacie pozostały tylko poje-
dyncze zespoły nastawione na stosowani.e TPT,
natomiast n]etolda, jej elementy i możIirłlości w
coraz szerszynr zakresie absorbują zakła,dy nau-
kowe. Za niewątpliwą korzyść poczynan z lat
7974-1975 należy uważać sprawdzenie TPT w
szerokiej praktyce. Pozwoliło to bowiem na ,\^/y-

raźne wyeksponowanie jej obecnych słabych
stron i odpowiednie ukierunkowanie prac ba-
dawczych,

Wydajność dawczyń

Rozważania na temat transpłantacji zarod-
ków, wydaje się, należy zacząć od okreś].enia
wydajnosci dawcy. Dysp,onoq7ąnie odpowie,Cnią
iłością zaro,dków decyduje bowiem o wszelkich
pracach zarówno w skaii badaw,czej, jak i sto-
sowanej. Tak więc nałeży rozplocząć od oceny
wyników superowulacji. Na dbecnym etapie
doświadczeń i pral<tyki wywoływania supero-
wulacji, wydaje się, że najskuteczniejsze jest
podawarrie PMSG w połowie fazy lutealnej
czyli między B a 1,2 dniem cyklu (dzień
0 : pierwszy dzleń rui) w kombinacji z pro-
staglandyną (PG) lub jej analogami podawany-
mi 48 h później. Dawki PMSG wahają się naj-
częściej w granicach 1500 do 3000 j. zwykle w
małej ilości płynu podawane domięśniowo. PG
podaje się najczęściej w ilości 500-1000 pg
również i.m. Nadal też szeroko stosuje się, i z
dobrymi skutkanr-i, podawanie tylko PMSG naj-
częściej w 16 dniu cyklu.

*) transplantacja w umownym skrócie.
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Opieraiąc się lra clan;.gh, jakie zestawił Bet-
teridge (3), a obejnru.jącyclr wynilci prac różnyc}r
ośrodkóu, w latach 7974-7971 nrożna wyliczyć,
ze rezultatem superowulacji przeprowaclzclnei
u 1779 zwierząt było uzyskanie średnio I1,7
owulacji od sztuki. Poszczególni autorzy oŁrzy-
mywal,i od 3,5 do 18,5 owulacji śre,dnio od zwie-
rzęcia. I-iczba zarodków wypłukanyclr i ocenio-
nych jako normalne była oczywiśoie zruacznlc
niższa i wynosiła ok. 4,5 od zwierzęcia. Tutaj
znowu rózniae były bandzo znaczle, bo wynosi-
ły od 2 do 9,6 zarodków od dawcy, Są to wy-
niki oparte na chirurgicznych metodach pozy-
skiwania, a częściowo również porrbojowych.

sto,sowana w naszym zakładzie metotda wy-
woływania superowulacjń polega na podaniu
2000 j. PMSG (Serogonadotnopina, Biowet,
Drwalew) w 9-10 dniu cyklu. (1000 i.m. 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 pozostałą 1/3 po ko,lejny,oh B godzinach.
Wszystkie przygotowywane w ten sposób zwie-
rzęta zareagowały dordatnio. Średnia ilość owu-
1acji wynosiła l2,1 z wahaniami od 3 do 32. Ocl
jednej dawczyni uzyskiwano średnio 6,2 (7-26)
zarodków oceniany,ch jako normalne (Wierz-
bowski i wsp., w przygot. do druku).

Pewien wpływ na wartość zwierzęcia jako
dawcy wydaje się wywierać wiek i rasa. Pogląd,
że krowy reagują na pobrldzanie znacznie mniej
regularnie od jałówek jest przytaczany stosun-
kowo często i potwierdza się również w naszych
obserwacjach. Również i czynniki rasowe wy,da-
ją się odgrywać pewną rolę. Zwierzęta rasy ncib
wydają się być mniej po,datne na superorń/ulację
w porównaniu z Charolaise, Hereford, rasą cp
czy też różnymi krzyzówkami.

Znamienna jest stosunkowo znaezna różnica
między liczbą owulacji a ilością uzyskiwanych
zarodków. Średnio uzyskuje się 600/o zarodków,
które, biorąc pod uwagę liczbę ,stwierdzonych
owulacji (na pordstawie stwierdzonych ciałek
żoŁŁych), mogłyby być do uzy,SkanĘa. Otwiera to
pole dla różnych kałkulacjt. Zachęcającą hipote-
zą nroże być domnie,manie, ze na skutek bardzo
znacznego powiększenia jajnika, do jakiego do-
cho,dzi w czasie superowulacji, nie wszystkie
komórki jajowe zostają wychwytane przez bul,-
sa ouarżca i część ich wpada do jamy brzusznej.

Wydaje się tez, ze prowokowanie superowu-
lacji nroze rówtlież zaburzać mechanizm trans-
portu jai przez jajowód. Objawia się to czasen
w występowarrliu sporego od,setka nie zapłod-
nionych komórek jajowych, a także niekiedy
wypłukiwaniem z macicy równocześnie z nie
zapłodnionymi komórkami jajowymi, zarodków
znajdujących się w różnych staidiach rozwoju,

Metodykę przygotowywania zwierząt do su-
perowulacji w je.j obecnej postaci mozna oce-
niać jako stosunkołvo prostą i łaŁwą, Frrzy czyTn
istotne znaczenie posiada precyzyjna kontrola
cyklu płciowego. Uzy,skiwane i,lości zarodków
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skiwania komórek jajowych.

Uz'yskiwanie zarodków

wyglądała następująco.
Po przegłodzeniu i n,ie pojeniu w ciągu co

waniu ibarbituranów (Thiopenta1, Vetbutal,
Eunarcon) po uprzednim p,remodykolvaniu
zwierzęcia.

Jamę brzuszną otwierano w 1inii białej cię-
ciem długości ok. 15 cm. U krów dochodzono do
wymienia, a u jałówek dogodniejsze było po-
prowadzenie cięcia do wysokośc,i pierwszej pary
strzyków. Ułatwiało to dostęp do macicy, która
u jałówek jest jeszcze na krótkich wiązadłach.
Z kolei maoicę po,dciągano do góry i podwiązy-
wano na wys. trzonu do metalowego pręta
wspartego poprzecznie na brzegach rany opera-
cyjnej.

Wychodząc z założenia, że w 7-B dniu
normalnie rozwijające się zarodki znajdują się
już w macicy, płukano tylko rogi macicy. Na
wysokości przyczepu wiązadła międzyroznego,
wprowadzano rurkę szklaną dłuigości ok. 7 cm
z wywiniętymi brzegami do średnicy 13 mm.
Na drugi koniec rurki nasadzony byŁ wężyk gu-
nowy. Kołnierz ru|ki był uszczelniany przez
obciśnięcie ściany rogu klerną jellitową zakła-
daną z zewnątrz na tej samej wysokości. Na-
stępnie ostrą igłą wkłtrwano się do rogu macicy
na granlicy przejścia jajowodu w róg macicy.
Do płukania każdego rogu użylvano ok, 50-60
ml uzupełnionego płynu Dulbecoo o temp. 35-
37oC. Przepływ płynu kierowano od końca ro-
gu do trzonu. Stosując opisany sp,osób postępo-
wania, uzyskano średnio od jałówki 7,4 zarod-
ków i nie zapłodnionych jaj, co stanowiło ok,
60,7 stwierdzonych owulacji. Otrzewną i roz-
ścięgno szyto następnie katgutem nr 4 lub 5.
Jeżeli występowała gruibsza \Marstwa tkanki
tłuszczowej pod skórę, szyto ją odidzielnie, rów-
nież katgutem, sz,wem ciągłym, Jeżeli postępo-

tvliirie operacyjne narLlszało gruczoł mleczny
szyto go lównież katgutem. Skórę szyto szwem
pojedynczym węzełkowym używając niei sty-
Ioriowej mo,nofil lub plecionki nr 4. Przestrze-
gając możliwie starannie aseptyki całego postę-
powania, ale bez stosowania osłony antybioty-
karni, rejestrowano ok. 20Vo taczej niewielkich
kornpltikacji w gojeniu się rany (Wier"zchoś
iwqp.-wopracowaniu).

Niewątpliwą zaletą metody chirurgicznej jest
to, że wypłukiwanie zarodków odbywa się pod
kontrolą wzroku, a cały narzĄd jest dogodnie
dostęprry. Jest to też dotychczas naj'baldziej
wydajna metolda. Wadą jesrt tworzenie się zro-
stów, co jest prawie nieuniknione i mozliwość
używania tej samej dawc,zyni nie więcej jak
2-3 razy. Odnośnie dalszej przydatności roz-
płodowei dawczyń mało jest informacji. Co
prawda Betteridge (3) przytacza dane z prac w
Colorado State Universi.ty, z którycłr wynika,
że 78 do 89% dawczyń się zaciel,ało, ale było to
rozpoznąnie po 3 miesiącach od inseminacji, a
wydaje się, że interesujące mogloby być roz-
poznanie dot. przebiegu późniejszyoh ciąży i po-
rodów. Taiiiclr informaoji nie spotl<ano jeszcze.
Jest to też metoda dosyć lrosztowna i wymaga-
jąca zespołu przygotowanych ludzi.

Niewątpliwie rozwiązanienn pr,ositszym, a
wedlug jego autora również \Mysoce skutecz-
hyffi, jest postępowanie opracowane przez
Holy'ego (4). Operację przą)ro\Madza się na
zwierzęciu stojącym. Wejście do jamy brnlsz-
nej cięciem w 1ełvym lub prawym dole głodo-
wym, skośnie mrrliej więcej na linii biegnącej od
łokcia do tuber corae, Następnie jedna ręka
ustala macicę, a druga wkłuryya igłę możliwie
b]isko końca ro,gl. Przez tę igłę skierowuje się
prąd cieczy płuczącej w kierunl<u trz,onu. Od-
pływ cieczy odbywa się przez cewnik wprowa-
dzony do rogu z zewrtątrz przez szy'jkę. HoIy
stwierdza, że postępując w ten sposób, uzyski-
wano stosunkowo bardzo dobre rezułtaty.

Odmienny sposób postępowania został przy-
jęty w ośrodku badań nad rozrodem ,zwierząt
Akademii Nauk Rolniczych NRD w Dummers-
torfie. Mianowicie, nając możlirpości korzysta-
nia z ogr,omnej ilości materiału opasowego, po-
biera się całą macicę wtaz z jajnikami i wypłu-
kuje zarodki z amputowanego narządu. Opera-
,cję przeprowaldza się na stojącym zwierzęciu,
wclhodząc do jamy brzusznej przez podłużne
cięcie w fornir dors. uaginae. Oczywiście jest to
nretorda dobra tylko w odniesieniu do materia-
łu rzeźnego.

Wszystkie dotychczas opisane sposoby postę-
powania wymagają wkroczenia chirurgicznego.
Wiąże się to z dysponowaniem zespołem opera-
cyjnym i koszta,rni. Dawcę używa się w najlep-
szym razie 2-3 razy, a tyzyko kornplikacji po-
operacyjnych rzutujących na późniejszą płod-
ność zwierzęcia jest w pewnym procencie wy-
padków nieuniknione, Podstawową zaletą me-
tody jest wysoki stopień niezawodności.
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Zasadntczym r"ldogodnieniem, decydt-ljącytn o
dalszym rozwoju badań nad zarocikami bydła
i stosowaniem TPT w praktyce, będzie opano-
wanie bezkrwa,"vej metod5, uzyskiłvania zarod-
ków. Wydaje się, że będą tu decydowały dwa
elementy, a mianołvicie instrument i umiejęt-
ność posługiłvania się nim. Od czasu jako Row-
son i Dowling (7) skontrolowali pierrvszy kate-
ter do tego celu, powstało szeleg rozwiązań
i modyfikacji, dzięki którym zaczęto w latach
1976-1977 uzyskiwać wydajność odpowiadają-
cą otrzymywanej metodami chirurgicznymi.
Przedtem jednak był długi okres niepowodzeń
i dopiero wyniki jakie podał Sugie i wsp. (12)
wskazały na praktyczne mozliwości tej metody.

Koncepcja postępowania polega na wplowa-
dzeniu katetera do macicy, uszczelnieniu końca
w rogu macicy a następnie płukaniu, Postępo-
wanie powtalza się }<olejno w obu rogach.

Wspólną cechą wszystkich tozwiązań jest
uszczelnianie końca katetera w logu macicy.
Uzyskuje się to przez wdmuchiwanie do kołnie-
rza gumowego opasującego koniec katetera ok.
10-20 cm3 powietrza. Ręka operatora znajdu-
jąca się w prostnlcy kontroluje stopień wypeł-
nienia kołnierza, Następnym wskaźnikiem jest
unieruchomienie katetela w określonej pozycji,
Technika płukania wiąże się z l<onstrukcją ka-
tetera. W kateterach 2 przewodowych (jeden
przewód do nadmuchiwania kołnierza, drugi
służący dla przepływu cieczy) wprowadza się
jednorazowo 20-50 mI płynu i następnie ścią-
ga go strzykawką. Zabieg powtarza się szereg
razy, używając nawet kilkuset ml płynu (300-

-500 m1).
Najlepsze wyniki przy użyciu takiego sposo-

bu uzyskał Ayalon i wsp, (I), gdyż odzysl< pły-
nu wynosił 96010 a zarodki t-tzyskano od 570/o

krów poddawanych płukaniu. Używany kateter
był spolządzony ze zwykłej plastikowej piPety
inseminacyjnej, do której przyklejono latekso-
wy kołnierz.

Przy kateierach trójprzewodowych (jeden do
nadmuchiwania uszczelniającego kołnierza,
drugi do wplowadzania a trzeci do odprowadza-
nia płynu), wys,tępują pewne drobne różnice
pomiędzy poszczegóInymi modelami. Jeden z
przervodów może być wysuwany głębiej, tak
aby dochodził prawie do samego końca rogu.
Plzepływ cieczy rnoże być kierowany do końca
rogu, względnie od końca rogu do trzonu. Naj-
częściej instrumenty te są oparte na kateterach
Foley'a uzupełnianych giętkim metalowym
przewodem centralnym i ewentua].nie rurką u-
sztywniającą. Trudności konstrukcyjne wyni-
kają ze stawianych założeń. N[uszą to być przy-
rządy dostatecznie sztywne, aby można było je
przeprowadzać ptzez szyjkę maciczną. Równo-
cześnie nie mogą być zbyt grube, żeby mogły
być również uzywane u jałówek, względnie
n],Lrszą być odrębne rnodele dla jałówek, Prze-
wód środkowy winien być wysuwalny mozliwie
daleko do końca rogu. Równocześnie nie może
być sztywny, aby nie uszkadzał endometrium.
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Przy teqo typu kateterach plzeplyrv cieczy
odbywa się l,v sposób ciągły. Z naczynta umiesz-
czonego o1<. 1 m powyżej poziomu macicy, płyn
spływa Co maci.cy jednym przewodem, & wy-
płyrva drugim do naczynia umieszczonego na
podłodze, Używa się stosunkowo zr'acznych ilo-
ści płynu, bo 500-800 ml na jeden róg, a na-
,łlet więcej. Na przykład Sugie i wsp. (13) uży-
wali nawet 2000-3000 ml płynu. Zabieg wy-
konuje się w znieczuleniu epiduralnym. Pod-
czas całego p,ostępowania, operato1 stara się
ułatwić przebieg płukania. Ręką pr/ez prostni-
cę podciaga macicę do jamy miednicowej, unosi
ku górze, zwlaszcza rogi i masuje aby ułatwić
spł;rw płynu, Jednocześnie jednaii takie postę-
porvanie niewątpliwie sprzyja odklejaniu się
.#zględnie zdrapywaniu komórek nabłonka koń-
cem katetera i stąd prawie zawsze plzy tej me-
todzie w płynie znajdują się'znacznie większe
iiości złuszczonego nabłonka, niż przy płukaniu
chilurgicznym. Czasem dochodzi do głębszego
uszkodzenia i pokazuje się krew. To wszystko
z kolei utrudnia a nawet czasem uniemożliwia
odszu}<anie zarodków. Złuszczające się nabłon-
ki i śluz niel<iedy też zatykaią nrałe otwory
plzewodu odprowadzającego. Jest oczyrviste, ze
rv miarę nabierania wplawy efekty stają się
jednak coraz lepsze.

Niewątpliwym obciązeniem tej metody jest
jeszcze trudność zachowania jałowego toku po-
stępowania. O ile u dawcy ewentualne niedo-
statki w tym zakresie mogą być kompensowane
infuzją płynu Lugola co i tak jest wskazarre dla
niedopuszczenia do ewentualnego rozwoju cią-
ży z niedopłukanych zarodków, o tyle posługi-
wanie się tym sposobem przy TPT niewątpli-
wie wymaga zwrócenia szczegóInie uwagi na
aseptykę zabiegu. Koncepcja wynikająca z tech-
niki inseminacyjnej wg Cassou wydaje się tu
być najprostszym i już stosowanym rozwiąza-
niem jałowego postępowania.

Mimo przedstawionych tu słabych jeszeze
stron bezkrwawych metod wypłukiwania za-
rodl<ów nie ulega wątpl,iwości, że tylko ta dro-
ga może prcwadzić do zasadniczego uploszcze-
nia postępowania, obniżenia kosztów a w koń-
coy/ym r-ezultacie do upraktycznienia metody.
Powtarzalność zabiegu na tym sam)run zwietzę-
ciu, oszczędność czasu i pracy, możliwość wyko-
nyuzania w obol,ze, są szczególnie istotne przy
wykorzystaniu tej metody do TPT, a wreszcie
eliminacja ryzyka operacyjnego, to wszystko
niewątpliwe i decydujące zalety tego sposobu
postępowania. Słabą stroną metody jest nie-
mozność penetracji szyjki macicznej u niektó-
rych ja.łówek.

P r zechowywanie zaT odków

Od uzyskania zarodka do transplaniowania
go biorcy upływa pewien okres czasu. Im bę-
rlzie to mógł być dłuższy termi,n, tyrn przymusy
organizacyjne będą łagodniejsze, stopień wyko-
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rzystania wyższy i odpowiednio niższe koszty.
Odnosi się to w pierwszym rzędzie do stoso-
wania TPT w praktyce, ale jest równiez istotne
rv wielu poczynaniach doświadczalnych przy
użyciu zarodków.

W dotychczasowej praktyce transplantacyj-
nej przechowywano zarodki wyłącznie w tem-
peraturach dodatnich, starając siĘ, aby czas
przeftzymywania poza organizmem był jak
najkrótszy. Sprowadzało się to do przetrzymy-
wania zarodków najwyżej w ciągu kilku go-
dzin. P r zy transplantac j i zaro dków przechowy-
wanych do 2 h Sreenan i wsp. (11) uzysl<iwali720lo
rozwijających się płodów, natomiast już tylko
420lo z zarodków przechowyw-anych 2-B h" Je-
dnak Trounson i wsp, (14) wykazali, że 6-7
dniowe morule, które rozwijały się normalnie
w ciągu 48 godzinnej hodowli w zbuforoWanym
roztwotze fosforanowym z dodatkiem 20% su-
rowicy z płodów bydlęcych rozwijały się dalej
po transplantacji u 610/o biorców. Wskazuje to
na interesu jącą już ze względów praktycznych
mozliwość przechor,vywania zarodków bydlę-
cych żn użtro w ciągu 48 h. Jeszcze dłuzej 6 i 7
dniowe zarodki przechowywali Renard i rvsp.
(6) używając płynu 82 wg Menezo. Dwa zarod-
ki transplantowane po 4 dniach przetrzyrnywa-
nia żn uitro tozwijały się dalej. W powyzszym
przeg)ądzie uwzględniono tylko te doświadcze-
nia, w których sprawdzianem żywotności za-
rodków po pewn}r,rn okresie przechowywania żn
użtro był dalszy rozwój u biorcy.

Jest też pubiikacja'Wright'a i wsp. (21), któ-
ra wskazuje na możIiwość przechowywania za-
rodka żn użt1,o w ciągu nawet 156 h, jednak nie
poparta jeszcze sprawdzianem dalszego rozwo-
ju po TPT. Oczywiście próby dłtrgiego prze-
chowywania dotyczą wczesnych zarodków, do-
tychczas bowiem nie udało się jeszcze plowa-
dzić hodowli dłużej jak do stadium blastocysty.

MożIiwe jest równiez przechowywanie zarod-
ków w jajowodzie króIika. Dobre wyniki TPT
po 4 dniach przetrzymywarria zarodków tym
sposobem uzyskał Lawson i wsp. (5), gdyż 6
na 72 biorczyń się zacieliło. Również Seidel (9)
uzyskał zacielenie po zarodka ch pr zetrzymywa-
nych w ciągu 2 dni w jajowodzie król_ika. Acz-
kolwiek jest to jak widać wcale skuteczny spo-
sób przetrzymywania, stwarza jednak zbyt rvie-
le dodatkowych utrudnień aby mógł znaleźó
szelsze zasitosowanie w praktyce.

Stwierdzenie w 1972 r, przez Wittinghama
i wsp. (16), że zarodki myszy zftaszą zamroże-
nie do temp. - 196oC, a następnie uro,dzenie się
w 1973 r. w Cambridge pierwszego cielęcia z za-
rodka przechowywanego przez tydzień w ciek-
łym azocie i transplantowanego przez Wilmuta
i Rowsona (20) otworzyło nowe perspektywy w
zakresie k,onserwacji zarodków. }lożliwość za-
chowania substancji genetycznej w stanie nie
zrnienionym przez nieoglaniczony czas otwot
rzyła też mozliwości nowych poezynań w za-
kresie geneiyki. Mozliwe stało się bowiem prze-

chowywanie szczególnie wartościowych mate-
riałów genetycznyćh, kontrola postępu wzgl.
stabilizacji genetycznej itp.

Od strony dalszych manipulacji z zarodkiem,
głównie pod kątem TPT, mozliwość długotrwa-
łej konserwacji posiada szereg zasadniczych
walorów. Cała liczba zarodków uzyskana od da-
wcy może zostać zakonserwowana i wykorzys-
tana również w pełni i r,,r sposób dogodny orga-
nizacyjnie. Odpada tym samym przyfnu§ syn-
chronizowania nie dającej się nigdy optymalnie
określić liczby hiorczyń, Odpada również koszt
synchronizowania dawczyń. Foprawia się eko-
nomiczna strona całej metody. Pod uwagę nale-
ży też brać możliwość przewozenia zamroża-
nych zarodków na da]sze odległości, a tym sa-
mym wykorzystanie metody w eksporcie mate-
riału zwier-zęcego. Oczywiście to wszystko przy
założeniu, że wyniki uzyskiwane po transplan-
tacji zamrozonych zarodków są nie gorsze od
tvch, jakie uzyskiwano po świeżych,

O ile można wnioskować z co prawda stosun-
kowo jeszczę bardzo nielicznych doświadczeń,
istnieje mozliwość uzyskiwania ponad 500lo roz-
r,vijaiących się płodów po TPT zamrożonych za-
rodków. W iednyrn doświadczeniu przeprowa-
dzonym w Cambridge przez Willadsena i wsp.
(17) transplantorvano 23 zarnrożone zarodki 11
jałówkom. Uzyskano 12 rozwijających się pło-
dów u B zwieruąt, W drugim doświadczeniu
transplantowano 9 jałówkom po 1 zarodku, Na
60 dzień ciążę rozpoznano u 6 zwierząt. W na-
szych doświadczeniach po transplantacji zamro-
żonych zarodków przechowywanych od kilku
dni do kilkunastu rniesięcy razpaz:nano 6 ciel-
nych jałówek po 60 do 120 dniach. (Wierzbow-
ski i wsp. - dane nie publiko."łzane).

W dotychczasowej praktyce zamrażania za-
rodków bydlęcych, dwumetylosulfotlenek
(DMSO) akazał się najlepszym środkiem osła-
niającym. Drugim czynnikiem o decydującym
znaczeniu jest stosunkowo wolne tempo obniza-
nia temperatury. Według Whittinghama (16) to
bardzo wolne obniżanie temperatury urnożliwia
od.wodnienie zarodka zafim zostanie zamrażo-
ny. Zapolriega to krystalizacji drobin wody w
obrę,bie komórek. co jest uważane za jeden z
głównych czynnikór,v niszczących zarodki w
procesie zamrażania. Z szybkością 0,13 do
0,Soc/min, obniża się temperaturę do -80oCa nawet do -100oC i dopiero wór,vczas prze-
}<łada do ciekłego azotu, nie odb[wa
się znacznie prędzej, bo z ą lz-l4ocl
/rnin. Dosyć istotnym mornentem jest tempera-
tura, w której Iazpoczyna się proces krystali-
zacji wody, Roztwór DMSO pozostawiony w
spokoju zamaTza dopiero rv temp. ok. 

-20oC.Tak duże przechłodzenie było niekorzystne dla
zarodków i konieczne okazało się stosowanie
tzw. posiewania, czyli inicjowania procesu kry-
staiizacji. Jak wynika z pTacy Smorąga i wsp.
(10) najlep-cze wyniki zamrażanta otizymy-wa_
no, plzeprowadzając posiervanie w temp. od -6do -8oC.
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Do mrożenia używa się zarodków 6-7 dnio-
wych, gdyż jak stwierdzili Wiiladsen i wsp. (1B)
a także Witrmut i wsp. (20), zarodki krowy w
stadium moruli i wczesnej blastocysty iepiej
znoszą zamrażanie niż wcześniejsze stadia roz-
wojowe.

Metoda zarnrażania zarodków jest w obecnej
swojej postaci niewątpliwie żmudna i czaso-
chłonna. Konieczność przeprowadzania zarod-
ków przez kolejno wzrastające stężenia DMSO
od 0,25 do 1,5 M przed mrożeniem, a w odwrot-
nej kolejności po rozmrożeniu, związane z tym
precyzyjne manipulacje, a także sama procedu-
ra zamtażania, długotrwała i wyrnagająca sta-
rannego prowadzenia sprawiają, że na pewno
nie jest to jeszcze metoda gotowa do wprowa-
dzenia do plaktyki. Nie ma jednak wątpliwości,
że szybko będzie upraszczana, na co wskazują
kierunki obecnie prowadzonych prac.

Dotychczas stosunkowo niewielka ilość za-
rodków bydlęcych była zamrożona. Whitting-
ham (15) przyjmuje, że do 1976 r. tylko około
250 bydlęcych i 54 owczych zarodków było mro-
żonych. Nawet dodając do tego 139 bydlęcych
i 87 owczych mrożonych w naszym Zakładzie,
są to rzeczywiście stosunkowo niewieikie licz-
by. Oceniając jednak efekty w postaci już co
najmniej kilkunasttr cieląt ur,odzonych w Cam-
bridge, kilku w Australii i kilku cielnych krów
w Instytucie Zootechniki, rnożna nabieraó prze-
konania, że zarodki bydlęce i owcze są stosun-
kowo dosyć podatne na konselwację w niskich
temperaturach.

Aczkolwiek dalszy rozwój zarodka po TPT u
biorcy jest najpewniejszym sprawdzianem jego
nienaruszonej sprawności rozwojowej po za-
mrożeniu i rozmrożeniu, to sama transplantac-
ja, wobec jej jeszcze licznych słabych stron, nie
może być dostatecznie pewną metodą oceny.
Chcemy tu powiedzieć, że faktyczna zdolność
do dalszego rozwoju zarodków bydlęcych, które
przeszły mrożenie, może być wyższa, niż na to
wskazują dotychczasowe wyniki TPT.

MożIiwość wnioskowania o wartości rozmro-
żonego zarodka na podstawie jego wyglądu jest
też dosyć ograniczona. Rozpoznaje się uszko-
dzenia osłonki przejrzystej otaz zmlany wyglą-
du morfologicznego wynikające z uszkodzenia
struktury blastromerów, Oczywiście nic jeszcze
nie można powiedzieć o głębszych zmianach
strukturalnych, a i te stwierdzane mogą cza-
sem budzić wątpliwości. Stosując jednak tylko
dostępne kryteria oceny morfologicznej, na
ogólną ilość 75 tozmrożonych zarodków bydlę-
cych 61 (B1%) oceniono jako normalne, 10 (130/o)
jako morfologicznie normalne, ale z pękniętą
osłonką przejlzystą, 2 (3010) jako częściowo usz-
kodzone, a 2 (30lo) jako częściowo uszkodzone z
pękniętą zona pellucźdo (Srnorąg i wsp. - dane
nie opublikowane). Ten stosunkowo bardzo \vy-
soki odsetek nie uszkodzonych zalodków stano-
u,i traslępny czynnilt napawa,iący optynrizmetn
co do pi-zyszłej wartości metcldy, ale, też wska-
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zuje na bardzo jeszcze nikłe mozliwości oceny
wartości zarodka, który przeszedł zarntażanie
i rozmrażanie,

Na końcu powstaje pytanie, jakie możliwości
oferuje metoda transplantacji zarodków u byd-
ła na obecnym etapie swojego rozwoju. Otóż
wydaje się, że już teraz można stwierdzić, że
zainteresowanie możliw.ością przenoszenia za-
rodków z jednego zwierzęcia do drugiego sta-
nowi impuls, który już doprowadził do bardzo
znaczne go t o zszer zenia wi adomośc i doty c zących
pierwszych stadiów rozwoju zarodka, a dalej
będzie prowadził do rozwoju chyba nowego kie-
runktr w postaci stosowanej embriologii.

Praktyczne możiiwości stosowania TPT w ho-
dowli bydła są jeszcze ciągle ogTaniczone tymi
niedostatkami metody, o których poprzednio
była już mowa. Tak więc, przy obecnych moż-
liwościach metody, zastosowanie u nas można
widzieć jedynie w próbach TPT zarodków od
szczegóInie cennych zwietząt, które z takich
czy innych powodów muszą być wybrakowy-
wane. Jest to bowiem jeszcze jedyna szansa
uzyskania w takich wypadkach przychówka,
który może mieć jakieś istotne walory hodow-
lane. Mogą to być poczynania bez okreśIonego
planu, a wynikające jedynie z powstających je-
dnostkowych sytuacji.

Można tu też brać pod uwagę TPT jako me-
todę ułatwiającą tworzenie niewielkich popu-
Iacji wyjściowych do prac selekcyjnych w kie-
runku pewnych specjalnych cech użytkowych
jak np. skłonności do dawania bliźniąt (suge-
stia dr Konopki, ZZD Pawłowice).

Oczywiście transplantacja zarodków będzie
służyła jako metoda mająca nader istotne zna-
czenie w badaniach z zakresu embriologii, a nie-
wątpliwie też w pewnych aspektach epizootio-
Iogii. W pracach z zakresu genetyki może oczy-
wiście już teraz mieć zastosowanie, zakładając,
że z zatodków zamrożonych dostępnymi obecnie
metodami będzie można uzyskać dostateczną
ilość cieląt za 5 czy 10 lat.

Najbardziej atrakcyjne zastosowanie ze
względów praktycznych, a mianowicie w celu
zwiększenia wydajności rozrodczej bydła, przez
uzyskiwanie bliźniąt, wymaga jeszcze dalszego
doskonal<lnia rnetody. Najważniejszymi punk-
tami są: zwiększenie wydajności dawców, !zy-
skiwanie i transplantacja metodami bezkrwa-
wyrni i długotrwała konserwacja zarodków.
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Nowe ospekty etiopotogenezy
zolegonio poporodowego u krów mlecznych

z Instytutu zoohigieny i Plolilaktyki W Produkcji zwierzęcej SGGW-AR w Warszaivie

Zaleganie pcporodowe (gorączka mleczna) jest
zaburzenienr metaholicznym, występującym w
okresie porodowym i z początkiem laktacji u
wvsokop,roCukc5,Inych krów wieloródek. Twier-
dzenie, że zaleganie poporodowe jest chorobą
proCukcyjną znajduje poparcie w fakcie, że
wraż ze wzrostem produkcyjności krów wzrasta
rórvniez wydatnie liczba przypadków tego scho-
rzenia. Na przykład w USA w Stanie Wisconsin
w 1970 r. obserwowano przypadki tej choroby
u 10Vo krów po porodzie. Około 860/o krów
w tynr stanie to krowy rasy Holstein o bardzo
wysokiej wydajności mlecznej (13). Mimo, że
1eczenie w tym prz;rpadku jest na ogół skutecz-
ne 

- 
jest jednak kosztowne i niewvgodne, a po-

nadto choroba może redukować okres produk-
cyjny krów, jak wynika z badań Payne (25),
średnio o trzy do cztele,ch ]at. Wzrost produk-
cyiności krów w naszym krajr-r uzyskiwany
dzięki prowadzonej od wielu lat pracy hod_ov,la-
nei oraz zmianie w ]systemach żywienia powo-
duie, że schorzenie to moze stanowić coraz waż-
niejszy problem gospodarczy.

Do chrvili obecnej dopracowano się około 30
teorii wyjaśniających etiopatogenezę zalegania
poporodowego, nie wszystkie iednak wyttzy-
mały próbę czasu, niemniej ieszcze rv chwili
obecnej, mimo wyjaśnienia szeregu ważnych
faktórv, etiologia tego schorzenia nie jesrt jesz-
cze dostatecznie poznana. Narządami związany-
lrri z utrzymanie,m praWidłowego poziolmu wap-
nia w organiźmie są: kości, jelita, gruczoły do-
krewne, gruczoł mleczr. y, wątro,ba, nerki i tkan-
ka tłuszczowa. zadaniem mechanizmółxr home-
ostatycznej adaptacji do laktacji jest w5,1Sq6ą-
nie różnic między zapo:trzebowaniem na wapń
lv tym okresie, a zapotrzebowaniern rv clkresie
poprzeclzającyrn porócl, kiedv pierwiastek ten,
poza złł1-lotrzę'bowanienr bytorvvm, bvł iccłylric
potrzebtr.,r, na budclwę płcldu. Istnie,ie clość duża
róznic:r. między zapotrzobo,waniem na wapń dla

płodu - 5,3 g dziennie, a ilością wapnia wy-
dzielanego z siarą lub m]ekiem: 13-18 g dzien-
nie. Różnica ,ta przewyższa całkowitą zar;vartość
rvapnia rv surowicy, lrtóra wynosi 6-10 g. Ta
dysproporcja musi ,byó wy,równana poprzez
tvzrost dopływu łvapnia do surowicy drogą
zrviększenia wchłaniania wapnia z jelit i uru-
chonrienia rezerwy kostnej lub też zmniejiszenie
odpłylvu wapnia z organizmu (z wyjątkiem
mleka) głólvni,e przez zr^niejszenle wydalania
wapnia endogennego z kałem i moczem oraz
obnizenie odkładania wapnia rv kośćcu i tkance
tluszczowej (29).

Rozpoczęcie 1aktacji jest głównym czynni-
kiem prowadzący,m do spadku wapnia w suro-
wic.v. a w konseł<wencji do wystąpienia obja-
rvóvz hipocalcenrii u krów po porodzie, z kto-
rych jednym jest zaleganie (13). Fiziologiczny
spaCek pozicnru wapnia przy p,orodzie wynosi
2 mgDlo (np. z 10 do B mgło), fosforu 1-2 mgDlo
przy trzeclej laktacji i u krów,starsz5rch (13, 20).
Stopień hipocalcemii traktować nalezy jako
średni przy poziornie Ca w surowicy 7,5-8,5
mgYo i cluĄl przy poziomie 5-6 n.g7o. Nie
wszystkie krowy. u których występuje nawet
duzy spadek poziomu wapnia l]1uszą wykazy-
wać objawv zalegania (16, 23). Jednal< przy po-
ziomie wapnia niższym jak 5 mgo/o schorzenie
to występuie załrrsze, Wskazuje to na załamanie
się mechanizmów adaptacyjnych i w przy,oadku
niele czenia śmiertelno'ś ć może wynosić 60-7 0 ło.
Obniżenie poziornu wapnia i fosforu nieorga-
nicznego przv porodzie potęguje się z wiekiem
i kolejny,mi laktaciami (20).

Czynniki sprzyjające występowaniu zalegania
poporodowegQ

Jak iuz rvspomniano we wstępie rozpoczęcie
]a,ktiri:ii i zrviązane z tyrn przekazywanie clu-
z;;cir ilclści rvapnia ,clcl inloka jest głórvnym
czynnikienr prowadzącym do obnizenia poziomu
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