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Stosowane w praktyce hodowlanej melody z
zakresu Diotechnologii rozrodu umozliwiajg
wieksze wykorzystanie potencjalu rozrodezego
najwartosciowszych zwierzat., Sztuczne unasie-
nianie pozwala na uzyskanie wiekszej liczby po-
tomstwa po najcenniejszych samcach. 7 kolei

metoda przenoszenia zarodkOéw oparta o su-
perowulacje sprawia, ze mozna zwielokrotnic

potencjal genetyczny samic. Metoda przenosze-
nia zarodkéw staie sie hardziej atrakcyjna, je~
zeli sie ja wzbogaci metodami pomocniczymi.

Jedng z takich metod stosowang juz w pew-
nym stopnin w praktyce, jest bisekcja zarodkow
umozliwiajaca uzyskiwanie zwiekszone]j liczby
potomstwa z jednego zarodka. Keleing metodg
czynigea przenoszenie zarodkow bardzie] atrak-
cyjnym, byloby okreélenie plci zarodkow przed
jch przeniesieniem do drog rodnych biorczyi.
W przypadku przeznaczenia potomstwa na opas
bylaby w ten sposéb mozliwost produkeji bu-
haiéw, jako ze przyrosty buhajkéw sa o okolo
15% wyzsze od przyrostu jaldwek (11).

U ssakéw o plei decyduje gameta meska. Je-
zeli plemnik zapladniajgcy komoérke jajowa
przenosi chromosom Y, wtedy powstajaca zygo-
ta jest samcem, a gdy zaplodnienie plemnikiem
posiadajacym chromosom X — powstaje zarodek
o genotyvie zenskim. Skuteczna metoda selekeji
plemnikéw ze wzgledu na przenoszony chro-
mosom pleiowy pozwolilaby cczywiscle na uzy-
skiwanie potomstwa o pozadarej plci. W zwiaz-
ku z roznica wielkos$ei chromosoméw (chromo-
som X jest znacznie wiekszy od chromosomu Y)
prowadzono od lat pietdziesigtych proby roz-
dzialu plemnikéw na podstawie zaktadanych
réznic ich wielkoéci i ciezaru (4, 22). Gdy ba-
dania te nie przyniosly oczekiwanych rezulta-
téw, rozpoczeto poszukiwenie innych, bardziej
efektywnych metod. Starano sie rozdzieli¢ plen-~
niki na drodze elektroforezy lub poprzez anali-
lektywnej eliminacji jednego typu plemnikéw
przez zmiane pH lub ci$nienia osmotycznego.
Peonadto szukane rozwiazania podajac gamety
dzialaniu hormoendw lub przeciweial oraz stosu-
jac sefadeksowe filtry (3, 30). Wyniki te nie zo-
staly uwienczone opracowaniem skutecznej me-
tody rozdziatu plemnikéw.
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Metody cytologiczne
Wozwigzlou 7z rozwoiem metod przenoszenia
zarodkOw, zainteresewanie zosislo skisrowane
na ckreglenie plei zarodka przed jego przenie-

sieniem do zsynchronizowanych biorczyia. Po-
zyskane we wezesnym, przedimplantacyjnym

stadium rozwoju zarodki mogg byé poddawane
analizie cytologiczne], a nastepnie przenoszone
do drég rednych. Podstawe cytologicznych me-
tod oceny plci zarodka jest dymorfizm chromo-
soméw plciowych. Przeprowadzajge analize
chromosomalng komdrek zarodka, bedacych w
stadvurmn metafazy podzialu mitotycznego, ok-
reélany jest jego kariotyp. Jednoczeénie inden-
tyfikuje sie chromosomy plciowe, co pozwala
na okreslenie plei zarodka.

W nolowie lat siedemdziesiagtych Hare 1 wsp.
(10), jako pierwsi opracowali cytfologiczng me-
tode oceny plci 12—15-dniowych zarodkéw by-
dlecych. W metodzie tej poprzez biopsje uzys-
kuje sie komorki trofoblastu zarodka, ktére po
crotkiej hodowli utrwala sie i barwi, a nastep-
nie przeprowadza ich analize chromosomalna.
Badaiac wplvw wielkosci biopsji na przezywal-
nosé zarodkow zaohserwowano, ze usuniecie na-
wet potowy trofoblastu zarodkoéw 14-dniowych
nie wplynelo negatywnie na ich dalszy rozwoj
(18). Umozliwia to prowadzenie analizy chro-
mosonalnej na stosunkowo duzej ilodci pobra-
nych komoérkach zarodka, co sprawia, Ze praw-
donodobienstwo oznaczenia plei tg metoda jest
wysokie i wynosi okoto 70%. Metoda ta ma jed-

2l powazne ograniczenia. Zardwno przy uzys-
kiwaniu zarodkéw, jak i przy przenoszeniu nie-
zhedna jest interwencja chirurgiczna. Badane
zarodki mogg by¢ przetrzymywane lub hodo-
vrane, tvlko kilka godzin oraz nie mozna ich

skutecznie zamrazaé. Podobnych mankamentéw

pozbawiona jest metoda oznaczania plei 6—7-
~-dniowych zarodkéw bydlecych. Zarodki w tym
stadium moga byé bowiem niechirurgicznie po-
zyskiwane, przenoszone, a takie zamrazane. Do
okreslenia plei pohiera sie jedynie 10—20 ko-
marek, dlatego tez indeks zarodka nie moze
byé mniejszy niz 10%. W przeciwnym wypadku,
prawdopodobienstwo oznaczenia plei takiego za-
rodka jest niewielkie. W dotychezasowyrch bada-
niach stwierdzono jednakze, ze tylko okolo 45%
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zarodk6éw bydlecych w stadium moruli miato
mitotyczne indeksy réwne 10% lub wyzsze (23).
Dlatego gléwnym czynnikiem limitujacym sto-
sowanie tej metody jest ilosé oraz jakosé obser-
wowanych metafaz w pohranych komérkach.
Mozliwose takiej hodowll wykazano juz na za-
rodkach kréliczych, $winskich i bydlgeyeh (19).

Interesujaca proba oceny plei jest metoda a-
nalizy cytologicznej polgczona z bisekcla za-
rodlséw. W metodzie tej jedna z poléwek zarod-
lta poddawana jest analizie chromosomalnej,
druga — przenoszona bezpoSrednio, badz za-
mrazana. Picard i wsp. (16, 17) wykazali, ze
ple¢ moze hyé oznaczona u 60-ciu’%h badanych,
normalnych morfologicznie zarodkow, z czego
ponad polowa przezywa po przeniesieniu w sta-
nie wiezym, a okolo 20% po zamrozeniu. Czyn-
nikiem ograniczajaeym skutecznosé tej metody,
podobnie jak w przypadku stosowania biopsji,
jest przede wszystkim ilo$é oraz jakodé wyste-
puiacych metafaz,

Koleina cytologiczna metoda okreslania plei
zarodkéw polega na identyfikacji w komérkach
zenskirgo zarodka zainaktywowanego chromo-
somu X, przeksztatconego w pateczkowaty twor,
zwany ciatkiem Barra. Poprzez obserwacje
chromatyny plciowej oznaczono dotychczas ptec
5-dniowych zarodkéw kroéliczych (8). Chociaz
skuteczno$é oznaczania ptei zarodkéw kroéliczych
wynosita 756%, szersze zastosowanie tej metody
jest niemozliwe, poniewaz u zarodkéw innych
gatunkéw ssakéw identyfikacja cialka Barra
jest bardzo utrudniona. W przypadku zwierzat
gospodarskich doktadnag obserwacje uniemozli-
wia natura cytoplazmy (21).

Reasumujgc trzeba stwierdzi¢, ze wymienione
nowvyzej cytologiczne metody oceny plei zarod-
kow sg w chwili obernej zbyt skomplikowane,
a ich skuteczno$é nie w pelni zadowalajaca,
aby mogly by¢ stosowane w praktyce.

Metody immunologiczne

Oprécz analizy cytologicznej, stosowana jest
takze immunologiczna metoda okreslania pici
zarodka. Opiera sie ona na spostrzezeniu, ze w
wysoko wsobnych szczepach myszy, praeszezepy
skorne pomigdzy poszczegdlnymi osobnikami sa
w duzym stopniu udane. Jedynie fragmenty sko-
ry samca transplantowane na samice sg z regu-
ty odrzucane. W zwiazku z tym, ze genetyczna
réznica miedzy daweg przeszczepu a biorcg jest
brak u tego ostatniego chromosomu Y, przyczy-
na tej immunologicznej reakcji jest pewien spe-
cyficzny meski antygen, wystepujgcy na powie-
rzchni komarek samea, czyli antygen II-Y. An-
tygen ten wykryto dotychczas na komérkach
samedw szeregu gatlunkéw ssakow (1). Uwaza
sie, ze jest to czynnik pobudzajacy rozwéj em-
brionalnej gonady w kierunku jader (25). Anty-
gen H-Y nie jest specyficzny gatunkowo, dlate-
£o produkujge przeciweiala przeciwko niemu
poprzez immunizacje samic wysoke wsobnego
szezepu myszy komorkami Sledziony sameéw

teip samego szezepu oraz stosujae metode im-
munofluorescencyina, mozna okredlié ple¢ za-
rodka innego gatunku ssakéw. Tym sposobem
wykrywano antygen H-Y na zarodkach bydle-
cych (1). Stosunkowo latwo mozna go bylo zi-
dentyfikowaé¢ w stadium 8 komérkowym, byl
znajdowany na morulach, jednakze w stadium
blastocysty identyfikacja antygenu H-Y byla
znacznie utrudniona (1). White 1 wsp. (27) okre-
$lali metoda immunologiczg ple¢ bydlecych za-
rodkéw od stadium 16 komérkowego do stadium
blastocysty i wykazali, ze okolo 85% badanych
zarodkéw moze byé skutecznie oznaczanych. Po-
dobna skutecznos¢ okreslania pici otrzymans
badaiac zarodki mysie oraz owcze i swinskie (26,
28). Chociaz technika oznaczania plei metoda
posredniej reakeji immunofluorescencyjnej jest
stosunkowo skuteczna oraz szybka, ze wzgledu
na mozliwoséé sklasyfikowania duzej liczby za-
rodkdéw w krétkim czasie, nie jest ona stosowa-
na rutynowo. Jedna z przeszkéd jest obserwo-
wane obnizenie zywotnodel zarodkdw po ich ek-
spozycii w surowicv odpornosciowej (1). Okaza-
lo sie réwniez, ze jakosé zarodka jest czynnikiem
majacym wplyw na typ i stopien fluorescenciji.
Slabe jakosciowo zarodki, czesciowo zdegenero-
wane, wykazuija fluorescencje, ktéra jest nie-
zwigzana z ekspresja antygenu I1-Y. Réwniez
fakt stopniowego zmniejszania sie ekspresji an-
tygenu H-Y na zarodkach wraz z jego rozwojem,
powoduie ohnizenie praktycznej wartosci meto-
dy.

Inne metody

Od pewnego czasu prowadzone sg roOwniez
préby oceny plei zarodka na podstawie analizy
jegn metabolizmu, gdyz styierdzone zostaly nie-
wielkie réznice miedzy zarodkami meskimi i
zefskmi w intensywnosci niektérych procesow
biochemicznych. Réznice te przypisuje sie od-
miennemu kompletowi chromosomoéw plcio-
wych, wystepujgeemu u poszezegélnych plei.
Na chromosomie X kodowanych jest wiele ge-
néw, ktérych brak na chromosomie Y. Poten-
cialnie samica powinna zatem produkowaé po-
dwéing iloé¢ odpowiednich, sprzezonych z chro-
mosomem X enzymodw, w stosunku do wielkosei
spotykanej u samea. Ostatecznie jednak tak sie
nie dzieje, poniewaz w komérkach somatycz-
nych samicy jeden z chromosoméw X jest inak-
tvwowany. Poniewaz inaktywacja ta ma miejsce
dopiero w pewnym stadium rozwoju zarodka,
do momentu jej wystgpienia zarodki zenskie
wvkazuia dwukrotnie wyzsza aktywnos¢ enzy-
méw sprzezonvch z chromosomem X w por6w-
naniu do zarodkéw meskich (13, 20). W zarod-
kach mvszy poziom tvch enzymdw tzn, alfa-ga-
laktozydazy (-gal). fosforvbozvlotransferazv gu-
anozvno-hipoksantynowei (HGPRT) oraz dehy-
drogenazy ¢lukozy-6-fosforowej (G6PD), jest
zalezny od liczhv chromosomoéw X (7). Analiza
aktywnosei HGPRT wykazala wyrazna réznice
metabolizmu zarodkéw mysich w stadiach: 8 ko-
mérkowym, moruli oraz weczesnej blastocysty
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(13, 15). Réznice w koncentracji G6PD miedzy
zarodkami meskimi i zeaskimi u myszy stwier-
dzono od stadium 8 komérkowego do stadium
blastocysty, przy czym wraz z postepujacym
rozwojem zarodka réznica ta stawala sie coraz
mniejsza (5). W stadium blastocysty, w zwiazku
z inaktywacjg chromosomu X w komoérkach za-
rodkéw zenskich nastepuje wyrownanie aktyw-
noéci enzymow sprzezonych z chromosomem X
u obu piei.

Williams (29) zaproponowat szybkg i przyzy-
ciowg metoda okreslania plci zarodkéw na pod-
stawie analizy ich metabolizmu. Technika ta
oparta na kolorymetrycznym oznaczeniu aktyw-
nosci enzymu G6PD. Enzym ten katalizuje re-
akcje utleniania glukozo-6-fosforanu do 6-fos-
foglukonianu redukujgc jednoczesnie koenzym
NADP. Zredukowany koenzym w tescie stosowa-
nym przez Williamsa redukowal uzywany w
doéwiadczeniu niebieski barwnik, zmieniajgc
jednoczesnie intensywnost jego barwy. Zmiana
ta byla ostatecznie miarg poziomu dehydroge-
nazy glukozo-6-fosforanowej. Metoda ta poz-
wala na okreslenie plci okolo 65% czterodnio-
wych zarodkow mysich. Otrzymane rezultaty
sugeruja, ze metoda kolorymetryczna oznacza-
nia G6PD moze by¢ bardziej skuteczna w okre-
$laniu plci samic w poréwnaniu do samcow.
Fakt ten spowodowany jest tym, ze czes¢ zarod-
kow zeriskich z juz zinaktywowanym chromo-
somem X moze byt klasyfikowana jako zarodki
meskie. Wydaje sie, ze metody oparte na ana-
lizie metabolizmu moga w przyszloci znalezé
szersze zastosowanie w ocenie plei zarodka.
Gléwnym problemem jest jednak stosowanie ta-
kich testéw analizujacych wybrane procesy bio-
chemiczne, ktére nie wpltywatyby negatywnie na
zywotnos¢ badanych zarodkéw.

Ostatnio prowadzone sg proby oznaczania pici
zarodka przy wykorzystaniu metody polegaja-
cej na wykrywaniu meskich, specyficznych od-
cinkéw DNA 6, 14, 24). Chomosom pleiowy Y
posiada bowiem pewne specyficzne, wysoko
powtarzalne odcinkj kwasu DNA. Izolujgc te
fragmenty DNA, a nastepnie namnazajac, uzys-
kano matryce poréwnawcza, pozwalajacg na
drodze hybrydyzacji ustali¢, czy DNA wyizolo-
wany z komérek zarodka posiada charakterys-
tyczne, powtarzalne sekwencje 1 jest plei mes-
kiej, czy tez hybrydyzacja nie wystepuie i ba-
dana zygota posiada dwa chromosomy X. Ellis
i wsp. (6) stosujac do przeprowadzenia testu wy-
ekstrahowany DNA oznaczali ple¢ u ponad
70% 6—7 dniowych zarodkéw bydlecych. Z
kolel Vaimanowi i wsp. (24) nie udato sie pow-
térzyé tych wynikéw. W sumie jednakze ozna-
czanie ptcl zarodka na drodze hybrydyzacji DNA
wydaje sie byé¢ interesujace i zacheca do kon-
tynuacji badan w tym kierunku.

Przedstawione powyzej metody umozliwiajg
w wiekszym lub mniejszym stopniu okreflanie
plci zarodkdw ssakéw. Z pewnoscig jednak, naj-
bardziej interesujaca z praktycznego punktu
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widzenia bylaby metoda pozwalajaca na skute-
czny rozdzial plemnikéw ze zwgledu na przeno-
szony chromosom piciowy. Mozliwos¢ ,,determi-
nowania pici” na poziomie gamet i zaplodnienie
in vitro, pozwolilyby na faktyczne decydowanie
o plci zygoty.
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ANJUM A. D, SABRI M. A, IQBAL Z.: Syndrom
hydropericarditis u kurczat brojlerow w Pakistanie.
(Hydropericarditis syndrome in broiler chickens in
Pakistan). Vet. Rec. 124, 247-248, 1989 (10)

W pazdzierniku 1987 r. w Karaczi, za§ w lutym
1988 r. w Faisalabadzie wystapil u kurczat brojlerow
syndrom hydropericarditis cechujagcy sig wysoka
$miertelnoscia. Obecnie choroba wystepuje powsze-
chnie na terenie calego Pakistanu, z reguly u broj-
lerd6w w wieku 3 tygodni, przy czym padnieciom nie
towarzysza objawy chorobowe. Maksymalne mnasile-
nie upadkéw notuje sie u brojlerow 4—5 tygodnio-
wych. W okresie 15 dni pada w stadzie od 20 do 75%
ptakéw. Badanie posmiertne wykazalo hydropericardi-
tis u 90% ptakow, cobrzek wldkien mieénia serca i ich
naciek komorki jednojadrzastymi, martwice w niez-
nacznie obrzekle] watrobie, obecno$é duzych bazofil-
nych wiretow w jagdrach komoérek watroby, zwyrod-
nienie kanalikéw nerkowych i obrzek pluc, U 20—
30% padiych ptakéw wystapilo zazotcenie tkanki pod-
skérnej i tluszczu. Chorobe przeniesiono na 7—10
dniowe brojlery za posrednictwem homogenatoéw
watroby pochodzgcych od padlych ptakow, ktére pod-

dano iniekeji. Dotychezas nie udalo sie jednak Je-
dnoznacznie ustalié przyczyny choroby, chociaz nie
mozna wykluczy¢é jej natury wirusowej.

G.



