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Rozw6j izolowanych blastomeréw zostal
stwierdzony po raz pierwszy u 2-komoérkowych
zarodkéw szczura juz w 1942 r. przez Nichola-
sa i Halla (cyt. 19). Pod koniec lat pigédziesig-
tych badania nad rozwojem pojedynczych bla-
stomeréw mysich zostaly przeprowadzone przez
Tarkowskiego (17, 18), a nastepnie przez Tar-
kowskiego i Wroblewska (19). Generalnie z ba-
dan tych wynikalo, ze istnieje mozliwos¢ pel-
nego rozwoju pojedynczych blastomeroéw zarod-
koéw 2, 4 i 8 blastomerowych, jednakie praw-
dopodobienstwo prawidlowego rozwoju zmniej-
szalo sie wraz z wiekiem zarodka. Rozwdj ba-
dan nad przenoszeniem zarodkéw zwierzat go-
spodarskich, jaki notuje sie w latach siedem-
dziesigtych, wywolal rowniez zainteresowanie
mozliwoscig uzyskiwania potomstwa z zarod-
kow o zredukowanej liczbie komérek. Badania
w tym zakresie przeprowadzone przez Willad-
sena (23, 24) doprowadzily do opracowania sku-
tecznej metody uzyskiwania monozygotycznych
bliznigt u owiec. Blastomery zarodkéw owczych
w stadium od 2 do 8 blastomerdow izolowano
mechanicznie, nastepnie umieszczano w obcych
ostonkach przejrzystych, po czym zatapiano w
agarowych cylindrach. Cylindry z blastomera-
mi umieszczano w podwigzanym jajowodzie ow-
¢y 1 hodowano az do osiggniecia stadium mo-
ruli lub blastocysty. Woweczas cylindry wyplu-
kiwano z jajowodu, zarodki uwalniano z agaru
i przenoszono do macicy wlasciwej biorczyni.
Efektywnos¢ tej metody byta bardzo dobra,
jednak wigzala sie z koniecznoscia dwukrotne-
go przenoszenia zarodkdéw, przy czym umiesz-
czenie zatopionych w agarze zarodkéw w jajo-
wodzie, niezaleznie od gatunku zwierzat, bylo
mozliwe tylko na drodze chirurgicznej. Z prak-
tycznego punktu widzenia jest to postepowanie
zbyt skomplikowane. Z tych powoddéw o wiele
bardziej interesujgce sg prace z uzyciem za-
rodkow znajdujgeych sie w pdzniejszych sta-
diach rozwojowych jak moruli czy blastocysty.

Pierwsze proby uzyskania identycznego po-
tomstwa u owiec na drodze podziatu zarodkow
w wieku 4, 6 lub 7 dni przeprowadzone przez
Trounsona i Moora (20) zakonczyly sie niepo-
wodzeniem. Podobne doswiadczenia przeprowa-
dzone w kilka lat pozniej przez Meinecke-Til-
mann (8) doprowadzily juz jednak do uzyskania
identycznych blizniagt u owiee.

W latach osiemdziesigtych wykonano caly
szereg doswiadczen nad dzieleniem zarodkéw

zwierzat domowych, glownie bydlecych (1, 2,
5, 6, 10, 11, 12, 22, 25, 26), ale takze konskich
(14), owczych (4, 7) i kozich (21). Z wyjatkiem
prac przeprowadzonych przez Ozila (13), na za-
rodkach owezych i Voelkela i wsp. (22) na za-
rodkach bydlecych, we wszystkich tych do-
$wiadczeniach uzyskane w wyniku podzialu mo-
nozygotyczne polowki umieszczano ponownie w
pustych oslonkach przejrzystych. Wigzalo sie
to z koniecznoscia wykonania dos¢ skompliko-
wanych, jak na wymogi prakiyczne, manipu-
lacji. Znacznie prostsze, a tym samym przybli-
zajgce metode do wymogdw praktyki, jest po-
stepowanie polegajace na dzieleniu zarodka na
dwie czesci oraz przenoszenie ,,nagich” potowek.

Celem podjetych badan byto okreslenie efek-
tywnosci przenoszenia polowek zarodkow ow-
czych pozbawionych oslonki przejrzystej, uzys-
kanych w wyniku podzialu 6 i 7-dniowych za-
rodkéw Swiezych lub mrozonych.

Material i metody

Dos$wiadczenie przeprowadzono na owcach rasy me-
rynos polski. Przygotowanie dawczyn i biorczyn za-
rodkéw odbywalo sie wg metody podanej przez Win-
tenberger-Torres (27). Dawczynie byty synchronizo-
wane przy uzyciu dopochwowych ggbek FGA (octan
fluorogestonu) zakladanych na okres 14 dni. W celu
uzyskania superowulacji, na 24 godziny przed wyie-
ciem gabek, zwierzetom podawano w odstepach 12-
czodzinnych malejgce dawki FSH (3, 4, 2 1 1 mg). U
czesci owiec superowulacje uzyskiwano przez jedno-
razowe podanie 1500 jm. PMSG na 12 godzin przed
wyijeciem gabek. Po uplywie 24—36 godzin od wy-
jecia gabek, obserwowano wystapienie objawéw rui
i wéwezas grzejace sie owce byly kryte trykami rasy
merynos, $winiarka lub fryzyjskiej w odstepach 12-
~-godzinnych, az do calkowitego ustania objawow rui.

Biorczynie, podobnie jak dawczynie zarodkoéw, syn-
chronizowano réwniez przy pomocy gabek FGA za-
kladanych na 14 dni. Na 12 godzin przed wyjeciem
gabek, owce-biorczynie otrzymywaly 400 jm. PMSG.
Objawy rui wystepowaly u wiekszosci zwierzat po
uptywie 24—36 godzin od wyjecia gabek.

Uzyskiwanie zarodkéw odbywalo sie po uplywie
6 lub 7 dni od rui (dzien rui = dzien 0). Zarodki wy-
plukiwano chirurgicznie wg wczesdniej opisanej me-
tody (3). Bezposrednio po wyszukaniu i ocenie, za-
rodki o normalnym wygladzie morfologicznym prze-
znaczano do dzielenia. Oprécz zarodkdéw $wiezych,
dzielono réwniez zarodki mrozone. Zamrazano je wg
metody stosowanej przy zamrazaniu zarodké6w mysich
i bydlgcych (15). Dzielenia tych zarodkéw dokony-
wano bezpos$rednio po rozmrozeniu i usunieciu zwigz-
ku ostaniajgcego. Bisekeji zarodkéw dokonywano przy
uzyeciu mikroskalpela przymocowanego do ramienia
mikromanipulatora. Zarodek byt przytrzymywany przy
pomocy mikropipetki umocowanej na drugim ramie-
niu mikromanipulatora. Mikroskalpel naprowadzano
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Tab. 1. Wyniki przenoszenia dzielonych zarodkéw owczych
Haclium roxwoju | wick Liczba . . s
: ; e Wyruk przenosze
oxielonego zarsoka | (aini) i pxg,z':;ycb §ris przenoszenia
A. Zaroclki iwiete : )
Pozna morule 6 1x2 owea poronita w 5 méesiqeu ciqzy /
Wezesra blastocysta | 6 3x2 nie séwierdzono ciqiy
Srednia blestocysta | & 3x2 arodzenie: {x1
Poina blastocysta 6 7x2 uroo’zenie: 1X1, 1x2
PozZna blastocysta 7 2x2 urodzenie: 1x2
8. Zarodké rmoane ,
Pozna morula & 4x2 nie séwierdzono ciqiy
Wezesna blastocysta| & 2x2 nie stmierdzono ciqiy
Srednia biastocysta| 6 1x2 nie stwierdrono ciazy ) _
Poina blgstocysta | 6 2x2 m 80 driv po prreniesieniu u 1 biorczyni
stwierdzono ciqie; przypuszczalnie naséapits
poromienie, fjeadnak plogu nie znalezicrs *

Objasnienie: * cigze stwierdzono przy uzyciu aparatu do weczesnej diagnozy cigzy Preg-Tone, firmy Renco-corp., Mi-

neapolis, USA.

na $rodek zarodka i przecinano go na dwie w miare
réwne czefcl. Zarodki dzielong bez uprzedniego usu-
wanlia ostonki przejrzystej. Powyisze manipulacje wy-
kkonywano w uzupelnionym piynie Dulbecco w tem-
peraturze pokojowej. Uzyskane poléwki hodowano na-
sigpnie w pozywce Menezo Bz (9). Po hodowli trwa-
jacej od 2 do 5 godzin monozygotyczne polowki wpro-
wadzono do ipsilateralnego rogu macicy zsynchroni-
zowanyeh biorczyn.

Wyniki i oméwienie

Ogélem podzielono 29 zarodkéw Swiezych,
znajdujacych sic w stadium od péznej moruli
do poznej blastocysty, uzyskujac 29 par polo-
wek. Z tej liczby wyselekejoriowano 20 mono-
zygotycznych par. Wyboru tego dokonywano
na podstawie oceny morfologicznej przeprowa-
dzanej po krétkotrwatej hodowli in vitro. Z po-
dzielonych 11 zarodkéw mrozonych w stadium
moruli i blastocysty, wybrano, stosujac analo-
giczne kryteria, 9 par zarodkow.

Na 20 biorezyn, ktérym transplantowano po
2 monozygotyczne poléwki zarodkéw $wiezych
(tab. 1) u 5 stwierdzono ciaze. Jedna z 5 cie-
zarnych owiec poronila w 5 miesigcu ciazy.
P16d plci meskiej o wlasciwym dla tego okresu
ciazy rozwoju byl martwy. U pozostalych 4
biorezyn poréd odbyl sie¢ w normalnym termi-
nie; dwie owce urodzily po 1 jagnigciu, a 2 po
barze monozygotycznych bliznigt, z czego 1
para byla plei meskiej, a druga zenskiej.

Uzyskane wyniki dowodza mozliwoéci pelne-
80 rozwoju in vivo poléwek zarodkéw owezych
uzyskanych w wyniku bisekeji morul i blasto-
cyst, bez ponownego ich umieszczania w oston-
kach przejrzystych. Z praktycznego punktu wi-
dzenia jest to bardzo istotne, gdyz upraszcza
metode dzielenia zarodkéw w stopniu pozwala-
jacym na jej stosowanie w warunkach produk-
cyjnych. O ile jednak techniczna strona zasto-
sowanej metody jest bardzo uproszczona, to
uzyskana efektywnosé jest jeszeze niezadowa-
lajaca. Zaréwno odsetek ciezarnych biorczyn,
a w wigkszym jeszcze stopniu odsetek poléwek
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Ryc. 1. Monozygotyczne bliznieta urodzone po Dprze-
niesieniu dzielonego zarodka owcey

Fot. A. Turczanski

rozwijajgcych sig in wivo, jest nizszy od uzys-
kanych przez Gatic i wsp. (4), a takze Mei-
necke-Tillman i wsp. (7). Wymienieni autorzy
uzyskane polowki wkladali jednak przed prze-
niesieniem do oslonki przejrzystej. Mozna by
zatem przypuszezaé, ze stosunkowo niska efek-
tywnos¢, jaka uzyskano w tym doswiadezeniu
zostala spowodowana brakiem oslonek przej-
rzystych u przenoszonych polowek. Takich przy-
puszczen nie potwierdzajg jednakie rezultaty
ostatnich badan Voelkela i wsp. (22) przepro-
wadzonych na 7-dniowych zarodkach bydle-
cych. Wynika z nich, ze oslonka przejrzysta, w
kiorej umieszeza sie zarodki po bisekeji, nie
wplywa na poprawe przezywania przenoszonych
poléwek. Sadzimy rowniez, ze niskiej przezy-
walnosci polowek nie mozna tlumaczyé malo
precyzyjnym dzieleniem zarodkéw, w wyniku
ktérego uzyskuje sie 2 nieréwne czedci. Wow-
czas bowiem wszystkie wieksze czesci podzie-
lonego zarodka mialyby szanse pelnego rozwo-
ju, a wplyneloby to niekorzystnie jedynie na
czestos¢ wystapienia cigz blizniaczych. Tym-
czasem uzyskana proporcja cigz blizniaczych w
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stosunku do ogélnej liczby ciezarnych biorczyn
(2 cigze blizniacze na 5 ciezarnych biorezyn)
moze by¢ uznana za zadowalajgca.

W przypadku dzielenia zarodkéw mrozonych
uzyskano ograniczony rozwéj in vivo tylko jed-
nej z osiemnastu przeniesionych polowek, Oz-
nacza to radykalne obnizenie zdolnoéci zycio-
wych mrozonych zarodkéw owczych poddanych
bisekcji. Jednym z powodéw niskiej przezywal-
nosci mogla by¢ obnizona zdolnos¢ zyciowa
mrozonych zarodkéw, bowiem po przeniesieniu
zamrazanych zarodkow uzyskano we wczesniej-
szych doswiadezeniach (16) jedynie okolo 40%
rozwijajacych sie calych zarodkéw. Fakt ten nie
wyjasnia jednakze w pelni zdecydowanie nis-
kiej przezywalnosei polowek uzyskanych po
bisekeji zarodkéw mrozonych.

Ze wzgledu na interesujacy aspekt praktycz-
ny, jaki posiada uzyskiwanie potomstwa z dzie-
lonych zarodkéw, niezbedne sa dalsze prace,
ktore moglyby wyjasnié sygnalizowane wyzej
watpliwosci oraz przyczynilyby sie do osigga-
nia zadowalajgcych i powtarzalnych wynikaw.
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Cwumoponr 3,. Ozuap K. II., Mognmuuaberuiz f. A, Bex-
xocb 3., Babycumk II., Crmmmoeckag M. — IHoayye-
H#€ HOTCMCT3a M3 Pa3ACHAAEMBIX OBEYbiX 33P0 IALIIIe]

Muxpoxmpypruiecky pas3fessiy CBeXUe U 3aMopa-
ZKMBACMbIE OBEYbM 3apOAbIUM. 3apoAblUM pa3pesany
CKBO3b IIPO3PAaYHYI0 OOOJIOUKY, & MOJYHEHHBIE MO0JO0-
BYMHKM NePeHOCHi 6e3 IIOBTOPHOTO IOMEeHIeHUA B 060-
nouke. B obiem mogsepram 6mcernuy 29 cBeMX 3a-
DPOJBIIUIEN B CTaJu¥ OT HO3HEH MODYJbl A0 6aacrouu-
CTBI, NOJYYME 29 MOHOZUIOTMYECKuUX mnap. M3 sToro
THCIIA BRICENEKNMOHMPOBANM 20 map, KOTOPhIe nepe-
Hecau B 20 peumnuentor. Honayummm 5 3abepeMeHeHuUIt,
Oznna m3 5 GepemenHnix comen aboptuposana Ha 5 me-
cAll. ¥ OCTANLHLIX POSEl COCTOANMCH B HOPMaJbHBIM
CDOK; J1BE DOAMNKM 10 1 ATHEHKY, a ABe — [0 mape
MOHO3UTOTUYECKUX Gau3uenos.

U3 pasgeneHHBIX 3aMOpOmkeHHBIX 11 3apOBINIEe BBI-
CENEKIMOHMPOBANY M nepeHecan 9 map. OTMerman 3a-
Bepemenenne y 1 peumMneHTHEMH, afopTuposasiest, oa-
HAaKoO, Ha 3 MecAly OepeMeHHOCTH.

Smorag Z., Ozil J. P,, Modlinski J, A.  Wierzcho$ E,
Babusile P., Skrzyszowska M, — Obtaining offsprings
from divided heep embryos

Fresh and frozen sheep embryos were cut micro-
surgically. The scision was performed through the
transparent membrane and the halves were carried
without rearragement into the membrane, Altogether
29 fresh embryos in the stadium of late morula to
blastocyst were cut obtaining 29 monozygotes pairs.
Of the mentioned number {wenty pairs were selected
and carried o 20 receivers resulting in five pregnan-
cies, One of the pregnant sheep aborted in the 5th
month. In other four animals parturitions were nor-
mal: two sheeps bore single lambs and the other
two — monozygote twins. Out of 11 divided but pre-
viously frozen embryos nine were chosen for fur-
ther experiments. Pregnancy was noted in one recei-
ver which, however, aborted in the 3rd month.

_—
ADAIR B. M,, MC FERRAN J. B, MC KILLOP E. R,
MC CULLOUGH S, J.: Badanie nad wystepowaniem
przeciweial dla wiruséw  ukladu oddechowezg w
Irlandii Pélnecnej. (Survey for antibodies to respira-
tory viruses in twe groups of sheep in Nerthern Ire-
land). Vel. Rec, 115, 403—406, 1984 (16).

Badanie surowic owiec rasy texel i krzyzéwek (gru-
pa I) oraz ras blackface, cheriot, border leister (gru-
pa II) wykazaly Ze w grupie I 74,4% surowic zawie-
ralo przeciwciala dla wirusa PI-3, T1% dla wirusa
syneycjalnego ukladu oddechowego (RSV) i 69% dla
wirusa bicgunki bydla (BVD), 97% dla adenowirusa
podgrupy 1 i 87% dla adenowirusa podgrupy 2. W sta-
dzie II odsetek surowic zawierajacych swoiste prze-
ciweiala dla wiruséw wynosil odpowiednio 78,3% 41,3%,
32,6%, 100% i 956%. Badane surowice nie zawieraly
swoistych przeciweial dla wirusa parainfluenzy-3, in-
fluenzy A i maedi-visna.

G.

SALSBURY D. L.. QOcena skutecznofci szezepionek
przeciwko schorzeniom ukladu oddechowego bydla za-
stosowanyeh w leczeniu zapalenia nosa u owiec,
{fissessing the effectiveness of bovine respiratory vac-
cine for ireating sheep with rhinitis). Vet. Med. small
anim. Clin. 79, 1520—1522, 1834 (12).

Celem badan bylo poréwnanie skutecznodci terapeu-
tycznej szczepionki donosowej przeciwko IBR/PI-3 u
owiec z zapaleniem nosa oraz ocena skutecznosei tych
gztzeplonek w pordwnaniu do handlowej szezepionki
MLD BVD (szczepionka przeciwko border disease
oparla o zywy zmodyfikowany wirus) w stadzie owiee
w kibrym wystepuje border disease. Owcom podano
donosowp szezeplonke IBR, IBR/PI-3 | dodatkowo
BVD. Obnizenie pdsetku zachorowan wystapilo tylko
u owiec Do szczepieniu szczeplonka IBR/PI-3. U jag-
nigt pochodzgeych ze stad w kidrych szczepiono sami-
ce choroba border nie wystgpowala przez gkres 3 lat.

G.
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