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Influence of semen placement location and other factors on the number and morphological status
of obtained embryos from donor cows

Summary

The aim of the study was to analyze the effectiveness of embryo collection depending on where semen in
superovulation cow-donors in heat is deposited.

Research was carried out on 44 embryo donors, including 26 heifers and 18 cows of the Polish Holstein-
Friesian breed. Manipulations were carried out with the participation of veterinary doctors who specialize in
embryo transfer. The estrus cycle of the future donors was synchronized with the double intramuscular injection
of 2 ml Cloprostenol (Oestrophan, Biofaktor Company), Dinolytic (Pfizer Polska Sp. z 0.0.) S ml or Bioestrovet
(0.5 mg of Cloprostenol — active substance) (Vetoquinol, Biowet Sp. z 0.0.) 2 ml administered for 11 days.

Superovulation was initiated at day 10™ of an estrus cycle — administered by injection of 10 ml of FSH
(Pluset) during 4 consecutive days (in the morning and in the evening). Estrus was induced on the 3" day of
the superovulation treatment by providing 500 pg and 250 pg of Cloprostenol (Bioestrovet) twice — 2 ml in
the morning and 1 ml in the evening. Subsequently, 25 donors were inseminated three times, another 19 were
inseminated twice with single or double doses of semen deposited at different locations inside the uterus. Donors
were inseminated with frozen semen which is used for standard Al.

Obtained results showed a significant influence of placement location of semen on the efficiency of embryos’
collection. The highest ratio (40.4%) of embryos and oocytes was obtained in the case when semen was itself
placed in the uterine horn. The lowest ratio (16.2%) was observed in the case when semen was placed in the
uterus. Moreover, a difference in the number of obtained oocytes and embryos depends on the sequence of
semen placement locations. In the case of location in the uterus body versus uterine horn 0.6 more embryos
and oocytes were collected. The number of embryos suitable for transfer was the highest when semen was
placed in the uterine horn.

Concluding, the uterine horn appeared to be the best place for semen location.
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Przenoszenie zarodkéw ze wzgledu na swoje wa-
lory znajduje zastosowanie w nowoczesnej hodowli,
szczegoOlnie w hodowli bydta. Obok inseminacji jest
biotechnikg rozrodu znacznie przyspieszajaca postep
hodowlany. Metoda ta rozszerza mozliwosci wyni-
kajace z inseminacji, a w zwigzku z zastosowaniem
zaawansowanej techniki, wymaga zaangazowania
bardziej wykwalifikowanego personelu, specjalistycz-
nego sprzetu i odpowiedniego przygotowania zwierzat.

W rezultacie — w poréwnaniu do inseminacji — jest to
metoda biotechniczna o wiele drozsza.

Efektywnos$¢ przenoszenia zarodkow uwarunko-
wana jest wieloma czynnikami. Jednym z istotnych
czynnikow majacych wptyw na optacalnos¢ tej metody
jest liczba pozyskiwanych zarodkow. Zalezy ona m.in.
od miejsca depozycji nasienia w drogach rodnych
dawczyni. Na ogo6t uwaza sig, ze glebokie, dorogowe
wprowadzenie nasienia (krzywizna duza macicy) lub



inseminacja w okolice cie$ni jajowodu moze wpty-
ng¢ na zwickszenie odsetka zaplodnionych oocytow
— w konsekwencji liczbe zarodkow — stanowigc roz-
wigzanie lepsze od metody standardowej polegajacej
na depozycji nasienia do trzonu macicy.

Celem badan byta analiza efektywnos$ci pozyskiwa-
nia zarodkow w zaleznos$ci od miejsca deponowania
nasienia w rui superowulujacych krow dawczyn.

Material i metody

Badania zostaty przeprowadzone na 44 dawczyniach
zarodkow, w tym 26 jatdwkach i 18 krowach rasy polskiej
holsztynsko-fryzyjskiej, znajdujacych si¢ w 12 osrodkach
hodowli bydta.

Wszystkie zabiegi wykonywane byty przy wspotpracy
lekarzy weterynarii, wyspecjalizowanych w przenoszeniu
zarodkow u bydta. Zwierzgta podczas kwalifikacji do su-
perowulacji poddawane byty selekcji pod wzgledem war-
tosci hodowlanej w oparciu o $cista analize rodowodow,
wynikéw produkeyjnych oraz eksterieru. Szczegdlng uwage
zwracano na stan zdrowia i dotychczasowa przydatnos¢ do
rozrodu.

Cykl rujowy przysztych dawczyn synchronizowano za
pomoca dwukrotnej domig$niowej iniekcji 500 pg klopro-
stenolu (2 ml preparatu Bioestrovet (Vetoquinol), wzglednie
preparatow Oestrophan firmy Biofaktor, 25 mg dinoprostu
podanego w postaci soli trometamolu (5 ml preparatu Dino-
lytic, firmy Pfizer Trading Polska Sp.) podanej w 11-dnio-
wym odstepie. Superowulacje wywolywano jedynie u sa-
mic, ktore po drugiej iniekcji kloprestenolu wykazywaty
petnoobjawowa ruje.

W 10. dniu cyklu rujowego rozpoczynano superowu-
lacje, podajac przez 4 kolejne dni (rano i wieczorem)
250 TU FSHp oraz 250 TU LHp (10 ml preparatu Pluset®
Carlier) w zmniejszajacych si¢ dawkach. Ruje indukowano
w trzecim dniu superowulacji, podajac domig$niowo, rano
a nastgpnie wieczorem 500 pg i 250 pg (zawartych w 2
i 1 ml preparatu Bioestrovet, Vetoquinol). Nastgpnie 25
samic unasienniano trzykrotnie, pozostate 19 dwukrotnie
podwojna lub pojedyncza dawka nasienia wprowadzang do
réznych miejsc $wiatla macicy — dorogowo — do krzywizny
duzej rogu macicy lub do jej trzonu. Schemat inseminacji
przedstawiono w tab. 11 2. W badaniach wykorzystywano
nasienie mrozone (stomki 0,25 ml, catkowita liczba plem-
nikow 10 mln).

W 7. dniu po inseminacji zarodki pozyskiwano metoda
niechirurgiczng. Tuz przed zabiegiem samice znieczulano
1,12 mg podskornie podanego chydrlochlorku ksylazyny
(0,5 ml na zwierzg (Xylavet 2%, Alfasan International BV,
Holandia) oraz wykonywano znieczulenie nadoponowe po-
lokaing 6-10 ml/szt. (Polocainum Hydrochloricum 2% cum
Adrenalino 0,005% firmy Biowet Drwalew S.A..). Nastepnie
oczyszczono okolice sromu i wprowadzo-
no kateter. Do zabiegu uzywano kateteru
Ruscha, tylko u dwoch krow uzyto kateteru
Foleya i u jednej kateteru Lamper. Balonik
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Boviflash (Bioniche). Ptyn zbierano do szklanego naczynia,
a nastepnie wykonano analogiczny zabieg w drugim rogu.

Zarodki wyszukiwano oraz oceniano morfologicznie
pod mikroskopem stereoskopowym (powigkszenie 80 x).
Do oceny zarodkéw wykorzystywano 4-stopniowg skale,
w ktorej stopniowi pierwszemu odpowiadat zarodek bardzo
dobrej jakosci, natomiast czwartemu zarodek zdegenerowa-
ny (niedostatecznej jakosci).

Uzyskane wyniki badan poddano analizie statystycznej.
Wplyw miejsca deponowania nasienia w rui indukowanej
u kréw dawczyn na odsetek uzyskanych zarodkow oceniano
przy pomocy testu . Obliczono rowniez warto$¢ srednig
oraz procentowy udziat zarodkow. Analize przeprowadzono
w programie Excel.

Wyniki i oméwienie
Tabele 3 i 4 maja wylacznie charakter informacyjny

i przedstawiajg liczbg samic poddanych zabiegowi in-
seminacji oraz liczb¢ pozyskanych zarodkow ogotem.

Tab. 1. Schemat inseminacji z uwzglednieniem liczby wyko-
nanych zabiegéw

2 1 10 2 4
3 2 - -

3 - - 6 -
3 16 - - -
2 2 - - -

Tab. 2. Schemat inseminacji z uwzglednieniem liczby porcji
zuzytego nasienia

2(11) 1 10 2 4
3(1AN) 2 = =

4 (1/21) - = 6 =
4(21A) 16 = = =
3(21) 2 - - -

Objasnienia: *X (a/b/c) — liczba zuzytych porcji nasienia ogotem,
(a/b/c) — liczba zuzytych porcji podczas jednego zabiegu

Tab. 3. Liczba samic poddanych zabiegowi inseminacji

21 10 8 5

Tab. 4. Liczba pozyskanych zarodkéw ogélem

kateteru wypeiono 15 ml powietrza. Do | Liczba uzyskanych zarodkéw i komérek jajowych 68 40 37 40

]edélego rogu (jieponowano h}czn'lel 251( 0 ml Liczba uzyskanych zarodkéw 40 39 20 Bil
rzan temperatury cilata kom-

POCEIZANCEO o temperaturty Zarodki przydatne do przeniesienia 33 28 19 23

pletnego ptynu do wyplukiwania zarodkow
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Tab. 5. Efektywno$¢ pozyskiwania zarodkow oraz ich odsetek
w zaleznos$ci od miejsca deponowania nasienia

Oznaczane Miejsce zdeponowania nasienia w macicy
parametry trzon trzon/rdy | rog/trzon rog
Uzyskane zarodki 3,2 4 4,6 8
i komorki jajowe (16,2)* (20,2) (23,2) (40,4)
Uzyskane zarodki 1,9 3.9 2,5 6,2
(13,1) (26,9) (17,2) (42,8)
Zarodki przydatne 1,6 2,8 2,4 4,6
do transferu (14,0) (24,6) (21,0) (40,4)

Objasnienia: * — odsetek uzyskanych zarodkow

W tab. 5 przedstawiono efektywnos¢ pozyskiwania
zarodkow oraz ich odsetek w zalezno$ci od miejsca
deponowania nasienia. Z danych wynika, iz najwigcej
zarodkow i komorek jajowych uzyskano po zdepono-
waniu nasienia do rogu, a najmniej deponujac nasienie
do trzonu macicy, odpowiednio, 8 wobec 3,2. Podobnie
najwyzszg liczbg zarodkéw przydatnych do transferu
uzyskiwano deponujac nasienie do rogu macicy, naj-
mniej wprowadzajac je do trzonu macicy — odpowied-
nio, 4,6 wobec 1,6. Zaobserwowano réwniez réznice
w liczbie pozyskanych zarodkow 1 komorek jajowych
oraz zarodkoéw przydatnych do transferu przy zmianie
kolejnosci miejsca deponowanla nasienia, gdyz przy
zachowaniu kolejnosci trzon — r6g macicy mozna byto
uzyskac $rednio o 0,6 zarodkow i komoérek jajowych
wiecej, co nie miato jednak odzwierciedlenia w liczbie
zarodkow przydatnych do transferu. Spostrzezenie to
wydaje si¢ interesujace, jednak niedostateczna liczba
obserwacji nie daje podstaw do szerszych wnioskow.
Konieczne sg dalsze badania.

Analiza danych wskazuje na istotny wptyw miejsca
deponowania nasienia na efektywno$¢ pozyskiwania
zarodkoéw. Potwierdza to rowniez test y’ zgodnoéci
z rozktadem (y* = 7.91), ktory wykazat istotne réznice
migdzy miejscem zdeponowama nasienia a liczbg po-
zyskanych zarodkow.

Wplyw miejsca zdeponowania nasienia na wyniki
zacielen byt przedmiotem wielu badan (5, 6,9, 11, 12).
Czes$¢ znich poswigcona jest efektywnosci superowula-
cji, mierzonej liczbg zarodkow przydatnych do transferu
po zastosowaniu nasienia sortowanego, o0 zmniejszonej
w porownaniu do mrozonego nasienia konwencjonal-
nego liczbie plemnikow w dawce. W takim przypadku
glebokie deponowanie nasienia byto zabiegiem wska-
zanym, zwlaszcza przy stosunkowo matych dawkach
nasienia (1). Mnlej zaptodnionych komorek uzysklwano
stosujac mrozone nasienie seksowane w porownaniu
do nieseksowanego oraz przy zastosowaniu dawki
2 x 10° w poréwnaniu do dawek wyzszych. Uzycie
dawki zawierajacej 20 x 10° plemnikow sortowanych
pozwalato uzyskiwac liczbe zarodkow porownywalng
do uzyskiwanej po zastosowaniu nieseksowanego
nasienia zawierajacego 40 x 10° plemnikow (8). Przy
dawkach nasienia sortowanego stosowanego konwen-
cjonalnie (okoto 2 mln), wystarcza wprowadzenie
nasienia do trzonu macicy (4). Opinie odnos$nie do istot-
nosci miejsca deponowania nasienia konwencjonalnego

sa podzielone. Niektorzy autorzy (9, 11) uzyskiwali
istotnie lepsze wyniki zacielen, deponujac nasienie do
rogdw macicy, inni (3, 5, 9) efektu takiego nie uzyski-
wali. Deponujac nasienie w rogach macicy uzyskiwano
wzrost liczby zarodkow; efektu takiego nie notowano
wprowadzajac nasienie do trzonu macicy. Niezaleznie
od miejsca deponowania nasienia u krow, w przeciwien-
stwie do jatowic, nie uzyskiwano roznic w odniesieniu
do liczby zaptodnionych komorek jajowych i zarodkow.
Stwierdzono natomiast, ze istotny wplyw na jakos$¢ uzy-
skiwanych zarodkow miaty — stwierdzane cytologicznie
— podkliniczne stany zapalenia btony $luzowej macicy
(2). Wraz z badaniami nad miejscem deponowania na-
sienia, prowadzone sg prace nad ulepszaniem sprzgtu
do glebokiej inseminacji (10), stuzacemu z zatozenia
poprawie wynikow zacielen. Prowadzone sg rowniez
badania nad wptywem miejsca deponowania nasienia
na pte¢ rodzacych sie cielat. Zobel i wsp. (12) wykazali,
ze przy deponowaniu nasienia do rogdéw macicy rodzito
si¢ wiecej cieliczek, natomiast jego wprowadzenie do
trzonu macicy skutkowato wigksza liczbg buhajkow.
Jak wynlka Z pOWYZszego, badania nad miejscem de-
ponowania nasienia prowadzone sa wieloaspektowo,
a tematyka badan nadal pozostaje aktualna.

Na podstawie przeprowadzonych badan wydaje sig,
ze — uwzgledniajac liczbe zarodkéw przydatnych do
transferu — najbardziej wskazanym miejscem depono-
wania nasienia mrozonego pakowanego w standardowe
stomki u krow dawczyn zarodkdw sg rogi macicy.
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