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Miedzynarodowa wymiana zarodkédw owiec

przechowywanych in vitro w ciggu 21 miesigcy
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Bardzo cennym uzupelnieniem techniki tran-
splatacji zarodkow stala sie w ostatnich latach
mozliwosé¢ ich dlugotrwalej konserwacji w ciek-
lym azocie (2). Dzieki tej metodzie zostala wy-
climinowana koniecznos¢ stosowania synchroni-
zacji cyklu rujowego u dawcy i biorey a ponad-
to zostala ulatwiona wymiana embriondéw na
wiekszg odleglosc.

Celem przeprowadzonego eksperymentu byla
proba  miedzynarodowej wymiany zarodkow
owiec zamrozonych w cieklym azocie.

Material i melody

Maciorki rasy walijska owca goérska. pokryle iry-
kiem krzyzowka Jacobs'a uzyto jako dawcoéw zarod-
kéw. Wezesne zarodki uzyskiwano metoda chirurgicz-
na w pracowni Zespotu Fizjologii i Biochemii Rozrodu
Zwierzat, Instytutu Fizjologii Zwierzgt, ARC w Cam-
bridge, Anglia w dniu 31l pazdziernika 1976 r. Od jed-
nej maciorki po hormonalnej superowulacji uzyskano
w 6 dniu od poczatku rui jedenascie zarodkow, w sla-
dium poéznej moruli (50—60 komoédrkowe).

zarodki przechowywano przez kilka godzin w tem-
peraturze pokojowej w rozlworze buforu fosforano-

Tab. 1. Poslepowanic przy zamrazaniu i rozmrazaniu zarodkow owiec (wg S. M. Willadsena i wsp. (2)

A Zamrazanie

1.Laparotomia ¢ myplukimanie zarodkow przy uiyciu buforu fosforanowego (P8S), (1) z ukladu rodnego superowulowanych maciorek,
2. Przechomymanie uzyskanych zarodkown w PBS w temperaiurie pakajore do 3 godzin, ]
3. Stapniowe dodawanie wtemperaturze pokojowej DMSO (dwumetylosulfoltlenku) tak aby koncona koncentraga DMS0wynosila 15M.

Czlery etapy: 025M DMSO w PBS : § minut
05 M DMSO W PES : 5 minut
10 M DMSO W PBS : 10 minut
15M DMSO WPBS : 20 minut

4 Umieszczenie zarodkow w probowkach (05 x 55 cm),zamierajacych 02ml 16M DMSO w PBS ( schladzance do temp.~7%C z szybkascig 1 %/ min.
8. Zapoczgtkowanie krystalizagii poprzez , posiew” krysztalkom na mroZonq poZymke,
6. MroZenie z szybkosciq 03°C/min. do - 65°C,a od éemperatury -65°C do ~120°C z szybkosciq 1°C/min,

7 Przencesienie provowek do cieklego azotu,
8 Rozmrazanie

1 Przeniesienie probowek do temperatury -100°C ( rozmrazanie z szybkasclq 10°C/min. do temperatury -0°C,

2 Matychmiastowe podgrzanie do bemperatury pokojowej,
3 Usuwanie DNSO z PBS w temperaturze pokojowej:

Szesc etapon: 1,5 DMSOw PBS : 5 minut

125M DNSO W PBS
[OM DNsO W PES
Q75M DNSO w P8BS
g5M DMSO w P8BS
025M DMSO w PBS

110 mihut
10 minut
10 minut
0 menut
HO0minut

PBS DMSO w P8BS {Ominut .
4. Hodowla (n vitro przez 24 godzing w PBS + 20% surowicy onczel pod cismeniem powtetrza w temp +38°C Lub éransplantaga.
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wego (phosphate buffered saline) PBS (1), a nastepnie
przeprowadzono je przez kolejno wzrastajoce stezenia
roztworu dwumetylosulfoiflenku (dimethylsulfoxide)
DMSO i umieszczono ostatecznie w zamknielych pro-
bowkach zawierajgcych roztwoér PBS o stezeniu 1.6 M
DMSO. Proces zamrazania przeprowadzono z szybkos-
cig 0.3°C/min. do temperatury — 100°C, a nastepnie
zanurzono probowki w cieklym azocie, gdzie przeby-
waly przez 21 miesiecy.

Proces zamrazania 1 rozmrazania zarodkdw przepro-
wadzono wg metody Willadsena 1 wsp, (2), podanej w
tab. 1.

Ryc. 1. Jagnie urodzone w wyniku transplantacji za-

rodka przywiezionego z Anglii do Polski, przechowy-

wanego in vitro przez 21 miesiecy. Ze wzgiedu na

charakterystyczne umaszczenie (pstrokale) zostalo naz-
wane ,,Biedronka”

Fot. L. Pizlo

W slerpniu 1977 r. zavodki zostaly przewiezione sa-
mochodem z Anglii do Polski w kontenerze z plynnym
azotem. Jako biorcow przygotowano 3 maciorki rasy
dlugowelnistej odmiany rzaskowskiej, ktore zostaly
wybrane ze stada w okresie rui przez tryka prébnika.

W dniu 10 sierpnia 1977 r. zarodki zostaly rozmro-
zone z szybkoscia 12°C/min. Chirurgiczny zabieg trans-
plantacji przeprowadzono w pracowni w Przegorzal-
kach w Zespole Rozrodu Zwierzat, Insliytutu Stosowa-
nej Fizjologii Zwierzat, AR w Krakowiz.

Wynikiiomdéwienic

Po rozmrozeniu uzyskano 10 zarodkow, z kio-
rych 8 przeszlo proces konserwacji w plynnym
azocie prawidlowo i bez widocznych zmian. Po
usunieciu DMSO, 6 zarodkéw przeszezepiono
chirurgicznie do maciorek biorcéw. U jednej z
rmaciorek po wykonaniu laparotomii stwierdzo-
no zmiany w macicy charakteryzujace sie nad-
miernym wypelnieniem plynem surowiczym
i nastrzykaniem naczyn krwionosnych. Cztery
zarodki o zdecydowanym wyglagdzie normal-
nych morul wszezepiono do macic dwoch macio-
rek, ktore byly w 6 dniu po rui. Do kazdego ro-
gu macicy transplantowano po jednej moruli.

Dwie maciarki zaszly w cigze. Jedna z nich w
dniu 20.XII.1977 r. urodzila martwe, normalnie
rozwiniete bliZnieta (tryczek 3 kg, maciorka 3
kg). Druga natomiast urodzita zdrowe jedno jag-
nie (maciorke) o ciezarze ciala 4,2 kg. Rozwoj
jagnigcia przebiegal prawidlowo, w wicku 6 mie-
slecy jego ciezar wynosil okolo 40 kg. Ze wzgle-
du na umaszczenie (pstrokate) charakterystycz-

ne dla ras owiec angielskich zoslalo nazwane
..Biedronka” (ryc. 1).

O ile nam wiadomo, jest to pierwsza udana
proba wymiany miedzynarodowe]j zamrozonych
zarodkow owiec. Takze okres przechowywania
zarodkoéw w cieklym azocie byl diuzszy (21 mie-
siecy) niz we wezedniejszych doswiadczeniach.
Mozna zatem okresli¢, ze urodzone jagnie jest
,.mlodsze” o 21 miesiecy.

Pomimo. ze eksperyment zostal przeprowadzo-
ny na mala skale, to jednak uzyskany wynik
wskazuje, ze uzyte metody moga byc¢ réwniez
wykorzystane dla szersze] wymiany materialu
genetycznego nawel pomiedzy bardzo odlegly-
mi krajami.
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Bunnagcen C. M., Tumnaep M. — MemxayHapoaHbli 00meH
3apPOABIIAMH OBel, XPAHMMBIMN in vitro B Tewenme 21
Mecana.

B 1977 1. npusesnn n3 Aurauu B [lonbmuy aBTOMOOU-
JICM 3apPOJBIINM OBel], 3aMOPOXKEeHHbIE B JXKUJIKOM a30TC.
Yerbipe HOPMAJbBHBIX 9SMOpPMOHA TPAHCIJIAHTMPOBAIN
XMUPYPrUYECKY B MaTKy ABYX OBIIEMAaTOK Ha 6 JeHb
umrkaa oxerel, Obe oBllemaTkM 3abepemenenn. OnHa po-
Iuaa MepTBbix Omn3HemoB. Bropas Ke Y¥e poaMaa
OIHOTO 370POBOTO ATHEHKA.

Willadsen S. M., Tischner M. — International exchange
of sheep embryos stored for 21 months in vitro.

Deep trozen embryos were transfered in 1977 from
FEngland to Poland by car. Four of them were trans-
planted surgically to the uterus of the ewes on day
6 of their oestrus cycles. Both ewes became pregnant.
One delivered still-born twins, the other produced
a healthy single® lamb. '
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LEPHERD E. E. FEILENTE JONES R. F., LORE
D. N.,, SABINE M. WALLS A. L.: Wokélporodowa
$miertelno§é’ Zrebiat zwigzana z zakaZeniem herpes-
wirusami. (Perinatal foal mortality associated with a
herpasvirus). Aust. vet. J. 54, 103—105, 1978 (3).

Opisano przypadek szybkiego padania (30 minut po
urodzeniu) zZrebiat przedwezeénie urodzonych oraz
liczne padniecia u zrebigt w wieku 18—24 godzin
zveia., Na czolo objawdéw klinicznych wysuwata sie
goraczka, przysSpleszenie oddechdéw i akeji serca, leu-
kopenia 1 neutropenia. Badania sekeyjne wykazalty
obrzek pluc oraz liczne wybroczyny pod oplucng i w
$rodpiersiu. U czesei padlych Zrebigt obserwowano wy-
broczynv i wylewy krwawe pod nasierdziem i wsier-
dziem komodr serca, przekrwienie, obrzek i wvbro-
czynvy 1w  krezkowych wezlach chlonnyveh i korze
nadnerczy, wybroczyny pod torebkg Sledziony oraz
przekrwienie bierne onon miekkich. Wirus o dziala-
nin evionalveznvyim na komarki hodowli jednowars{wo-
wej nerki psa wyivzolowann 7 phlue, watioby i poplu-
czyvny oskrzeli.
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