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Tischner M., Piestrak T., Zachara A, Roborzynski M.
— Artificial insemination of sheep with the scmen
obtained by eleciroejaculation method.

Among 53 Polish rams destined for mating with
2200 ewes imported from Bulgaria, 41 did not reveal
any sexual desire. Their healthy state and reproducti-

ve organs were normal. With the semen obtained Dy
an eleclroejaculation method 1380 ewes were artifi-
cially inseminated. After the first insemination, oes-
frus did not appear in 65% of females. Generally 960
lambs from 902 artificially inseminated ewes Wwere
obtained.
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Konserwacja zarodkéw bydlecyh w temperaturze

ciektego azotu oraz

wyniki transplantaciji

7 Zakladu Fizjologii Rozrodu i Sztucznego Unasieniania Zwierzat Instytutu Zootechniki,
w Balicach k. Krakowa

W latach 70-tych obserwuje sie duze zainte-
resowanie transplantacja zarodkéw jako me-
toda rozrodu w hodowli bydla. Jakkolwiek
cele, jakie mozna osiagnaé poprzez zastosowa-
nie transplantacji moga byé rozne, to wydaje
sie, ze ich realizacja zalezy przede wszystkim
od efektywnosci i mozliwosci praktycznych
prowadzenja tej metody. Jednym z gléwnych
probleméw, jaki powinien byé rozwigzany. aby
metoda transplantacji spelniala wymienione
warunki, jest opracowanie metody dlugotrwa-
Yej konserwacji zarodkow. W warunkach la-
boratoryjnych bowiem zarodki bydlece zacho-
wuja zdolnosdci zyciowe jedynie przez kilka go-
dzin, a mozliwos$é ich konserwacji w $rodowi-
sku plynnym, wynoszaca okolo 1—2 dni (4, 8,
9), nie rozwigzuje problemoéow organizacyjnych
transplantacji.

Warunkiem udanej transplantacji, jak wia-
domo, jest Scista synchronizacja biorczyn i daw-
czvn., Z drugiej strony wyniki superowulacji
u bydla sg bardzo rézne, co w praktyce stwa-
rza duzy problem organizacyjny przy przygo-
towaniu wlasciwej liczby biorczyn. Wszystkie
te trudnoéci rozwiazuje konserwacja zarodkéw
przez zamrazanie w cieklym azocie, zezwala-
jace na ich wykorzystanie w dowolnym miej-
scu i czasie, w zalezno$ci od potrzeb.

Pierwsze ciele po transplantacji mrozonych
zarodkéw bydlecych uzyskano w 1973 r. w
Cambridge (19). Kolejne porody kréw po fran-
splantaeji mrozonych zarodkéw mialy miejsce
w nastepnych latach réwniez w Cambridge
(16, 17, 18) i w Australii (1, 3), a ostatnio w
Danii (2) i Kanadzie (5).

Prace nad zamrazaniem zarodkéw zwierzat
gospodarskich, owiec i krow, rozpoczeli au-
torzy w 1975 r. W efekcie tych prac uzyskano
na poczatku 1977 r. (7) pierwsze jagnieta. Row-
nolegle prowadzono badania nad zamraZaniem
zarodkéw bydlecych, w wyniku ktérych uzy-
skano na poczatku biezacego roku pierwsze
cieleta po transplantacji mrozonych zarodkéw.

Material i metody

A. Przygotowywanie zwierzat i uzyskiwanie zarod-
kow. Dawczyniami zarodkéw byly jaldwki rac ncb,
cp i krzyidwki tych ras w wieku od 18 do 24 mie-
siecy. Jalé6wki przygolowywano do superowulacji wg
metody opisanej przez Wierzchosia 1 wsp. (12). Wy-
ptukiwanie zarodkéw przeprowadzano operacyinic (13)
w 7 dniu od wystapienia objawdw rul (dzien rui=
dzien 0). Zarodki uzyskane w tym czasie znajdowaly
sje w stadium rozwoju od pdinei meoruli do ekspan-
duince] blastocysty. Do plukania uzywano uzirpeinio-
nego plynu Dulbecco (10) o temp. 25—37°C. Od mo-
mentu pobrania zarodkdw do rozpoczecia mrozenia
uplywaly ok. 2 godziny. Byl to czas polrzebny na
vryszukan'e zarodkdéw, ich ocene i pozostale czyn-
neéci zwiazane z przygolowanlem do mrozenia.

B. Zamrazanie 1 rozmrazanie zarodkow. Po prze-
prowadzeniun oceny morfologiczne] uzyskane zarvodki.
cceniane jako morfologicznie normalne, dziclono w
zalernodéel od stadium rozwoju i zamrazano w od-
dzielnych probowkach. Metody zamrazania i rozmra-
zania zarodkéw byly zblizone do podanych weze$nie]
w pracy dotyczacej zamrazania zarodkéw cwezych (7).
Roéznica dotyezyla szybkosci schladzania zarodkéow od
temperatury pokojowej do temp. —8°C, kidre naste-
powalo w tempie ok. 1,5°C/min. Bezposrednio po osia-
gnieciu w prébkach temperatury —6°C dokonywano
posiewania krysztaltkéw lodu (6). Mrozenie przepro-
wadzano ze stala szybkoscia 0.27°C/min. do temp.
—80 lub —100°C. Po osiagnieciu wymienionych tem-
peratur probéwki z zarodkami przenoszoeno do ciek-
tego azotu, gdzie byly przechowywane przez okres
od kilkunastu dni do p6t roku.

Rozmrazanie wykonywano ze §rednig szybkoscig
ok. 12—14°C/min. Po osiagnieciu przez probki tem-
peratury od —8 do —6°C przenoszono je do lazni
wodnej o temp. +25°C na 5 minut, a nastepnie do-
konywano oceny morfologicznej zarodkéw i przepro-
wadzano je przez malejace stezenia DMSO w plynie
Dulbecco (14).

Transplantacja zarodké4w nastepowala w
godziny od momentu rozmrozenia.

ciggu 1

C. Transplantacja. Zarcdki transplantowano jaléw-
kom lub krowom znajdujgcym sie w naturalnym lub
zsynchronizowanym cyklu plciowym w dniu odpo-
wiadajacym wiekowi transplantowanego zarodka.
Wprowadzanie zarodkéw odbywalo sie albo metoda
chirurgiczng przez wykonanie laparotomii w linii
biatej, badZz {ez przez ciecie z hoku zwierzecia, albo
metoda niechirurgiczng (11).
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Wyniki i omowienie

Ogolem odzyskano po rozmrozeniu 125 za-

rodkow zamrazanych do temperatury —80 lub’

—100°C przed przelozeniem do cieklego azotu
(tab. 1 1 2).

Tab, 1.

Stan mortologiczny zarodkow bydlscyeh zamrazanych do

na w linii bialej pozwala na ocene jakosci me-
tody nmirozenia zarodkow. Uzyskane wyniki w
postaci zywo urodzonych cielat (ryc. 1) oraz
cielnych hiorczyn wskazuja na mozliwose
uzyskania efekiywnosci transplantacji w gra-
nicach 50% (tab. 3). Jakkolwiek najwiekszg

1

emp. --80°C przed przelozeniem

do cieklego azotu

Stan mortologiczny zarodkdéw po rozmrozeniu: liczba i %
g 3 i

Liczba zarodkow

Stadium rozwoju odzyskanych

mrozonych zarodkéw normalne

ezeSciowo uszkodzone
z peknietg ostonka

normalne z pecknieta czesciowo

0 rozmrozeniu . e . |

p oslonka przejrzysia ‘ uszkodzone przejrzysta
ey 3 2L E3T%) | 10 (G031 (3,0%) 1 (3,0%)
Blastocysta i 14 |12 (85,8%) 1 (7,1%) 0 (0,0%) L (7,1%)
Razem I 47 | 33 (70,2%) | i1 (23.4%) 1 (2,1%) 2 (4.3%)

Na 47 rozmrozonych zarodkow, ktére byly
zamrazane do temp. —80°C, 33 zarodki (70,2%)
oceniono jako morfologicznie normalne, a u po-

i

zostalych  stwierdzono wuszkodzenia oslonki
przejrzystej, badz niektorych Dblastomerdow
(tab. 1).

Na 78 =zarodkdw zamrazanych do temp.

—100°C, 64 (82,0%) oceniono jako morfologicz-
nie normalne, a u pozostalych obserwowano
podobne uszkodzenia, jak w grupie zarodkow
mrozonych do temp. —80°C, przy czym ulegl
zmniejszeniu odsetek zarodkow z uszkodzona
oslonka przejrzysta (tab..2). Ocena morfolo-
giczna zarodkow po rozmrozeniu wykazala po-
nadto, ze niezaleinie od koncowej tempecratu-
ry ich zamrazania (—80 czy —100°C) wyzszy
odsetek zarodkéw morfologicznie normalnych
osiagano w przypadku zarodkow w stadium
ekspandujacej blastocysly niz w grupie za-
rodkéow znajdujacych sie w stadium rozwoju
od poznej moruli do wezesnej blastocysty (tab.
1 i 2). Najnizszy odselek zarodkow morfolo-
gicznie normalnyvch stwierdzono w grupic za-
rodkéw w stadium moruli. jednakze liczeb-
nosé¢ tej grupy byla niewielka i trudno w tej
sytuacji  wnioskowaé¢ o zamrazalnosei za-
rodkow tego stadium rozwoju (tab. 2).

Na obecnym etapie opanowania mectod wpro-
wadzania zarodkdw jedynie metoda chirurgicz-

AN

Tab. 2.

liczbe cielnych krow uzyskano po transplan-
tacji zarodkow w stadium od poznej moruli
do wczesnej blastycysty zamrazanych do temp.
—100°C, to dotychczasowy stan badan nie poz-
wala na wnioskowanie o skutecznosci zamra-
zania zarodkéw w innych stadiach rozwoju czy
tez zamrazanych do temp. —80°C (tab. 3). Nie-
mniej jednak pozytywne wyniki uzyskane po
transplantacji ekspandujacych blastocyst swiad-
cza o mozlwosei skutecznego zamrazania za-
rodkow w tym stadium rozwoju.

lrans-

Picrwsze ciele urodzone w Polsce po
planiacji mrozonych zarodlzow

Ryce. 1.

Fot, A, Turczansici

Stan morfologiczny zarodkow bydlecych zamrazanych do temp, —100°C przed przelozeniem

do cieklego azotu

Stan morfologiczny zarodkow po rozmrozeniu: liczba i %

g . Liczba zarodkow
Stadium rozwoju rzesciow kod 2
i \ dzyskanych S Kkniet: piown |ceesciowo uszkodzone
mrozonych zarodkéw O P LB . normalne z peknieta czegsciowo | ¢ i ) : )
) 0 rozmrozeniu normalne Frptlres 1rre ot Lo |z pekniela oslonky
p oslonka przejrzysta uszkodzone przejrzysta
Morula 5 | 2 (40,0%) | 0 | 3(60,0%) 1| 0
& i Wweze- _ll ) o v = e ’ P
By Sonid o 57 | a7 @2a%) | 3 (5,3%) 5 @8% | 2 (3,5%)
Blastoeysta [ 1A 15 03,1% | 0 0 3 __'_ B 1 (5,3%)
Razem i 64 (82,1%) | 3 (3,8%) 8 (10,3%) 3 (3,8%)
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Tab, 5. Weniki transplantacji mwozonyeh zarodkéw bydlecych
1 ' ' Stan morfologiczny Trans- |
‘ | transplantowanych plantacja |
! | I o |
! | Koncowa 13 zarodkow | do rogu
LlemDer .. |Liczwjfo-o-—— 1
Metoda i Stadium | t;fi?;;f;gf; [ ba - | i
trans- | rozwoju p;zed prze. | bior= [nor nﬁglna i | | Wyniki
1 ar zed = ta _ |z peknie~| czgScio- o
plantacji.  zarodkéw toteniem do i czyn | nor= 1t on-| wo usz- ' pra lewe
cicklego azotu | Inn]ne ka przej-| kodzone WeEC| 8O
| | rzysta
| |
| | [ |
\ pOzna morala| —B0°C 1 2 = = = 2 |negalywny
.. | Wwezesna |
Y_".,'tli‘.“ | blastocysta 1 100°C 9 g | 1 - 8 | 11 |2 wyciel. + 3 cielne
el | blastocysta 8o~ C 2 4 2 2 |1 wycielona
| Razem | 12 | 24 1 | 10 15 i.i wyeiel, - 3 cielne
— . L L R —
| pdina morula'l ~80°C 7 (i + 1 1 1 negatvwny
| wezesna | |
7 boku | blastocysta | —100°C 8 | 14 | 1 — 6 9 |negalywny
| blastocysta —80°C 3 & | 1 | = 4 2 |2 wycielone
| —-100°C 3 | 4 1 = | = 1 3 |2 cielne
| Razem 21 | 29 6 | 1 18 18 |2 wyciel. + 2 cielne
| | !
| morula —~100°C 2 | 2 — 2 | — |9 cielne
| pbdina morula = 50°C 2 | 3 1 1 negatyvwny
| - | |
cogi |owezesna [ | :
l'lblll'lfi‘_é;n'-l! blastocysta —100°C 4 8 ' - | 4 4 |l cielna
= “l blastocysta —80°C 2 2 | 1 | - 3  |negatywny
—100°C 7 11 | 1 | 1 i 7 |negatywny
| Razem Jisd 26 | 3 ‘ 1 12 18 |3 cielne
Efektywnoéé¢ transplantacji metoda chirur- B0 eHEAC TR
giczng w linii bialej mrozonych zarodk(rxg }?15"“ 1 ]ﬂ's.iifrmfR. J, Moore N. W.: J. Reprod. Fert. 50, 3, 1077,
e iagniets 7 AWIONYV - 2, Lehn-densen M., Greve T.: Theriogenolgy. 1878 (w druku).
dl‘ec} ch 031.‘%}@1’}.1@’[61 m pl/.eds.tom 1G5 (,:h, e ,,a 3 Moore N. W., Bliton R J.: Proc, VIIth Int. Cong. Amim.
niach ksztaltuje sie na poziomie rezultatéw Reprod. AL 3, 306, 1976
4 Renard J. du Mesnil du Buisson F.: Proc. VIIIth Tnt.

uzyskanych przez Willadsena i wsp. (16) oraz
Lohn-Jonsena 1 Greve'a (2). Wyzsza efektyw-
no$¢ transplantacji uzyskali Willadsen i wsp.
(15), jednakze zamrazali oni jedynie wyhbrane
zarodki znajdujace sie w stadium poZne] mo-
ruli — wezesnej blastocysty. Autorzy ci przy-
Oisuja zarodkom w tym stadium rozwoju naj-
wyzsza podatnosé na zamrozenie. Zamrozenie
zarodkéw do temp. —100~ °C wydaje sie korzy-
stniejsze w porownaniu z zamrozeniem do
temp. —80°C, o czym $wiadczylyby rdéwniez
wyniki oceny morfologicznej.

Wydaje sie, Ze obecnie uzyskane wyniki po
transplantacii mrozonych zarodkéw bydlecych
umozliwiaja juz stosowanie tej metody w rea-

lizacji okreslonych celéw praktycznych np.
miedzynarodowej wymiany zarodkow., Szersze

wprowadzenie zamrazania jako metody kon-
serwacjl zarodkow wymaga dalszego zwieksze-
nia jej efektywnodci. Majgc na uwadze latwosé
praktycznego zastosowania iej metody konser-
wacjl, nalezaloby réwniez uprosci¢ postepowa-
nie przy zamrazaniu, a zwlaszcza przy roz-
mrazaniu zarodkdéw. Biorac pod uwage, Ze
praktyczne zastosowanie transplantacji  jest
uwarunkowane niechirurgicznymi metodami
wprowadzania zarodkdéw, optymalnym rozwig-~
zaniem byloby zamraZanie zarodkéw w stom-
kach, bez skomplikowanych czynnosci labora-
toryinyeh po ich rozmrozeniu.
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Cmoporr 3., Bembosexuii C., Bemxocs 3., Konrtckas
J., Tatiza B. — Xoucepsania 3apoablmedi KDPYMHOLO
POTATOrY CKOTA B TEMNEPATYDE HHAKOrO a30Ta.

1Io meroay Brmnnagcena u coasr. (1976 T) 3amopamu-~
Baxy 125 3apojpliliell KPYIIHOTO DPOraToro CKOTA B CTA-
IUM Pa3sBUTHA OT MOpPyanl g0 Onacroiietsl. [lepByro
rpynny zapoasimiefl (47) zaMOpaXImBaiM [0 TeMIepa-
ryper —80°C, a mapyryio (78 3apoiemue:l) — 70 TEMI.
-100°C, nepey MOMeIeHHEM MX B HIIAKMI azor, Xpa~
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HeHNE B XMUEKOM a30Te NPOICIIKAJNOCH OT HECKOJIBKUX
OHEeYt N0 IUeCTyi MecAleB, PasMOpazKMBaHMe 34P0ABI-
el NPOBOAUIM CO CPejHel CKOpPOCThIO oT 12 ;o
14°C/MuH.

B ropdonoruueckoit OleHKe I[OCJe DPa3MOparkusa-
HUA yCTauoBulm: B nepBoy rpymme 70,2% mopdoonori-
YECKI{ HOPMAaJIbHEBIX 3aPOABIINIEN, 8 BO BTOPoi — 82,2%.

ITocne pazMOpPaRMBANUA 3APOALIIM TPAHCIIAHTADPO-
BAJM, NPUMEHAA XWPYPIMUYECKNEe MeTOHbI 0 DesioNn Ji-
HUYM UM ,,C00KY”, a TakmKe HEeXUPYPIUIECKUM MeTC-
J0M.

a) XupypruyHCKMiA MeTox 10 0efoil JMHMM — TPAHC-
IJlaHTUEeBany 24 3apoAniua 12 peunnneHT®EaM, 110~
Jgy4gag ¢ cTennHOCTel (3 TeJXKM yXHe COTelMINCh).

0) Xupypruwecxini Metof ,,c00Ky” — TPaHCIITAHTUDO-
Banu 29 3apoxeimelt 21 penUIMeHTEe, Ioaydas 4
CTeNBLUCCTH (2 TeNXM yiKe OTeNMIICD).

B) Hexupypriuecxuit MeTO] — TPAHCIIAHTUDOBAIU 26
3apojpIueii 17-TM pelMIIMeHTKaM, [T0AyYasd 3 CTeNL-
HOCTYL.

Ha sT0M 9rane oOcmoernys METOLOB TPaHCIIIAHTIUUN
3apobIlIIell TOJBKO pPe3yJbTaThl, NOJYYEHHBIC IIPU
MCIIONH30BAHUY XUPYPTUYHCKOTO MeTOIA HOo OcJIon -
ma, MOTYT ObIThb NPMHATH! 33 IIOKAZaTeny LEeHHOCTH
3aMOPaYRUBACMBIX 3aPOALINICH. VYX&IKIBAXT OHM HA

BO3MOFKHOCTL HOCTMIKCHMS 9SMMEKTMBHOCTMI TpPaHC-
IIIaHT2UMM 33aMOPOKEHHDIX 3apoJbllell B Opefesax
50%.

) Smorag Z., Wierzbowski S., Wierzcho$ E., Katska L.,

Gajda B. — Conservatien of cattie embryos in li-
quid nitrogen and resuits of embryotransfer.

One hundred and twenty tive cattle embryos, de-
veloped from the morula to blastocyst stage, were
frozen acc. to Willadsen et al. Group 1 containing 47
embryos were frozen to —80°C and 78 foetuses
of group II up to —100°C before being placed in
liguid nitrogen. The storage time in liguid nitrogen
lasted from several days to six months. Thawing
time averaged 12—14°C/min. After thawing 70.2%
of the embryos were in group I normal morpholo-
gically and in group II 82.2%. Thawed foetuses were
transferred surgically either by laparotomy or flank-
-section, wor non-surgically. Twenty four embryos
transplanied by laparotomy into 12 recipients re-
sulted in 6 pregnancies, of 29 foetuses transplanted
by surgical in flank into 21 recipients led to 4 preg-
nancies, and out of 26 embryos introduced to 17
recipients resulted in 3 pregnancies. The results
obtained indicate that Ilaparotomy is an effective
method for transplanting frozen embryos. It appea-
res to give a 50% succes rate.

PRAKTYKA LABORATORYJNA

JADWIGA PISKORSKA-PLISZCZYNSKA, MARIA ZUK

Trudnosci analityczne zwigzane z chemicznym
oznaczaniem aflatoksyn w paszach

Z Zakladu Farrakologii 1 Toksykologil Instytutu Weterynarii w Putawach

Aflatoksyny zaliczane sg obecnie nie tylko
do zwiazkéw szczegblnie toksycznych, ale réw-
niez do grupy najsilniejszych karcynogendéw.
Od kiedy dowiedziono, ze moga one przenikaé
z paszy do tkanek zwierzat i mleka, wykrywa-
nie i oznaczanie ilosciowe aflatoksyn i innych
mikotoksyn w paszy dla zwierzat stalo sie po-
dobnie wazne dla toksykologii, jak i higieny
zywnosci. Wielu autoréw zwraca uwage na
trudnosci analityczne i mozliwosé popelniania
bledéw przy oznaczaniu aflatoksyn w paszach,
a zwlaszecza w mieszankach paszowych, na
skutek wystepowania niekiedy tzw. zwigzkdéw
interferujacych, ktére w przebiegu analizy mo-
ga zachowywaé sie podobnie jak aflatoksyny.

Ashworth i wsp. (1) stwierdzali w nasionach
bawelny obecnodé niebiesko fluoryzujacych
substancji o takich samych warto$ciach R; jak
aflatoksyny B, ktére znikaly pod wplywem
Swiatla UV juz po uplywie 1 godz. i nie dawa-
1y reakeji charakterystycznych dla aflatoksyn.
Stefaniakowa (18) zwroécita uwage, ze pow-
szechnie stosowany antyoksydant etoksychina
(Ethoxyquin, Kurasane, Santoquin) daje na
chromatogramach cienkowarstwowych (TLC)
plamy interferujace z aflatoksynami. Po do-
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kladniejszych badaniach okazalo sie, ze fluory-
zujace zwigzki nie byly etoksyching a towarzy-
szacymi jej w probkach handlowych zanie-
czyszezeniami. Podezas badania probek pszeni-
cy na zawartosé aflatoksyn Shotwell i wsp. (14)
stwierdzili obecno$é szeregu fluoryzujacych
substancji zachowujacych sie na plytkach TLC
jak aflatoksyny Bi i Gi Interferujacych zwigz-
kéw nie udalo sie usungé przez wytracanie oc-
tanem olowiu, stosowanie chromatografii po-
dzialowej czy chromatografii na zelach krze-
mionkowych. Dopiero tworzenie pochodnych z
kwasem trojfluorococtowym oraz mrowkowym i
octowym w obecnoéei chlorku tionylu pozwolilo
ustalié, ze zwigzki te nie byly aflatoksynami.
Po dokladniejszych badaniach stwierdzono, ze
interferujace sybstancje wystepowaly w tupi-
nach ziarna.

Seitz i wsp. (18) wykazali w ziarnie sorga o-
becnodé fluoryzujgcych metabolitow pleéni z
rodzaju Alternaria (alternariol i etylowy eter
alternariolu), ktére mogg réwniez powodowad
bledy przy oznaczaniu aflatoksyn. Podobnie
Rambo i wsp. (12) cobserwowall wystepowanie
fluoryzujacych substanciji w ekstraktach ziarna
kukurydzy zaszczepionego Aspergillus flavus i



