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Tischner M., Piestrak T., Zachara A,, Roborzyliski M,
- Artificial insernination of sheep with the §cinen
obtained by electloejaculation methoćl.

Among 53 Polish rams destined for mating with
2200 el,ves inported from Bulgaria, 41 did not reveal
any sexual desire. Tlreir lrealthy state and reproclucti-

ve organs were nol,mal. \Mith the semen obtairred by
an electroejaculation nretlrod 13B0 elves wele artifi-
ciłllv inseminatecl. After tlre filst irrsemination, oes-
trus did not appear itr 650/o of females. Generally 960
1:rmbs from 902 artificilłlly inseminatecl erves wefe
obtłrinecl.

ZDZISŁAW SMORĄG, STEFAN WIERZBOWSKI, ED\,VARD WIERZCHOŚ,
LUCYNA KĄTSKA, BARBARA GAJDA

Konserwocjo zorodków bydlęcyh w temperoturze
cieklego ozotu or*z wyniki tronsplontocji

z zakład:I Fizjologii Ęozrodu i szt|_cznego Unasienial,],ia Zwielząt Instyttltu Zootechni]<i.
w Balicach li. lirakou,a

W laitach ?O-tych obserwuje się duże zairrte-
resovr'anie transplantacją zarodków jako me-
todą rozrodu w hodowli bydła. Jakkolwiek
cele. jakie można osiągnąć poptzez zastosoiwa-
nie transplan;tacji mogą być różne, to wydaje
się. że ich realizacia zależy przede wszystkim
od efektywności i mozliwości praktycznych
pr,owadzenia tej meiody. Jednym z głównvch
pro;blemów, jail<i porn inien bvć nozwiązany, aby
metoda transplantacji spełniała rvvmienione
warunki, jest opracowanie metody dł,ugotrw-a-
łej konserwacji zarodków. W rvarunkach la-
boratorvinych bowiem zalodki bydlęce zacho-
wuią zd,olnośoi zvciowe jedy,nie przez kilka go-
dzin, a możliwość ich konserwacji w środowi-
sku płynnym, wynosząca około 1-2 dni (4, B,
9), nie rozwiązuje problernów organizacyjnycll
transplantacji.

Warł,rnkiem udanej transplantacji, jak wia-
do,mo, iest ścisła synchr,onizacja biorczyrr i claw-
cz-lń. Z drugiei strony wyniki superowulacji
u bvdła są bardzo różne, co w praktyce s,twa-
rza duży problem orgałrizacyjny przy przygo-
tołvanj,lr właściwej liczby biorczyń, Wszystkie
te trudności rozwiązuje konserwacja zarodków
przez zamrażanie w c,iekłym azocie, zez:wala-
iąee na ich wykorzvstanie w dowolnym miej-
scu i czasie, w zależności od pottzeb.

Pierwsze cielę po transplantacji mrożonych
zarodkórv bydlęcych uzyskano w 1973 T, w
Cambridge (19). Kolejne porody krów po tran-
splantacii mr,ożonych zarodków miały miejsce
!Ę, następnvch latach również ,w Cambridge
(16. 17, 18) i w A,ustralii (1, 3), a ostatni,o w
Danii (2) i Kanadzie (5).

Prace nacl zamrażaniem zaroclków zwiłząt
gospodarskich, owiec i krów, nozpoczęli au-
torzy w 1975 r. W efekcie tych prac uzyskano
na począ,tkłr 7977 r. (7) pierwsze jagrrięta. Rów-
nolegle prowadzono badania nad zarnrażaniem
zarodków bydłęcy,ch, w wyniku których uzy-
skano na początku bieżącego roku piervrsze
cielęta po transplantacji mrożonych zarodków.

Mateliał i rnetod.,,,

A. Przygoto-1ł,j,łvanie zr.vierząt i uzyskir,;anie zarod-
kó.r,. Davrczyniami za.ro,dków były jałórvki rac ncb,
cp i krzyżórl.,ki tych ,ą5 .,y 1r7iekrr od 18 do 24 mie-
,sięcy. Jałów,ki przygo,tovlv\\/ano do superołvulacj,i wg
mciod"v opisanej przez Wierzchosia i rvsp. (12). Wy-
płul<irriarlie zarcdkóiv 1lrzeproł;adzano operacy,jnic (13)
rv ? rlni,.t ocl rvysrtąilierria objarl ó,v lu,i (rlzieri rui ,:

c]zieli 0). ZaroCki uzyskatre lv tym czasie znajdoitł,ały
sie. rv ,",i,adiulrr rozwoju oC tlóźnej mcruli do ekspalr-
dujllcej blastoc"v"Iy, Do pł,-rl<ania uż;łrrlano uzllpełnio-
ne$o p}lrnq Dulbecco (10) o terrrp, 35-3?oC. Od nro-
rnerł"u poblan!a zarodkó.lv do rozpoczęcia mrożenia
upły,ulały ok. 2 podziny. Bl,ł to czas polrzebny na
1,,,,vszukail,'e zarod;kólv, ich ocenę i pozos'lałe cz1,1r-
r..c(li zri,iązarLe z pfzllotorT alriem do mrożenia.

T] Zt",roraża,nie i rozmrażanie zarodkórv. Po prze-
p;:or,ł,ad,z.eniu oceny n:olfoloeicznej uzyskatre zerrodki.
oeetliane iako mo,rfolclgicznic norma tle, c]ziclono rv
zależno,ści od stadliurn rozwo,ju i zamrażatlo tłz od-
dzieinych proibórr,kach. Metody zamrażania i rozmra-
żania zarodkó,w były zbliżolre do podanyclr wcześniej
1r.l proc} dotyczacej zarnrażania zarodkćlrv ołvczych (7).

Różnica doiyczyła szybkości schładzania zarod]<óvr od
,tenrperatury pokojowe.i do ternp, -6oC, które nas,tę-
porvało .l, ternpie ok. 1,5oC"'min. Bezpośrednio po osią-
gp ięciu w prółrkaeh tempera,tury -6oC dokonywano
posiervania krylształków 1odLr (6), Mrożenie przepro-
,,vadzalro ze stałą szybkoś,cią 0.27oC/mi,rr. d.o teimp.

-80 lub *100oC. Po os,irlenięciu rvyn-rie,ilionych teirr-
peratur p,roilrówl<i z zarodkami plzenoszono clo ciek-
łeqo azotu, gdzie były przechowy,łane przez okres
od ]<il]<unastu dni do pół roku.

Ro:.,mraża|lie rv;nkonyrvano ze średnią szybkością
ok. lZ-74oClmin. Po o,siąqirrięciu przez próbki tem-
poratuł,y od -B do -6oC plzenoszono je do łaźni
w-odnej o temp. +25oC na 5 minut, a następnie do-
konyłvano o,ceny morfologicznej zarodków i przepro-
rł,adzano je przez malejące stężenia DMSO w płynie
Dulbecco (14).

Transplan,tacja za,rodków następo-wała rł, ciągu 1

t]odziny od mo,merntu rozmrożenia.

C. Transpla,ntacja. Zalodki transplanto-wano jałów-
kom lub klowom znajdującym się w naturalnym lub
zsynchronizowanym cykltr płciowym w dniu odpo-
r,viadającym wiekowi transplantowanego zarodka,
Wprow,adzanie zarodków odbyrvało się albo metodą
clrirurgiczną przez rvykonatlie laparotomii \,v litrii
białej. bądź też ptzez cięcie z boku zrł,ierzęcia, albo
metodą niechirurgiczną (11).
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WyniJ<i i onrórvienie
Ogóierrr <_ldzyskairo po rozn"}i,ożenir.r 125 za-

rodkórv zanuużanyclr dcl tc,rrrpelatuly -80 iub'

-100oC 
przed przełożenietn do ciekłc.go azotu

(tab. 1 i 2).

rrłr w iinii białej pozwala na ocenę jakości nrc*
tody nrrożenia zarodkórv, Uzy-skang 1r,yrriki w
1rostaci żyrvo ui,odzon)rgh cielilt (ryc. 1) tllaz
ciclrrych bicrczyń wskazuji1 na trrożliwość
uzyskania c,fektyrł,ności transplantacii w gIa-
nicach 50gó (tab. 3). Jakkolwiek niijwiększą

Tab. 1. S[urr lnollolcrgiczlrr, zarodkórv bydlęc"_vclr zamrażatlyclr do ł.cnrp. ,-titJ''C i;rzecl przclożeilielrr
<lo cielrłego azoiu

Slarr trrordolog;cztly zarocllrórv po roztnlożeniu: i%
Liczłra zalodkórv

odzyskanyclr
po rozmrożeniu

rozrvoju
zarodków Ilrormalne z pqkrriętą| częściorłollornla]ne 

I ostonką p',ró;i,ryrią'i uszkoc]zonc

Stadiunr
trrrożonyclr

późrra lrrorula i
sna blastoc

\\,cZc -
Ia

(O3,7Yo) 
|

t0 (30,3|]1o)

zqściorłro uszkodzonc
z pękniętą osłonką

przejrzystą

l (3,0%)

Blastocysta
Razenr

Na 47 fozm]:ożonych zarodkólv, któl,e bl:ły
zanrażane do ternp, 

-BOOC, 
33 zalodki (70.2q6)

oc€niono jakcl norfologicznie llormalne, a Ll po-
zostałych stwierdzono uszkodzenia osłorrki
plzejrzystej, bądź niektór;.clr blastonrerórv
(tab. 1),

Na 78 zat,tldkórv zanrrażanyclr drl temp.

-100oC, 64 (B2,09o) oceniono jako molfologicz-
nie nr:rnralne, a u pozo§tałych obserwowano
podobne uszkodzenia, jak w grupie zarodków
mrożonvch do tenrp. -BO.C, przy czyrn uległ
zmniejszeniu odsetek zalodkóu, z uszkoclzoną
osłonką plzejrzystą (tab. .2). Ocena morfo]o-
giczna zaroclktirv po i,ozmrożciriu tłlykztzaJa po-
naclto. żc nie,zależlric ocl ltclticorvc.j tempcralu-
ry ich zanrrażania (-ti0 cz;v 

-100OC) 
1yyższy

odsctek zarodków nrolfologicznie tlcll,ilaiirvch
osiągano \\, plz;-padku zarodkó,uv rv sttrdium
ekspandującej blasttrcysty niż w grupie za-
roclków znaiduiąc)lch się w staclium roztvoiu
ocl późnei nroluli dcl ,uł,czcsnei blastocyst;l (tab.
1 i 2). N;riniższy odsete]< zarodkórv morfolo-
giczlric nornraln_l,clr -strł,icrdzono rv glupic za-
lodków w stadiun lnortr]i, jednakże ]iczeb-
ność tej grupy była nielvielka i tl,udno lv tc:j
sytuacji wnioskować o zanrrażalirości za-
roclków tego stadiulrr rozrvoju (tab, 2).

Na obecnym etapie opanowania nctod §pi,o-
lvadzania zaroclkóil, jedyrrie nretoclą chilurgicz-

Stadium rozrvoju
trirożolrycl-t zalodków

Liczba zarodkórv
odzyskarryclr

po rozmr-ożenilt

I 
nortualnc

Morula

liczbę ciein"vch kr,órv r_łzyskal]o po tt,ansplan-
tacji zalodków rv staditrnr od późnej nroruli
do rvczesnej blastycysty zamrażanych do temp.

-100oC, 
to dotychczasowy stan badań nie poz-

wala na wnioskowanie o skuteczności zamra-
żania zarodkórv rv innych stadjach rozwoju czy
też zamrażanych do temp. 

-BOOC 
(tab. 3). Nie-

nrniej jedrrak pozytyrvne wyniki uzyskane po
transplantacji ekspandując;lch blastocyst świacl-
czą o mozlrvości skutecztrego zamrażania za-
1,odkóiv w t;,m stadium rozlvoju.

}i;.c. 1. Pict,rł,s:łe cieltl LtLrlclzrl1,1c lv I)tllscc pcl (l,;rtls-
planiacj i tnrr.,lżc,n},eh zlll,,lcllrórv

I' QL, A 
" 

r llrCzati! lę j,

clo terrrp, -- 100!C przccl 1rrzełożetrietrr

Stan lnorfologicztl zarodkór,,,, roZn] LoZc]]lu:

Tab, 2. Stan tnorf<llogiczny zarrldkórv by,dlęc]l,clr zatnrażatryclr
do ciekłego azotu

i9h

z pękniętą
przejrzystą

cZqsct o\\,O
uszkodzonc

częścicl,"vo uszlłodzotle
z pqlrniętą oslotrkz1

przejrzystą

2 (3,5lt,)
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1-gIl, i]. Wlllri}li ll,;rnspllłrrtacji trli,oz-ttnl,elt z.lrlactrktj,,v ll1le-llęcycIt

i

I

l\Ietoda l
,ltrans- |

plantacji l

Stadittm
rozWoJtt

zaroclkórł

tenrperatur l
zatnrażarria
przed prze-
łożeniem do

cicklei1o az.otu

Licz-
ba

bior-
czyn

Wvr-riI<i

1

§
ż

12

późrru inorttIa ] ,tj0oe]

3

2I

Z boktr

mrlltt1l.t
późna morttla
\\,e Zes]li
blirst oc5,sta
ll1ast ocy stlr

Razerrr

,100oe
-- tiui-c

,- l 0() "c]
- 80!C

,- 10(]oc

ż

+

2

77

}łfektyrvność transplantacji nle|odą clrirur-
giczną lv linii bialej mrożOnycil zarodkólv ll5,-
ellęcych osiągnięta w pL,zedstalrrion,rlgh }:ada-
niire h kszti.ltuic siq, n]l prlzitlmic l,t]ZLl] iataJ§,
trzyskanyclr plzez Willirdsena i rvsp, (1ti) orłz
Lolm-Jonsena i Greve'a (2). Wyższa, e{ektylv-
ność transplantacji uzyska]i Willadsen i rvsp.
(15), iednakże zarnrażali oni jeCynie wyblane
zarodki zntrjdujące się rv stadium późnt,j lrrrl-
l,uli - łrrczesnej blastocvsty. Autorzy ci przy-
pisują zai,odkonr lv tym sraclillm lozw,ojr-r naj-
wyższźL podatlrość na zamł:ożenie. ZćLrnrozenie
zatodkó,w do temp. -100'C wydaje się krrrzy-
stniejsze \v polÓwnaniu z z:lłTlrorłL,niem do
temp. -BOoC, 

o czym śrviirdcz.vlyby i,ólvrriez
wyniki oceny morfologicznej.

Wydaje się, ze obecnic Llz,.r|skanćj wy",ni}<i po
transplantacj i mrtizon.vch zarelclkórv'bvcllęcyclr
umoż]iwiają juz sttlsowt]nie te.i metoejy w rea-
1izacji określonych celóTv i]raktycznvcłr np.
międzyrrai,odowej w}miłrnlr zarodliórł,. Szelsze
w,prowadzenie zamraża,nia ja]<o metocllr koir-
ser\[,ćlcji zaroćlktir,r, wymaga dalszego zrviększe-
nia jej efektywności. Nlając na Ltlt,ad.ze łatr,r,,ość
praktycznego zastosowania tej metody konser-
wacji, należałoby róu,rrież trprościć postęporva-
nie przy zallfazanill , a zwłaszcza przy toz-
mrazaniLl zarodkórv. Biorąc po.l uwagę, że
pmlityczne zastosowa,r]ie tłansplantacji jest
Llwąnunkowane niechil,r,łrgicenymi ru€todami
]i/prowadza_nia zarodkórv, optymalnym rozwią-
zaniem byłoby zarntażańe earodkółv rv słom-
kach, bez skomplikorvanych czvTrnośfi ]abora-
tollrinvch po ich loznrrożeniu.

WCZesna
blastocystlł
blastocysta

Razem

- i0OoC
- 80oc

-- 100oC

2
11
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IIo lrerogy Brtn;rapcerła rr coaBT. (1976 r) 3atryopax(u-
r:ałlr 125 sapoxr,uueił KpyilIlolo tr]oraroao cfioTa B cTa-
Artrf trrasr:rm]ln oT ilIop),jlr,r go ónacroĄllcTtl. flepnyro
rpynny sapopslurefi (4?) salłopaxufB€''1}r Ao T€M[epa-
rypr,r -80oC! s ,I{pJ,r}To (7B saplogsrurej.ł) -. Ao Teurfi.
::100DC, nepei{ noMerr1ellllell }lx a xrlrgr<rrii aoor:, Xpa-
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lleHT4e IJ Nir,lAlfonl a3oTe npo,qoJIN(ąjIOcb ,oT HecKoJ-IbKilx
4Heż 4o lilecr}l t\łccffIłee, Pasl,ropaxrrnalrT4e 3apoAbl-
l::eń npoBoArfJljł co cpeAHeż cKopocTbK) oT 72 go
14oC/mrrł.

ts lropSoncrlr.:ecrror1 oIłeHKe nocJle pa3rtlopax<rIBa-
Hr{.E ycTalloBvltrIu: B nepsoń lpyrifle 70,29b lłop@ołorłr-
qecxłI HopMaJILHbIx 3apoAL,Iu]eż, a no sropoń - B2,20k.

IIo c ne p asr,łop a)ł<]4B a Hr{fi 3 ap oA},rlrr,I{ Tp al,I crr JI aI;TMpo -
ĘaJ]rl, np]lllenjłJ{ xrlp}rpl]4lrecxr{e }[el,oAbl no 1elof,l łllt-
HlĄu ,tlr,I7 ,,c6oxy", a TaK}Ke llexl,Ipyplrqecrrllł l{eTG-
AoM,

a) Xrrpyprlruucxr.rń ueto,ri no 6enoń JIIĄIII,ILI- - Tpauc-
IrJlallTŁtrioBaIlr 24 :apo4r.ru:a 1 2 peqznl{enTiia},{, 1l0-
lyvaa 6 crensrłocteil i3 tenx;rł y:*e crenrł;rrcs),

6) Xrpyprłrse clir.tń łrero4,,c6ory"' - TpaHcriJIaH,r!Ąpc -
ganrl 29 sapoxuureli 21 peqmnnerrTre, noJ-]y9afi 4
cTe JIbIlocTJ4 (2 re",rr_łr yx<e,orcrrr,rłrcs).

rl) Hexl,rpypruąeerctąń NleToA - TpaTłcnJIaHr]4posalLu 26
3apoAlJllue}-l 1?-rr peqrnrleHTxa}I} Ilo.T]Jila.fi 3 cTerl},-
I1ocTJ4.

Ha 9ToNI 3Ta[e ocBoelir{E MeToAoB rpallc.nraHT&qJ4rl

I4crIoJIb3oBaHWw X',ryTłTr/rĘHc1<oIo MeToAa Eo 6efioŻ [1i,-
tlraJf, MoIyT 6lrrr npuneTbl 3a noKa3aT€JIr{ qeĘHocTrl
3alvlopa]KKĘaełTbIx 3apoArJTlTTeż, Yrrą3t"Iealc.r OI;II Ha

BosMox<HocTb AocTr{NleHr{fi s@Sexrnnrrocrm TpaIłc-
nJIaHTarłrll,I 3aMopoxleHHbIx 3apoAbllileIł E npeAenax
500/o.

Smorąg Z., Wie,rzbqwski S", łVierzchoś E., Kąiska L.,
Gajda B. - Conservation 0f cattle embryos in li-
quid nitrogen and results of embryotransfer.

One hundred and twenty tive cattle embryos, de-
ve1olped irom the morula to blas,tocyst stagą were
frozerr acc. to łVilladsen et aI. Group 1 co,ntaining 47
embryos were flozen to -80oC and ?B foetuses
of group II up to -100oC before being placed in
liquid nitr.ogen. The stora,ge tjme in liquid nitrogen
lasteC frolm several days to six mont}N.. Thawing
tirne averagecl 12*14oC/mirr, After thawing 70.20h
r,f the embr3,os were in gr,ornp I normal mo,rphotro-
gicalty and in grou.1; iI Bż.Zclo. Thawed foetuses wel,e
transferred su,r,gica]]}ż either by lapa,i:otomy or f]ank-
-section, or non-sLlrgićally. '|wenty four embryos
iransplanied by laparotomy into 12 recipients re-
sulted itr 6 pregnancie.s, o,f 29 fcetuses tra lanted
by surgical in fiank into 21 recipie:rts led to 4 pr,eg-
nancies, and oLlt of 26 embryos introduced io 17
recĘents resulted in 3 pregnancies. The re§ults
ołltained indioate that iaparotomy is an effective
method for translplanting tro,zen ernJ]iT/os. It appea-
res to give a 507c succes rąte.

kładniejszych badaniach okazało się, ze fluory-
zujące związki nie były etoksychiną a to\Narzy-
szącymi jej w próbkach handlo,,vych zanie-
czyszczeniami. Podczas badania próbek pszeni-
cy na załvartość aflatoksyn Shotwe}l i wsp. (14)
stwierdzili obecność szereglt fluoryzujących
substancji zachowujących się na płytkach TLC
jak aflatoksyny 81 i. Gr. Interferujących związ-
ków nie udało się usunąć przez l,\7ytrącanie oc-
tanem oło,wiu, stosorłanie chromatografii po-
działowej czy chromatografii na żelach krze-
mionkowych, Dopiero tł.lorzenie pochodnych z
krvasern trójfluorooctowym oraz mrówkowym i
octowym w obecności chlorku lionylu pozwoliło
ustblić, że związki te nie byiy aflatoksynami.
Po dokładniejszych bac].aniaclr stwierdzcno, ze
interferujące sybstancje występowały,,.łr łupi-
nach ziarna.

Seitz i \,vsp. (13) wy-kazali w ziarnie sorga o-
becność fluoryzr-rjących metaboiitów pleśni z
rodzaju Alternarźu (aiternariol i etylowy eter
alternariolu), które mogą równiez powodować
błędy przy ozr.aczafliu afla,toksyn. Podobnie
Rambo i wsp. (12) o}:serwowali występowanie
fluoryzujących substancji w ekstraktach ziarna
kukurydzy uaszczepionego Aspergillus Jlauus i
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Trudności onfilityezne zwiqzfrRe z chemieznyrn
oznfrcuGn!en,! of|otoksyn w po§zfich
z 'źakted:u Fern]akologii i Toksykolo8il Instytutu weierynarii v/ Puławach

Aflatoksyny zaliczane są obecnie nie tylko
do związków szczegóInie toksycznych, ale rów-
nież do grupy najsilniejszych karcynogenów.
Od kiedy dolviedziono, że mogą one przenikać
z paszy clo tkanek zllr.terząt i mleka, wykrywa-
nie i oznaczanie iiościowe aflatoksyn i innych
mikotoksyn w paszy dla zwierząt stało się po*
dobnie \^,azne dla toksykologii, jak i higieny
żyrnności. Wielu autorów zwtaca uw-agę lra
trudności arr.alityczne i rnozliwość popełniania
błędów ptzy oznaczaniu aflatoksyn w paszach,
a zwlaszcza w mieszankach paszo,\ł/ych, na
sku_tek rvystępowania niekiedy tz:w. zvńązków
interferujących, które w przebiegui analizy mo-
gą zachowywać się podobnie jak aflatoksyny.

Ashworth i wsp. (1) stwierdzali w nasionach
bawełny obecność niebiesko fluoryzujących
substancji o takich samych wartościach Ę jak
aflatoksyny B, które znikały pod wpływem
światła UV już po upływie 1 godz. i nie dawa-
ły realicji charakterystycznych dla aflatoksyn.
Stefaniakowa (18) zwróciła uwagę, że pow-
szechnie stosowany antyoksydant etoksychina
(Ethoxyquin, I(urasane, Santoquin) daje na
chromatogratnach cienkorvarstwowych (TI!C)
plamy interferujące z aflatoksynami. Po do-

302


