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zakresie inspirowania, rozwijania i upowszech-
niania prac naukowo-badaweczych, wniosta
trwate wartosci do polskiej medycyny wete-
rynaryjnej i tym samym dobrze zastuzyla sie
dla polskiej nauki i zawodu weterynary jnego.
Uchwala jest rownoczeénie pochwala czynu dla
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tych, kidrzy uczestniczyli w powstaniu Sekeiji,
wchodzili w sklad jej kierowmictwa i wszyst-
kich, ktorzy aktywnie przyczynili sie do jej
rozwoju”.
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Metody oceny zarodkéw ssakéw
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7 zastosowaniem metody przenoszenia zarod-
kow u ssakéw wigze sie wiele oczekiwan.
Przede wszystkim metoda ta stwarza szanse
zwiegkszenia liczby potomstwa od samic o naj-
wyzsze] wartosci hodowlanej. Cato$é postepo-
wania rozpoczyna sie od pobrania mozliwie du-
zej liczdby zarodkéw i oceny ich przydatnosci
do przenoszenia i dalszego rozwoju.

Ogoélna charakterystyka zarodkéw ssakéw

Pobranie zwigkszonej liezby zarodkéw umoz-
liwia superowulacja, wywolywana odpowied-
nimi dawkami hormonéw. W przypadku jalé-
wek lub kréw, ktérym podawano gonadotropi-
ny, owulacja rozpoczyna sie po uplywie okolo
24 godzim, liczac od poczatku rui.

Pierwszy podzial bruzdkowania rozpoczyna
si¢ w 48 godzinie po zaplodnieniu komérki ja-
jowej (ryc. 1B). Bruzdkowanie u ssakow jest
rownomierne lub prawie réwnomierne, a for-
mowanie si¢ wrzecion podzialowych mie jest
zsynchoronizowane (13). W wyniku bruzdkowa-
nia asynchronicznego zarodek zlozony jest z
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parzystej lub nieparzystej liczby blastomerdow:
2, 3, 5, 6... W okoto 78 godzinie rozwoju zaro-
dek osigga stadium 8 blastomeréw (ryc. 1D).
Biastomery w tym stadium sa dobrze widoczne
w mikroskopie $wietlnym i dosé luzno rozmie-
szezone pod ostong przejrzysta. Po tym okresie
zarodek podlega glebokim przeobrazeniom.

Blastomery skupiajg sie, nawigzuja $cislejsze
kontakty i segreguja sie w dwa zespoly: zew-
netrany i wewnetrzny. Zespdl zewnetrzny zlo-
zony jest z liczniejszych biastomerdw i o mniej-
szych rozmiarach niz zesp6l blastomeréow wew-
netrznych. W 6 dniu rozwoju zarodek osigga
stadium moruli, zbudowany jest wtedy z oko-
to 32 blastomerdw. Zesp6l blastomerow wew-
ngtrznych jest nieliczny, zlozony z 3—5 ko-
morek (6).

W kolejnych etapach blastomery dzielg sie
dalej, ale mniej intensywnie niz poprzednio i
wydzielajg plyn gromadzacy sie w przestrzeni
pomiedzy zespolami blastomeréw. Ciénienie
gromadzgcego sie plynu powoduje ukladanie
sig¢ blastomeréw zespolu zewnetrznego ma ob-
wodzie Zzarodka, a zesp6! blastomeréw wew-

.D.

Ryc. 1. Schematy kolejnych stadiow wczesnego rozwoju zarodka krowy

Objasnienia: A — zaplodniona komérka jajowa; B — stadium 2 blastomeréw, ok. 48 godz. rozwoju; C — sta-
dium 6 blastom_er()w, oK. 72 godz. rozwoju; D — stadiums blastomeréw, ok, 78 godz. rozgwoju; E — wezesna bla-
stocyta, 6—7 dzien rozwoju; F — blastocysta, 7—8 dzienrozwoju; G — pozna blastoeysta, 8 dziefi rozwoju, H —

uwalnianie sig¢ zarodka z ostony przejrzyste]j,

9 dzien rozwoju; ¢ — ciatko kierunkowe; e — embrioblast; § — jama

blastocysty; k — komorka jgjowa; 0 — oslona przejrzysta; p — plemnik; t — trofoblast, 2 — przestrzeri okolozéitkowa.
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netrznych zostaje zepchniety na jeden z jego
biegundw (ryc. 1E). W wyniku tych procesow,
w T—=8 dniu rozwoju zarodek osigga stadium
hlastoeysty (ryc. 1F). Zesp6l blastomeréw two-
rzacych $ciane blastocysty okresla sig jako tro-
foblast, zespd! komérek wewnetrznych jako
wezel zarodkowy albo embrioblast. Po uplywie
okolo 8—9 dni zarodek uwalnia sie od oslony
przejrzystej (rye. 1H). Od poczatku bruzdkowa-
nia, az do osiggniecia stadium blastocysty, za-
rodek zachowuje ksztalt kulisty, po tym okre-
sie wydiuza sie i przyjmuje zarys nieregular-
nie owalny (8, 19). Lokalizacje zarodka w ukla-
dzie rozrodezym krowy, w okreslonym stadium
rozwojowym, ilustruje ryc. 1. Srednica zarod-
ka, od studium 2-blastomerowego, do stadium
blastocysty wynosi 0,14 do 0,17 mm, w stadium
blastocysty — 0,18 do 0,20 mm. W okresie
uwalniania sie zarodka z oslony przejrzystej
dluzsza jego o$ mierzy 0,20 do 0,80 mm.

W przypadku bydia domowego, do zabiegbw
przenoszenia majbardziej przydatne sa zarodki
w wieku 7—8 dni, to jest w stadium moruli
lub blastocysty, o ksztalcie kulistym (1, 23), ale
pobiera sig takze zaptodnione komorki jajowe
lub zarodki w okresie hruzdkowania.

Ocena morfologiczna

Ocene przeprowadza sie pod mikroskopem
Swietlnym stereoskopowym, przy uzyciu po-
wiekszen 50 do 100X. Zarodek umieszcza sig

w naczyniu szklanym i zanurza w niewielkiej-

objetoéei plynu PBS, uzupelmionym albuming
z surowicy bydlecej, glukoza, penicyling i pi-
rogronianem sodu, o pH 7,2. Wszystkie czyn-
noéci zwigzane z oceng przeprowadza sig w ste-
rylnej komorze, w temperaturze 37 C.

Odroéznienie zaplodnionej komorki jajowej od
nie zaptodnionej, przed podzialami bruzdkowa-
nia, jest stosunkowo proste. Zaplodniong ko-
moérke jajowa charakieryzuje wystgpowanie
drugiego ciatka kierunkowego w przestrzeni
okotozoltkowej i obecno$é plemnikdw w osto-
nie przejrzystej (ryc. 1A). Nie zaplodniong
komérke jajowa cechuje brak wymienionych
elementow, a précz tego, obkurczanie sie cyto-
plazmy i nieprawidtowe rozmieszczenie mate-
rialow zapasowych w cytoplazmie. Degeneru-
jace komoérki jajowe cechujg zwlaszeza skupie-
nia barwnego materiatu cytoplazmy.

Ocenianie przydatnosci zarodkoéw juz bruzd-
kujacych do przeniesien jest trudniejsze, wy-
maga bardziej zlozonego postepowania i duzej
prakiyki. Szczeg6lng trudno$é sprawia odroz-
nienie zarodkoéw prawidlowo bruzdkujacych od
degenerujgcych (7, 21). W tym przypadku, w
roznych laboratoriach, stosowane sg rézne ska-
le ocen (9, 10, 11, 19). W Zaktadzie Fizjologii
Rozrodu i Sztucznego Unasieniania Zwierzat
Instytutu Zootechniki w Balicach stosowana
jest trzystopniowa skala oceny. Zarodki bydla,
przezmaczone do przeniesien, klasyfikuje sie do
trzech grup (9, 23).
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Pierwszy krok, to odroznienie zarodkéw roz-
wijajacych sig prawidlowo od rozwijajgcych sig
nieprawidtowo. Do normalnie rozwijajacych sig
zarodkow zalicza sie te, ktére znajduja sie w
stadium rozwojowym zgodnym z okresem cza-
su, ktory uplynagl od owulacji, o budowie sy-
metrycznej, charakteryzujace sie prawidiowym
turgorem blastomerdw, intensywnym i prawie
réwnomiernym zabarwieniem cytoplazmy. W
trzystopniowej skali ocen, najwyzsza uzysku-
jg zarodki uznane za prawidiowe, o blastome-
rach regularnych i prawie rownej wielkosei.
Nizsza oceng obejmuje sie zarodki, ktore maja
blastomery mnierownej wielkosci, uszkodzone
blony komoérkowe i stabo wyksztatcony mate-
rial barwny cytoplazmy. Za catkowicie odbie-
gajgce od normy uznaje sig te zarodki, ktore
sa w stadium rozwocjowym opoZnionym w od-
niesieniu do owulacji i wykazuja nienormal-
nosci w morfologii. Analiza przeprowadzonych
dotychczas przeniesien wykazala istotnag zalez-
noé¢ pomiedzy oceng a uzyskanymi wynikami
przendiesien. Najlepsze wyniki uzyskano po prze-
niesieniu tych zarodéw, ktére oceniono mnaj-
wyzej wedtug omodwionej trzystopniowej skali
ocen. Nalezy jednak podkresli¢, ze jednoznacz-
na ocena zarcdkow bruzdkujgcych jest trudna.
W niektdoryeh przypadkach zarodki ocenione ja-
ko nienormalne, po przeniesieniu mogly sig
rozwija¢ w normalnie uksztaltowane organiz-
my. Z badan wynika, ze zarodki ocenione jako
nienormalne sg zdolne do prawidlowego rozwo-
ju w proporcji 1:6 (20).

Omowiona dotychezas metoda oceny jest me-
todg podstawows, opartg o cechy morfologicz-
ne, ktore czesto uzupelnia sie jeszcze innymi
sposobami klasyfikowania zarodkow.

Hodowla zarodkéow in vitro

Mozliwo$e oceny szczegdlnie poszerza hodow-
la zarodkéw in vitro. Hodowla in vitro stano-
wi sprawdzian zdolnosci rozwojowych zarodka,
daje mozliwos¢ $ledzenia [procesdéw TOZWOjo-
wych, a wiec uzupelnia morfologiczng oceneg
zarodkow.

Hodowla zarodkéw bydlecych i owczych in
vitro zostala opamowana w 1972 r. Pierwszy
zastosowal jg Tervit (21). Postuzyt sie synte-
tycznym $Srodowiskiem plynnym, o skiadzie
zblizonym do plynéw wystepujacych w jajo-
wodach owcy (SOF — Symthetic Oviduct
Fluid), ktéry nasycal 5% CO, lub mieszaning
o skladzie: 90% H,, 5% CO,, 5% O,. Srodowisko
wysycone podang mieszaning gazdéw okazato sie
dla zarodk6éw korzystniejsze. Uzyskano rozwoéj
zarodkow od zaplodnienia do stadium moruli,
a takze rozwoéj od stadium 8 blastomerdéw do
poznej moruli lub blastocysty. W wyniku prze-
niesienia 4 zarodkéw, hodowanych in vitro w
$rodowisku z mieszaning gazéw, uzyskano 4
prawidiowe cigze (21).
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W kolejnych latach ulepszono metody ho-
dowli zarodkéw in vitro. Renard i wsp. (13, 14,
15) pobierali zarodki w 6 lub 7 dniu rozwoju,
hodowli in vitro 2 do 4 dni w plynie Brinstera
lub Menezo i uzyskali po ich przeniesieniu roz-
wéj ciazy. Dobrym Srodowiskiem dla hodowli
zarodkow in vitro okazal sie plyn Dulbecco,
uzupelniony 20% dodatkiem surowicy plodow
cielecych. Trounson ze wspotpracownikami (22)
hodujac w tym plymnie zarodki bydlece, uzupet-
nionym przez dodanie surowicy plodow ciele-
cych, z zarodkow 6-dniowych hodowanych
przez dwa dni uzyskal 78% mnormalnie rozwi-
nietych poznych morul, ktére po przeniesieniu
daty w 50% rozwoj ciazy. 3

Hodowla zarodkéw w jajowodach

Précz hodowli in vitro stosuje sie hodowle
zarodkow bydlecych w podwigzanych jajowo-
dach krolika. Ta hodowla stwarza warunki bar-
dziej zblizone do naturalnych. Metode te, opra-
cowang przez Lawsona i wsp. (8), szczegolmie
potwierdzity badania Bolanda ze wsp. (2) oraz
Crosbyego i wsp. (4). Crosby i wsp. hodowali
zarodki bydlece w jajowodach kroélika od sta-
dium jednokomorkowego przez 3 dni lub 4,
nastepnie przenosili zarodki do hodowli in vi-
tro. Takie zabiegi nie hamowaly rozwoju, a
zarodki przeniesione z hodowli in vitro do ma-
rzgdow rodnych krow implantowaly sie i roz-
wijaly normalnie (5, 8). Tak wiec ta ostatmia
metoda moze stuzy¢ zaréwno do oceny, jak i do
krotkotrwatego przechowywania zarodkow.

Testy fluorescencyjne

Oceny morfologiczne mozna uzupetniaé dzia-
tajage na zarodki zwigzkami chemicznymi wy-
wolujagcymi fluorescencje. Stosuje sie gldéwnie
3,6~dwuacetofluoresceine (FDA) lub 4,6-dwu-
amido-2—fenyloidol (DAPI). FDA nabywa wias-
ciwosci fluorescencyjnych w wyniku hydrolizy
zachodzgcej w komorce, przy udziale esteraz,
a wiec fluorescencja tego zwigzku jest specy-
ficzna tylko dla zywych komoérek. Z pomoca
tego zwigzdku odroznia sie komoérki jajowe Zy-
we od martwych lub degenerujgcych u myszy
{12), krolikow (17) i bydta (3, 15, 16, 18). Wy-
kazano duza zgodnos¢ pomiedzy pozytywng
reakcja wywolujgcg fluorescencje u zarodkow
i ich zdolnoscia do rozwoju in vitro (18).

DAPI jest zwigzkiem wykazujgcym powino-
wactwo do kwasu dezoksyrybonukleinowego
(DNA). Wiaze sie ze strukturami komorkowy-
mi, ktore zawierajag DNA, a wiec z chromaty-
ng jadra komérkowego i matriks mitochond-
riow. Zwigzek ten umozliwia selektywne od-
roznienie komoérek martwych od zywych, gdyz
wlasciwosci fluorescencyjnych nabywa w pola-
czeniu z marbwymi strukturami komorkowymi
zawierajacymi DNA. DAPI byt juz stosowany
do oceny zarodkow bydlecych (17, 18).

Oba oméwione zwigzki nie majg szkodliwego
wplywu ma zarodki, co potwierdzaja hodowle
in vitro prowadzone po dokonaniu oceny.

Jak widzimy, metody oceny zarodkow ssa-
kow mogg byt stosowane jako proste lub zto-
zone. Badania ida w kierunku opracowania
metody mozliwie mnajprostszej, ktora maksy-
malnie ogramiczalaby mamipulacje z zarodkami,
gdyz tylko najkrotsze przebywanie poza Sro-
dowiskiem naturalnym zwigksza procent pra-
widtowo rozwijajgcych sie zarodkdéw po prze-
niesieniu od dawcy do biorey.
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TAOUDI A.. KIRCHHOFF H.: Izolacja Mycoplasma
capricolum od kréow z zapaleniem gruczolu mlekowego.
(Isolation of Mycoplasma capricolum from cows with
mastitis). Vet. Rec. 119, 247, 1986 (10).

Z wydzielin gruczolu mlekowego dwoéch krow
z klinicznymi objawami zapalenia wyosobniono dwa
szczepy Mycoplasma, Wyizolowane szczepy byly wraz-
liwe na digitonine, na siarczan poliantelu, fermento-
waly glukoze w ciggu 24 godzin, hydrolizowaly argini-
ne po 9 dobach inkubacji i redukowaly intensywnie
chlorek tetrazolu. W oparciu o powyzsze wilasSciwosci
oraz brak zdolnosci do wytwarzania fosfatazy
i ,spost” wyosobnione szczepy zidentyfikowano jako
Mycoplasma capricolum.
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