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3. Odpowiednie ulozenie glowy w stosunku do tu-
lowia u znieczulonego zwierzecia zapobiega aspiracjl
§liny do drog oddechowych.

Pismiennictwo

1. Charczuk E.: Anest. Inten. Ter. 15, 25, 1983.

2. Edjtehadi M., Howard B. R.: Can. J. comp. Med. 42, 364, 1978,

3. Erhardt W., Kostlin R.: J. Ass. Vet, Anaesih. Gr. Brit. Ireland
nr 12, 195, 1984.

4. Hossain A. D. M., Camburn A, M.:
Brit. Ireland nr 12, 107, 1984.

J. Ass. Vet. Anaesth. Gr.

419

5. Hossain A. D. M., Cottrell D, F. Camburn M. A., Campbell
J. R.: Vet. Res. Communic. 12, 227, 1988.

6. Hossain A. D. M., Cottrell D, F., Camburn M. A, Campbell
J. R.; Vet. Res. Communic. 12, 417, 1988.

7. Komar E.: Anestezjologia weterynaryjna. Wyd. AR w Lubli-
nie. Wyd. IV, 1989.

3. Komar E., Balicki 1., Mouallem H.: Medycyna Wet. (w druku).

9. Kupper W.: Schmerzausschaltung in der experimentellen Chi-
rurgie bei Hund, Katze, Schwein, Schaf. Verlag Paul Parey.
Berlin und Hamburg, 1984. -

10. Ratajezak K.: Medycyna Wet, 40. 140, 1984,

11. Trim C. M.: Calif. Vet. 35, 28, 1981.

i2, Watney G. C. G.: Res. vet. Sci. 40, 166, 19886.

Adres autora: prof. dr habil. Edward Komar, Al. PKWN 30a,
20-612 Lublin

ANDRZEJ GUSZKIEWICZ, MARIA CZLONKOWSKA

Zastosowanie mikrochirurgii w manipulacji oocytami i zarodkami ssakow

Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzebcu 05-551 Mrokow

Poezatki mikromanipulacji zarodkami siegaja ubiegle-
go wieku, kiedy to zaczeto interesowat sig¢ wezesnym
rozwojem embrionalnym zwierzat. Obiektem badan byty
poczatkowo oocyty lub wezesne stadia rozwojowe
plazéw i morskich jezowcow. Wigzalo sig to z latwoscia
pozyskania i wielko$cig zarodkéow tych zwierzat. Prze-
niesienie podobnych badan na ssaki napotykalo na trud-
noéci natury technicznej, spowodowane brakiem specja-
listyeznego sprzetu oraz nieznajomoscig potrzeb $rodo-
wiskowych wyizolowanego zarodka.

Pierwsze udane proby mikromanipulacji na zarod-
kach szczura wykonali Nicholas i Hall (25) oraz Seidel
(31) na zarodkach krolika. Pozniejsze badania (22, 30,
39, 40) dowiodly mozliwosci wykonywania zabiegow
mikrochirurgicznych na zarodkach ssakow bez wigksze-
go wplywu na ich poézniejszy rozwoj. Obecnie shserwuje
sie powszechne stosowanie metod mikrochirurgii w po-
zyskiwaniu monozygotycznych bliznigt u wielu gatun-
kéw zwierzat: bydia (17, 27, 28, 44), owiec (7, 8, 20,
35, 46), koni (1), koz (42), myszy (15, 23, 43) i krolikow
(24, 26)

Rozwdj technik mikrochirurgicznych umozliwiajacych
otrzymywanie monozygotycznych blizniat, sklonil do
poszukiwania metod zwiekszenia liczebnosci genetycz-
nie identycznych osobnikéw poprzez klonowanie. Jest
to typ rozmnazania wegetatywnego, w wyniku czego
organizm potomny jest identyczny z organizmem Wwyj-
sciowym i zaleznie od punktu widzenia oba moga by¢
uwazane za rodzica i potomstwo lub za bliZniacze ro-
dzenstwo. Ten typ rozmnazania obserwuje sig u roslin,
mikroorganizméw i zwierzat nizszych, natomiast u kre-
goweow nie wystepuje. Wyjatek stanowig naturalne
bliznieta jednojajowe lub poliembrionia u niektorych
pancernikow, u ktorych z jednego zarodka moze roz-
winaé sie 4, 8, a nawet wigcej identycznych wieloracz-
kéw. Seidel (32) uwaza jednak, ze w odniesieniu do ta-
kich przypadkéow termin ,klon” nie jest calkiem wilas-
ciwy.

Najprostrzg metoda klonowania jest mikrochirurgicz-
ny podzial zarodkoéw i przeniesienie ich cze$ei do od-
powiedniego $rodowiska in vitro lub in vivo w celu ich
dalszego rozwoju (ryc 1). Inng metods jest otrzymywa-
nie osobnikoéw identycznych przez iniekeje jader to-
tipotentnych komérek embrioblastu do jednokomorko-
wych zarodkéw. Metode te stosowali z powaodzeniem
Briggs i King (6) na zarodkach zaby. Natomiast Illmen-
see i Hoppe (14) w wyniku iniekcj jader embrioblastu

do cytoplazmy enukleowanej zygoty otrzymali klon

ideniyeznych myszy. Byl to jedyny pomysiny ekspe-
ryment na zarockach ssaka i do tej pory nie powtdrzo-
ny nawet przez samych autoréw. Przy wykorzystaniu
tej metady mozliwe byloby hodowanie iniekowanej zy-
goty do stadium blastocysty 1 po pobraniu z niej jader
embrioblastu fuzowaé je z enukleowanymi oocytami
lub zygotami. W ten sposéb proces ten mozna by po-
wielaé w nieskofczonosé, a cze$é zarodkow przechowy-
waé w stanie zamrozenia jako material genetyczny do
pozniejszego wykorzystania.

W przyszioéci tworzenie genetycznych kopii cennych
osobnikéw mialoby duze znaczenie ekonomiczne w ho-
dowli zwierzat. Cala trudnosé polega jednak na tym,
7ze do oocytu nalezaloby wprowadzi¢ jadro komorki so-
matycznej znanego juz osobnika dorostego. Tymczasem
komérki somatyczne nie =3 totipotentne i manifestujg
cechy fenotypowe tkanki, z ktc')rej pochodza. Jak do-
tad proby takie udawaly sie jedynie w dodwiadczeniach
na rybach i plazach. W ostatnich latach klonowania
zarodkow dokonuje sie poprzez enukleacje cocytow,
a pod oslonke przejrzysta wprowadza sig blastomer
s, Ys lub /4 innego zarodka. Badania takie na za-
rodkach owiec (47) oraz na zarodkach bydia (13) wy-
konano przy zastosowaniu fuzji w polu elekirycznym
(ryc. 2) i uzyskano rozwdj do stadium blastocysty u 42—
—45% tak spreparowanych zarodkow. Ten sposob po-
wielania genotypu moze byé¢ nazwany klonowaniem
chimerowym. Prace Markerta i Pettersa (18) wskazuja,
ze plod myszy tworzy sie tylko z kilku komoérek wezta
zarodkowego (prawdopedobnie z trzech). Tak wiec po-
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Ryc. 2. Klonowanie chimerowe

Objasnienia: a — enukleacja oocytu w stadium przedjadrzy,
b — wprowadzenie pod ostonke przejrzysta blasiomeru z zarodka
8 komorkowego, ¢ — fuzja oocytu i blastomeru w polu elektrycz-
nym, d — Inkubacja in vitro do stadium blastocysty.

2]

Rye. 3. Chimerowy zarodek —-

»
Objadnienia: a — wyJéclowe zarodki 4 i 8 blastomerowe, b —
A . . 1 .1 . . S
umieszczenie blastomerow 7 TV zaslepcze] oslonce przejrzystej,

¢ — inkubacja in vivo (w jajowodzie biorcy posredniego) do sta-
dium moruli.

nad 90% komoérek wezesnych blastocyst ssakow odgry-
wa role pomocniczg gléwnie w formowaniu trofoblastu,
prekursorow lozyska 1 innych struktur pozazarodko-
wych. Podstawa klonowania chimerowego jest lgczenie
komorek jednego zarodka, ktére utworzg ptéd z ko-
morkami innego zarodka i ktére spelnig role pomocni-
cza niezbedng do prawidlowego rozwoju plodu. Stwier-
dzenie to opiera sie na odkryciu przez Kelly i wsp. (16),
ze komoérki z pierwszego podzialu w czasie bruzdkowa-
nia 4-komoérkowego zarodka formujg wezetl zarodkowy,
a komorki z ostatniego podzialu tworzg {rofoblast.
Spindle (33) z kolei wykazal, ze przy tworzeniu chimer
z zarodkow 2- 1 4-blastomerowych lub z zarcdkéw 4-
i 8-blastomerowych embrioblast powstaje zwykle z za-
rodka bardziej zaawansowanego w rozwoju, a trofo-
blast z zarodka mlodszego. Stosujac te zasady Willadsen

22

(45) skomponowali chimerowe - -

)

i wsp. zarodki

owiec ——+—=~) otrzymujgc w ten sposéb
identyczne piecioraczki (ryc. 3). Byl to najliczniejszy
do niedawna klon ssakéw. Niemniej autorzy stwierdza-
ja, ze gtowna trudno$cig metodyczng klonowania chime-
rowego jest brak pewnosci, ze 100" komoérek nowo-
rodka pochodzi z zarodka 8-blastomerowego. Rozwi-
nieta dos¢ dobrze technika zamrazania zarodkéw pozwa-
la na przechowywanie w cieklym azocie zarodkow ta-
kiego klonu i wykorzystanie ich w dogodnym terminie.

Oprocz klonowania chimerowego, mozliwe jest zasto-
sowanie metod mikrochirurgicznych do tworzenia chi-
mer, czyli osobnikow skladajacych sie z genetycznie
roznych komoérek. Chimery mozna tworzy¢ kilkoma me-

(s 3 b o)

Ryc. 4. Zarodek chimery miedzygatunkowej

Objasnienia: a — wyjSciowe zarodki 8 blastomerowe, b — de-
zintegracja blastomeréw, ¢ — umieszczenie blastomerow dwu roz-
nych zarodkoéw w zastepczej ostonce przejrzystej oraz inkubacja
in vitro,

todami. Pierwsza polega na laczeniu catych zarodkow
we wezesnych stadiach rozwojowych od 2-blastomero-
wych do moruli (3, 18). Zaleznie od liczby lgczonych
zarodkow mozna uzyskaé¢ zwierzeta tetraparentalne (po-
chodzace po dwoch parach rodzicielskich) lub heksa-
parentalne {pochodzace po trzech parach rodzicielskich).
Takg trzykolorowa heksaparentalna chimere myszy
otrzymali Markert i Petters (18). Druga metoda polega
na dzieleniu zarodkéw w stadium moruli lub blasto-
cysty 1 umieszezeniu poldwki dwoch roéznych zarodkow
w zastgpczej oslonce przejrzyste]. Po inkubacji in vitro
zarodki przenosi sie do odpowiednich biorczyn (10). Mo-
dyfikacja tej metody jest dezintegracja komoérek zarod-
kéw w stadium od 2 do 16 blastomeréw w pozywce
pozbawionej jonow wapnia i magnezu. Rowng liczbe
blastomerow dwu réznych zarodkéw wprowadza sie do
zastepezych oslonek przejrzystych i po inkubacji in
vitro lub u biorczyni posredniej przenosi sie do bior-
czyn ostatecznych (9, 11). Metode'te mozna wykorzystac
do tworzenia chimer miedzygatunkowych (9, 11, 21) lub
do tworzenia chimer miedzyrasowych (12), (ryc. 4j.
Trzecia metoda produkcji chimer polega na iniekeji
komoérek embrioblastu jednego zarodka do blastocysty
drugiego. Nieco skomplikowang i pracochlonna wersje
tej metody zastosowali Polzin i wsp. (29). W celu wyeli-
minowania uszkodzen mechanicznych zarodkow, osion-
ki przejrzyste usuwane byly enzymatycznie, a embrio-
blasty izolowane immunochirurgicznie. Sposrod 13 blas-
tocyst owcey, do ktérych wprowadzili embrioblasty za-
rodkow kozy, Polzin i wsp. (29) otrzymali 10 jagniat,
1 kozle i 2 chimery kozo-owce. Na tej podstawie autorzy
stwierdzajg, ze istnieje kilka mozliwos$ei rozwoju inie-
kowanej blastocysty: 1) je§li nastgpi inkorporacja obu
embrioblastéw, rozwinie sie chimera, 2) jesli obcy em-
brioblast zostanie wylgczony lub zablckowany, pow-
stanie’ jagnie, 3) jezeli obcy embrioblast zajmie miejsce
»gospodarza” rozwinie sie kozle. W przypadku omawia-
nego eksperymentu wszystkie te mozliwosci wystapity.
Jakkolwiek chimery kozo-owce nie przedstawiajg wiek-
szej wartosci hodowlanej, stanowig jednak nie tylko
ciekawostke i przyktad mozliwosci mikromanipulacyj-
nych technik stosowanych w biotechnologii zarodkow.
S3 tez ciekawym obiektem badan i obserwacji nad roz-
mieszczeniem réznych gatunkowo komoérek i ich udzia-
tem w formowaniu poszczegdlnych tkanek i narzadow.
Metoda iniekcji embrioblastu do obcej blastocysty i dal-
sze badania w tym kierunku moga przyczyni¢ sie do
pokonania barier miedzygatunkowych w przenoszeniu
zarodkow. Dzieki utrzymaniu nie uszkodzonego trofo-
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Ryc. 5. Chimerowy ftriplet zarodkéw myszy
Objasnienia: a — wyjSciowe zarodki 8 blastomecrowe, b — zdje-
cie osionki przejrzystej i agregacja trzech zarodkéw, ¢ — inku-

bacja in vit-o do stadium moruli.

blastu zarodka-biorcy mozliwe byloby maskowanie an-
tygenow obcego zarodka przed systemem immunolo-
gicznym samicy, do ktorej ten zarodek zostanie prze-
niesiony, co zwiekszyloby szanse jego przezycia i roz-
woju. Samice zwierzgt domowych moglyby byé¢ uzyte
jako biorczynie chimerowych zarodkéw zawierajgcych
embrioblast ewolucyjnie spokrewnionych z nimi, a eko-
logicznie zagrozonych gatunkow.

Ostatnio bardzo obiecujgce sa badania nad zarodka-
mi partenogenetycznymi. Partenogeneza jako rozwoj
oocytu bez udzialu gamety pici meskiej znana jest
u niektorych kregowcow z wyjatkiem ssakow, u kto-
rych normalnie nie wystepuje. Zjawisko to mozna wy-
wolaé sztucznie akiywujac oocyty réznymi czynnikami
fizyeznymi lub chemicznymi. U niektérych szczepdéw
myszy (LT/SV) okoto 10% owulowanych oocytéw roz-
wija sie spontanicznie, a u innych zjawisko parteno-
genezy mozna indukowaé¢ doswiadczalnie (41). Rozwoj
zarodka z takiego oocytu moze by¢ normalny do sta-
dium blastocysty. Zarodki te moga sie nawet implanto-
wa¢é i rozwijaé do stadium 24 somitow (36), ale z nie-
znanych przyczyn zamierajg pozniej i ulegajg resorbeji.
Stevens i wsp. (34) biorac pod uwage potencjalne mozli-
wos$ci rozwoju partenogenetycznych komorek, polaczyli
jeden zarodek normalny z dwoma partenogenetycznymi
w chimerowy triplet (ryc. 5). W wyniku takiego poste-
powania wykazano, ze komorki partenogenetyczne sg
zdolne do normalnego réznicowania, ale w kombinacji
z komoérkami zarodka rozwinietego w wyniku zaplod-
nienia. Potwierdzono jednoczesnie wczesng zamieralnosé
zarodkéw partenogenetycznych. Zblizone rezultaty uzys-
kal Surani i wsp. (36), wykazujgc réwniez mozliwose
uczestnictwa komorek partenogenetycznych we wszyst-
kich niemal narzadach chimerowego osobnika nie wy-
lgczajac gonad. Przezywalno$¢ tak komponowanych za-
rodkéw i urodzenie zywych zwierzgt zalezy wedlug
Surani i wsp. (36) od udzialu partenogenetycznych ko-
moérek w ilosci nie wiekszej niz 20%. W przypadku
wiekszego udziatu tych komorek ploéd zamiera.

Powstaje pytanie — dlaczego zarodki partenogene-
tyczne nie sg w stanie rozwijaé sic samodzielnie w
normalne plody? Wiele prac eksperymentalnych wska-
zuje na koniecznos¢ udzialu zaréwno genomu zenskiego,
jak 1 meskiego w rozwoju embrionalnym (3, 37, 38).
Obecnoéé dwach zenskich (partenogenetyczne i gyno-
genetyczne) genomow, jak i dwoch meskich (androge-

netyczne) genomow nie jest wystarczajgca dla pelnego
rozwoju plodu (19, 37). Wydaje sie, ze genom meski
jest bardzo istotny dla proliferacji struktur pozazarod-
kowych, a zenski odgrywa kluczowa role w preimplan-
tacyjnym i wczesnym postimplantacyjnym rozwoju (3,
4). Z drugiej jednak strony Barra i Renard (2) wykaza-
li, ze meskie i zeniskie genomy moga by¢ aktywowane
oddzielnie, a mimo to zapewni¢ pelny rozwodj plodu,
ale tylko wtedy, kiedy sa umieszczone razem w cyto-
plazmie zsynchronizowanej pod wzgledem dojrzalosci.

Wykorzystanie biotechnik w praktyce moze mieé¢ w
przysziloSci znaczenie nie tylko naukowo-poznawcze, ale
rowniez ekonomiczne. Zastosowanie omawianych metod
mikromanipulacji na zarodkach, zygotach i oocytach
pozwoliloby na produkcje zwierzat o identycznych ce-
chach uzytkowych, tworzenie okreslonych linii czy wy-
hodowanie diploidalnych homozygot. Istnieje rowniez
szansa na uratowanie zagrozonych i gingcych gatunkow
zwierzat.
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Wplyw dodatku Huszezu kostnego do paszy dla kurczat brojleréw
na zachowanie sie niektérych wskaznikéw hematologicznych
i biochemicznych
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Summary

The influence of bone fat in feed for broilers on some
haematological and biochemical indices

The studies have been carried out on 200 chickens, Astra
B cross-breeding, in the period from 1 to 49 days of bre-
eding. The birds were divided into two groups. The control
group was given feed with the addition of ground maize
and an increased amount of ground wheat. The energetic
value of the mash was increased by the addition of bone
fat in the amount of 3,5% (up to three weeks) and 6%
after four weeks of breeding. There were evalueted:
haematocrite, level of haemoglobin, number of erythrocytes
and leucocytes, activity of AspAT and AlAT, basic phos-
phatase, total protein, cholesterol, Ca and P in the serum.
The introduced amounts of bone fat to feed did not cause
any disturbances in digestion, and did not influence signi-
ficantly the haematological and biochemical indices. Only
a drop of the activity of AspAT and a variable activity of
AlAT, and an increase of the content of cholesterol were
observed in the serum.

Intensywny i szybki wzrost kurczat brojlerow wyma-
ga dostarczania im skladnikéw pokarmowych w skon-
centrowanej formie, a wiec paszy wysokoenergetycznej
o niewielkiej zawarto$ei widkna surowego. Obecnie
przyimuje sie zawarto$¢ energii w paszy za jeden
z gtéwnych czynnikow decydujacych o efektach produk-
cji brojlerow.

W wielu krajach o wysoko rozwinietej hodowli dro-
biu wykonywano liczne badania nad podnoszeniem war-
tosci energetycznej paszy przez stosowanie w niej wy-
sokoenergetycznego surowca, jakim jest tluszez zarow-
no pochodzenia roslinnego np. olej sojowy, jak i zwie-
rzecego np. 10j wolowy, smalec wieprzowy, tiuszez
drobiowy. Zabieg ten pozwolil na uzyskanie pozytyw-
nych efektéw produkceyjnych w przypadku brojlerow
i niosek (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 16, 17, 19, 21). Dodawanie
ttuszezu do mieszanek paszowych dla drobiu bylo réw-
niez przedmiotem szeregu badan w kraju (10, 13, 14,
15, 18, 20, 24).

Celem badan bylo sprawdzenie mozliwosci wzboga-
cenia energetycznego mieszanek paszowych dla kur-
czat brojleréw, sporzgdzonych z surowcow krajowych
bez udzialu sruty z kukurydzy, przez dodanie ttuszezu

kostnego i zbadanie jego wplywu na zachowanie sie
niektéryeh wskaznikéw hematologicznych i biochemicz-
nych w surowicy krwi.

Material i metody

Badania przeprowadzono w fermie dodwiadezalnej AR-T
w Olsztynie na 200 kurczetach — mieszancach Astra B,
lctére podzielono na dwie grupy liczace po 100 ptakow,
Kurczeta utrzymywane byly na S$cidice, a odchow trwal
49 dni. Ptaki zywiono mieszankami typu Starter (de 21
dnia) i Finiszer (od 22 do 49 dnia) sporzadzonymi we wlas-
nym zakresie. Grupa kontrolna (I) ofrzymywala paszg ze
sruta kukurydziana, natomiast w grupie doswiadezalne] (II)
wyeliminowano importowana Srute kulkurydziang wprowa-
dzajae w to miejsce Srute jeczmienna i zwigkszong ilosé
sruty pszennej. Wartosé energetyczng mieszanek podawa-
nvch w grupie doswiadczalnej podniesiono stosujac dodatek
tluszezu kostnego (produkeji Instytutu Przemyslu Migsnego
i Tluszezowego w Warszawie) w ilosci 3,5% w mieszance
Starter i 6% w mieszance Finiszer. Sklad komponentowy
mieszanek paszowych podano w tab. 1.

W czasie trwania do$wiadczenia prowadzono obserwacje
kliniczne stada, notowano padnigcia i brakowania oraz wy-
konywano badania sekcyjne sztuk padiych. Krew do badan

Tab. 1. Sklad komponentowy i warto$¢ pokarmowa miesza-
nek typu DKA-Starter (S) i DKA-Finiszer (F) stosowanych
w zywieniu kurczat

| Grupy
Komponenty | I 11
| S F S | F

Sruta z kukurydzy 32,0 37,0 — —
Sruta pszenna 32,0 22,0 41,5 28,5
Sruta jeczmienna e 9,5 16,0 335
Sruta poekstr.

sojowa 30,0 220 | 285 16,0
Maczka

miesno-kostna 3,0 35 I 3,0 3,0
Drozdze pastewne — 2,5 1,5 4.0
Kreda pastewna 0,7 0,9 0,7 1,2
Fosforan pastewny 1,0 1.3 1,0 1,5
S61 pastewna 0,3 03 0,3 | 0,3
Premiks paszowy | 1,0 1,0 1,0 1,0
Tiuszez kostny | — — 3,5 6,0
Otreby pszenne ] — = 3,0 5,0
Wartosé pokarmowa [ [

mieszanek: |
bialko surowe % 220 | 200 | 221 20,0
EM (kcal kg paszy) 2895 | 2000 | 2920 | 2950




