Transplantacja zarodkéw koni*

Marian Tischner

Transplantacja zarodkow polega na pobraniu zarodka od klaczy zwanej
dawczynig 1 wprowadzeniu go do macicy klaczy nazywanej biorczynig. Klacz
biorczymi pelni rol¢ matki zastepczej, ktora rodzi i odchowuje zrebi¢ klaczy
dawczyni. Natomiast klacz dawczyni moze zosta¢ ponownie zazZrebiona w
nastgpnym cyklu 1 urodzi¢ swoje Zrebi¢ lub moze by¢ wykorzystana jako
dawczyni kolejnych zarodkow.

Rozw0j metody

Pierwsze zrebigta po transplantacji zarodkéw urodzity si¢ niemal
rownoczesnie w Anglii 1 Japonii w 1973 r. Nastepnym udanym zabiegiem
transplantacji zarodkow byt eksperyment miedzynarodowej wymiany zarodkow
pomigdzy Anglig a Polska w 1975 r. W tym czasie nie znano jeszcze metody
konserwacji zarodkow 1 na czas podrézy jako inkubatory dla zarodkow
wykorzystano kroliki. W Anglii od klaczy rasy Walijski Kuc Gorski pobrano
zarodki 1 umieszczono je w podwigzanych jajowodach trzech zywych krolic.
Nastepnie kroliki te przywieziono samochodem z Cambridge do Krakowa a z
ich jajowodow wyptukano zarodki, ktére transplantowano do odpowiednio
przygotowanych klaczy biorczyn. W wyniku tego eksperymentu urodzity si¢ w
Krakowie w 1976 r. dwa ogierki rasy Walijski Kuc Goérski (Fot. 1). Ogierki te w
1983 1 1984 r. zostaty sprowadzone przez prof. E. Sasimowskiego do Felina i z
powodzeniem zostaly wykorzystane w programie produkcji kucow felinskich.
Kolejne udane zabiegi transplantacji zarodkow przeprowadzono w USA w 1979
r. Pierwsze polskie zrebigta po transplantacji zarodkow urodzity si¢ w Krakowie
w 1982r.
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Fot. 1. Zrebieta ur. w 1976 r. w Polsce w wyniku transplantacji zarodkéw przywiezionych
samochodem z Anglii w podwigzanych jajowodach zywych krolic. A — Twink Allen
(Cambridge), Marian Tischner — stoi (Krakow), klacz biorczyni ,,Mrozonka” pierwszy kon
urodzony w Polsce, w 1969 r w wyniku inseminacji nasieniem mrozonym. Po bezkrwawej
transplantacji zarodka urodzita ogierka ,,Sopelka” zdj¢cie ,,B”. C — ogierek ,,Szarak” wraz z
klacza biorczynia ,,Morfina” rasy kp.

Pomimo wielu préb konserwacji zarodkow w cieklym azocie podejmowanych pod
koniec lata siedemdziesiagtych réwniez w Polsce, nie udato si¢ woéwczas uzyskaé na tej drodze
zrebiat. Pierwsze dwa zrebigta po zamrozonych/rozmrozonych zarodkach urodzily si¢ w
Japonii dopiero w 1982 r. W Anglii w 1985 r. urodzily si¢ dwa Zrebigta rasy konik polski po
transplantacji metoda chirurgiczng zarodkow zamrozonych w Krakowie (Fig. 2, A). W 2005
r. urodzito si¢ z kolei zrebi¢ w Krakowie w wyniku niechirurgicznej transplantacji zarodka

zamrozonego w Newmarket, Anglia (Fig. 2, BiC

Fig. 2. A ogierek ,,Winston” rasy konik polski urodzony 1985 r. w Cambridge
wyniku chirurgicznej transplantacji mrozonego zarodka w Krakowie i przywiezionego do
Anglii droga lotnicza, B - klaczka ,,Mrozona Roéza” (zarodek od Welsh Pony po XX)
urodzona w Krakowie w 2005 r. w wyniku niechirurgicznej transplantacji mrozonego zarodka
przywiezionego z Newmarket (Anglie) wraz z klaczg biorczynig rasy konik polski, C —
., Mrozona Ré6za” w wieku 3 lat.




Ze wzgledu na stosunkowo tatwe i nie szkodzace zdrowiu klaczy pozyskiwanie

zarodkow, transplantacje zarodkow zaakceptowalo juz wiele zwigzkow hodowlanych. Od

1983 r. t3 metode rozrodu na skale praktyczng zaczeto stosowaé w niektorych krajach.

Obecnie transplantacja zarodkow jest szeroko stosowana w Argentynie, gdzie pobierane sg

zarodki od wybitnych klaczy uzywanych do gry w polo, a takze w USA, Brazylii i w Europie

Zachodniej gdzie z kolei dawczyniami zarodkow sa klacze sportowe oraz klacze czystej krwi

arabskiej. W Argentynie pierwsza komercjalna stacja transplantowata w 1989 r. 75 zarodkow,

a w sezonie 2007/08 funkcjonowato juz 11 duzych stacji i w wyniku transplantacji urodzito

sie¢ ponad 5,500 Zrebiat.

Korzysci transplantacji zarodkow

1.

Uzyskanie wigkszej liczby Zrebigt od wybitnych klaczy i1 tym samym przyspieszenie
postepu hodowlanego. W jednym roku mozna uzyska¢ dodatkowo od klaczy 2-4
zrebigta.

Otrzymywanie zrebigt od klaczy sportowych bez koniecznosci przerywania ich
udziatu w zawodach lub pokazach.

Uzyskanie Zrebiat od starszych, wartosciowych klaczy, ktore z réznych  wzgledow
nie mogg juz rodzi¢ np. chronicznie ronig (jednak szansa otrzymania potomstwa od
tych klaczy jest znacznie mniejsza w poréwnaniu do zdrowych klaczy).

Otrzymania zrebigt od bardzo mtodych klaczy np. dwuletnich, a wigc okoto 1-2 lat
wczesniej zanim osiaggng dojrzato$§¢ somatyczng i zostang wlaczone do rozrodu.
(skrocenie miedzypokoleniowego odstepu 1 tym samym przyspieszenie postepu
genetycznego).

Przez odpowiedni dobor klaczy biorczyni mozna wywiera¢ wplyw na rozwoj i
ostateczny wzrost koni urodzonych po transplantacji zarodkdw.

Transplantacja zarodkéw daje mozliwos$¢ szerokiej migdzynarodowej wymiany
materiatu genetycznego (eksport-import) w postaci zarodkéw konserwowanych bez
koniecznosci uciekania si¢ do bardzo kosztownego transportu zwierzat.

Wiascicielowi warto$ciowe] klaczy dawczyni umozliwia uzyskanie dodatkowych
korzysci finansowych ze sprzedazy zarodkow.

Poprzez zamrazanie zarodkow istnieje mozliwo$¢ tworzenia rezerwy genetycznej
warto$ciowych linii lub zagrozonych ras koni. Nalezy jednak bra¢ pod uwage duza
wrazliwos¢ zarodkéw koni na zamrazanie-rozmrazanie i znacznie mniejszy procent
urodzen zrebigt po transplantacji zarodkéw mrozonych w poréwnaniu do zarodkow

swiezych.



Przeszkody szerokiego rozwoju metody transplantacji zarodkéw u koni.

1. Brak skutecznych metod wywotywania superowulacji u klaczy, co znacznie
ogranicza uzyskiwanie tak szybkiego postepu genetycznego jak np. w hodowli
bydta. W ciggu jednego sezonu mozna uzyska¢ maksymalnie 7-8 zarodkow od
jednej klaczy, $rednio 3-4 zarodKi.

2. Niektore zwiazki hodowlane nie wyrazaja zgody na rejestracje zrebigt urodzonych
po transplantacji zarodkow.

3. Duza wrazliwo$¢ zarodkOw na zamrazanie/rozmrazenie.

Jak powstaje i rozwija si¢ zarodek?

Na wiosne, gdy rozpoczyna si¢ u koni sezon rozrodowy klacze zaczynaja przejawiaé
cyklicznie ruje. W czasie rui, ktora trwa 4-8 dni, na jajniku rosnie pecherzyk, wewnatrz
ktorego dojrzewa oocyt (gameta zenska), po owulacji nazywana juz komorka jajowa. Pod
koniec rui pgcherzyk peka "wyrzucajac" do jajowodu komorke jajowa. Jezeli w tym czasie
klacz zostanie pokryta lub unasieniona dochodzi do zaptodnienia komorki jajowej i tworzy si¢
jednokomoérkowy zarodek zwany zygota. Zygota otoczona jest przez sprezysta ostonke
przejrzysta. Po okoto 24 godzinach od chwili zaptodnienia zygota dzieli si¢ na dwie komorki
zwane blastomerami. Dalszy podziat blastomerow nastepuje co kilkanascie godzin w wyniku
czego powstaje zarodek 4, 8 i 16 blastomerowy. Po 4-5 dniach 32 komoérkowy zarodek,
swym ksztaltem przypomina owoc morwy lub maliny i nazywany jest morula, rozpoczyna
produkcje¢ hormonu PGEza. Hormon ten powoduje skurcze jajowodu przesuwajac zarodek
przez jajowodow 1 umozliwia przedostanie si¢ do macicy. Zarodek opuszczajacy jajowod nie
jest widoczny "gotym okiem", jego $rednica wynosi zaledwie 0,15 mm. Okoto 7 dnia po
zaplodnieniu zaczyna tworzy¢ si¢ na zarodku kapsuta, ktéra bezposrednio przylega do
zarodka. Jest to dodatkowa sprezysta ostona otaczajaca zarodek. Zarodek 7-8 dniowy
otoczony jest zatem przez kapsule i ostonke przejrzysta. Wewnatrz zarodka tworzy si¢ jamka
srodkowa wypelniona plynem i1 morula przeksztalca si¢ w blastocysta. Na biegunie
blastocysty powstaje tarczka zarodkowa, z ktorej rozwinie si¢ pdzniej pldd a z pozostatych
komérek otaczajacych zarodek lozysko (Fig. 3). Srednica zarodka 8-dniowego moze sie
waha¢ od 0,4 do 0,9 mm, $rednio wynosi 0,4 mm i zarodek w tym stadium rozwojowym

moze juz by¢ dostrzegany "gotym okiem"



Fig.3. A- schemat jajnika, jajowodu i rogu macicznego klaczy. Strzalka zaznaczono miejsce
zaptodnienia. B- zarodek 6-cio blastomerowy, C- morula. Strzatkami zaznaczono ostonke
przejrzysta. C — blastocysta. Strzatkg zaznaczono wezet zarodkowy.

W 8-9 dniu po zaptodnieniu ostonka przejrzysta zostaje zrzucona z zarodka, pozostaje
natomiast nadal kapsuta, ktora utrzymuje si¢ na zarodku do okoto 26-28 dnia. Rola kapsuty
nie jest catkiem wyjasniona. Przypuszcza si¢, ze podobnie jak ostonka przejrzysta ochrania
zarodek przed infekcjami drobnoustrojow, a takze stanowi filtr w wymianie substancji
odzywczych pomiedzy matka a rozwijajacym si¢ ptodem.

Po okoto 6 dniach od chwili zaptodnienia zarodek przedostaje si¢ do macicy i
rozpoczyna migracj¢ wewnatrzmaciczng. przechodzac stale z jednego rogu macicy do
drugiego. Podczas jednego dnia zarodek moze 10 do 20 razy przechodzi¢ z jednego rogu
macicy do drugiego. W czasie tej wedrowki wysyla prawdopodobnie wyrazne sygnaty,
ktorych celem jest informowanie matki o swej obecnosci w macicy. W 16-17 dniu zarodek
konczy swa wedrowke, lecz nie zagniezdza si¢ a dzigki napigciu $cian macicy pozostaje
nieruchomo u podstawy jednego z rogoéw macicy.

Wybér klaczy dawczyni zarodkow
Wyboru dawczyni zarodkéw dokonuje najczgséciej wilasciciel klaczy, lub potencjalny

nabywca zarodka. Niezaleznie jednak od wartosci hodowlanych 1 uzytkowych nalezy réwniez



przy wyborze dawczyni uwzgledni¢ zdrowie i wiek klaczy. Z punktu widzenia skuteczno$ci
zabiegu, najlepiej jezeli dawczyni jest w dobrej kondycji fizycznej i wykazuje regularne cykle
rujowe.

Wybdr klaczy biorczyni zarodkow

Wybdr zdrowej klaczy na biorczynie jest podstawowym warunkiem powodzenia
transplantacji zarodkéw. Wybor klaczy biorczyni winien by¢ oparty na doktadnym wywiadzie
1 badaniu klaczy. Klacz biorczyni nie moze budzi¢ zadnych podejrzen zdrowotnych ze
szczegdlnym uwzglednieniem uktadu rozrodczego. Z reguty dobiera si¢ klacze biorczynie o
podobnej masie ciata do klaczy dawczyn. NajczeSciej wybierane sg klacze w wieku 3-10 lat,
ktore rokuja, ze beda dobrymi matkami. Podczas badania zwraca si¢ szczegdlng uwage na
stan macicy. Napigcie $cian macicy powinno by¢ dobrze wyczuwalne. Rogi macicy na
obrazie ultrasonograficznym winny by¢ echogeniczne, jednolite, nie wykazywac¢ zbyt duzych
roéznic pomigdzy warstwa blony Sluzowej i mig$niowej oraz charakteryzowac si¢ okraglym,
rurowatym ksztaltem. Bardzo pomocne mogag by¢ rowniez wyniki oceny bakteriologicznej i
cytologicznej wymazdw z macicy, a takze wyniki histologicznej oceny biopsji btony $luzowe;j
macicy.

Wplyw stopnia synchronizacji cyklu pomiedzy klaczami dawczyniami zarodkow a
biorczyniami na wyniki zazrebien

Stopien synchronizacji owulacji pomiedzy klaczami dawczyniami zarodkow a
biorczyniami ma istotne znacznie dla uzyskania zadawalajacych wynikow transplantacji
zarodkow. Cykl rujowy obejmuje dni, w ktorym klacz przejawia ruje i okres miedzyrujowy.
Cykl ten przecietnie u koni trawa 21-22 dni. Jako dzien ,,0” przyjmuje si¢ datg wystapienia
owulacji. Jezeli klacz biorczyni owuluje w tym samym dniu, co klacz dawczyni stopien
synchronizacji oznacza si¢ ,,0”. Natomiast, gdy u klaczy biorczyni owulacja wystapita jeden,
dwa lub trzy dni wczesniej stopien synchronizacji oznacza si¢ +1, +2, +3. W przypadku, gdy
owulacja u klaczy biorczyni wystgpita jeden, dwa lub trzy dni pdzniej stopien synchronizacji
oznacza si¢ -1, -2, -3.

Stosujac niechirurgiczny sposob transplantacji zarodkow optymalnym stopniem
synchronizacji jest -1 lub -2, tzn. gdy owulacja u klaczy biorczyni wystapita 1 do 2 dni
p6zniej w stosunku do klaczy dawczyni. W przypadku wigkszych réznicy synchronizacji
cyklu pomiedzy klaczami dawczyniami a biorczyniami uzyskuje si¢ coraz bardziej obnizone
wyniki zazrebien lub nastgpuje resorpcja zarodkéw do 30 dnia po owulacji.

W praktyce moze si¢ zdarzy¢, ze synchronizacja cyklu i owulacji klaczy dawczyn i

biorczyn wystapi spontanicznie. Niemniej, gdy dysponuje si¢ matg liczbg zwierzat, lekarz



weterynarii moze zastosowa¢ synchronizacj¢ cyklu podajac w roéznych kombinacjach
pojedyncze lub dwukrotne zastrzyki prostaglandyny lub progestageny oraz hCG lub GnRH.
W ten sposob najczesciej dla jednej klaczy dawczyni synchronizuje si¢ dwie lub trzy klacze
biorycznie.

Osrodki transplantacji zarodkow z reguly utrzymuja od kilkudziesieciu do kilkuset
klaczy biorczyn, u ktorych przebieg cyklu jest systematycznie kontrolowany i w razie
potrzeby wybierana jest odpowiednia klacz, ktorej cykl jest zsynchronizowany z cyklem
Klaczy dawczyni. W Argentynie mniejsze osrodki transplantacji zarodkow dla 15 klaczy
dawczyn utrzymuja 35 klaczy biorczyn, a duze os$rodki dla 250 klaczy dawczyn utrzymuja az
700 klaczy biorczyn. Wskaznik zrebno$ci biorczyn w mniejszych osrodkach czesto
przekracza 90%, a w duzych 85%.

Metody uzyskiwania zarodkow

a. Metoda chirurgiczna

Metoda chirurgiczna pozwala na uzyskanie zarodkdw we wczesnych stadiach
rozwojowych wprost z jajowodu. Zabieg przeprowadza si¢ po uprzednim wywolaniu
glebokiej narkozy i ulozeniu klaczy w pozycji grzbietowej. Nastepnie przygotowuje si¢ pole
operacyjne i wykonuje laparotomie, odszukuje jajowody i poprzez ptukanie jajowodu po
stronie jajnika, na ktérym wczesniej stwierdzono owulacje, wyptukuje zarodek. Ze wzgledu
na pewne ryzyko ogélnych i miejscowych powiktan pooperacyjnych metoda ta jest stosowana
tylko w wyjatkowych przypadkach.

b. Metoda bezkrwawa

Metode bezkrwawa pozyskiwania zarodkow zastosowali po raz pierwszy Japonczycy
w 1972 r. Zasadnicza zaletg tej metody jest mozliwo$¢ wielokrotnego powtarzania zabiegu
bez ujemnego wpltywu na dalsza ptodno$¢ klaczy. Bez wzgledu na liczbe zabiegéw i
pozyskanych zarodkow, klacze dawczynie tatwo zazrebiaja si¢ w kolejnych cyklach, daja
normalne zarodki lub donoszg cigze¢ rodzac zdrowe Zrebigta.

Metoda ta jest stosunkowo prosta. Szyjka macicy klaczy jest krotka 1 znacznie tatwiej
mozna przeprowadzi¢ przez jej kanat cewnik do ptukania macicy anizeli np. u bydta. Zabieg
uzyskiwania zarodkow metodg bezkrwawsg przeprowadza si¢ najczgsciej w 6-9 dniu po
owulacji. Do ptukania macicy stosowany jest ptyn zwany Dulbecco

W handlu spotyka si¢ gotowe zestawy ptyndw do wyplukiwania oraz kréotkotrwatego
przechowywania zarodkéw. Klacz przed zabiegiem wprowadzana jest do poskromu, gdzie

usuwa si¢ z jej prostnicy zalegajacy kal. Nastepnie ogon klaczy owija si¢ czystym bandazem,



a srom i okolice doktadnie myje czysta woda, mydiem, §rodkiem dezynfekcyjnym, sptukuje
si¢ kilka razy biezagca woda 1 wysusza jatowym recznikiem.

Plyn do macicy wprowadzany jest przy pomocy jalowego, dwudroznego gumowego
lub plastikowego cewnika dlugosci ok. 0,8 do 1,5 m, posiadajgcego na koncu gumowy
balonik. Cewnik wprowadzany jest do trzonu macicy na giebokos¢ okoto 4-5 cm przy
pomocy reki ochronionej jatlowa rekawica. Celem uszczelnienia ujScia macicy napetnia si¢
gumowy balonik powietrzem o objetosci ok. 60-80 ml. Podgrzany ptyn do temperatury ciata
klaczy wprowadzany jest do macicy pod niewielkim ci$nieniem. Obje¢tos¢ wlewanego ptynu
waha si¢ od zaleznie od wielkosci klaczy od 500 ml do 1000 ml. Charakterystycznym
objawem wypelnienia macicy jest lekki niepokoj klaczy. Ptyn z macicy lewarowany jest
bezposrednio do sterylnego naczynia np. o ksztalcie gruszki lub podiuznego cylindra (Fig. 4).
Obecnie stosuje si¢ specjalne filtry przez ktore przepuszczany jest plyn lewarowany z macicy,
ktére zatrzymuja zarodki i nastgpnie ulatwiajg ich odnalezienie. Po prawidlowo wykonanym
zabiegu plukania winno uzyskac si¢ od 90 do 95% klarownego i bez zadnych domieszek $§luzu,
nabtonka lub krwi ptynu wprowadzonego do macicy. Jezeli plyn zalega w macicy nalezy klaczy
poda¢ dozylnie 20 j.m. oksytocyny lub wykona¢ delikatny masaz macicy przez prostnice. Zabieg

ptukania macicy moze by¢ powtarzany dwu lub trzykrotnie.

Fig. 4. Pozyskiwanie zarodkéw metodg bezkrwawg (Newmarket 2002)

Po zabiegu pozyskania zarodkow z reguty podajemy klaczy prostaglandyne PGF2a, co
stymuluje jej powro6t do normalnego cyklu.



Jak odszukujemy zarodki?

Masa zarodkéw jest wigksza od cigzaru wilasciwego ptynu uzywanego do ptukania
macicy i z reguty po 15-20 minutach opadajg na dno naczynia. Jezeli ptyn jest klarowny i czysty,
wieksze zarodki mozna zauwazy¢ gotym okiem podczas ich opadania, mniejsze odszukujemy
przy pomocy mikroskopu stereoskopowego. Pomieszczenie, w ktorym odszukujemy zarodki
winno by¢ sterylne, a temperatura powinna winna wynosi¢ ok. 18-20°C. Jezeli pltyn z macicy
lewarowany byt do podtuznego cylindra zlewamy jego gorng czes¢ przez odsysanie, a pozostatg
czg$¢ plynu przepuszczamy przez filtr zatrzymujacy zarodek, koncowa za$ partie ptynu o
objetosci okoto 50 ml rozlewamy do naczynek, w ktorych pdzniej odszykujemy zarodki.
Natomiast przy postugiwaniu si¢ naczyniem w ksztalcie gruszki niewielka objetos¢ ptynu jest

zlewana do matych jatowych naczyn i w nich odszukuje si¢ zarodki (Fig. 5).

Fig.5. Odszukiwanie zarodka (Newmarket 2002).

Po znalezieniu zarodka przenosimy go do pozywki Dulbecco z dodatkiem 10% surowicy
ptodéw bydlecych (FSC) przesaczonej przez mikrofiltr (0.2 um). Mozna rowniez przenies¢
zarodki do pozywki transportowej tzw. holding medium, ktora jest udostepniania przez firmy
zajmujace si¢ produkcjg sprzetu 1 pozywek do transplantacji zarodkow. Dalszg czynnoscig jest
oczyszczenie/przeplukiwanie zarodka kilka razy (5x). W tym celu przenosi si¢ go do kolejnych

swiezych pozywek. Podczas tych czynnos$ci nalezy zwrdci¢ szczegdlng uwage, aby nie dopusci¢



do wtdérnego zanieczyszczenia pozywki i zarodka. Nastepnie zarodek umieszczamy w stlomce o
poj. 0,5 ml. W pierwszej kolejnosci zasysamy pozywke, nastgpnie powietrze i pozywke wraz z
zarodkiem i ponownie powietrze. Jezeli zarodki sg natychmiast transplantowane umieszczamy
stomke w pistolecie transplantacyjnym. W przypadku, gdy zamierzamy przechowywac zarodki,
stomka winna by¢ oznakowana i jej drugi koniec zamknigty (Fig. 6).
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Fig. 6. Sposdb umieszczenia zarodka w stomce.
Co decyduje o powodzeniu w uzyskiwaniu zarodkow ?

Istnieje szereg czynnikoéw, ktdre maja wplyw na wyniki uzyskiwania zarodkéw. Do
najwazniejszych nalezy:

1. Klacze. Od klaczy miodych, zdrowych, przejawiajacych regularne cykle procent
uzyskiwanych zarodkoéw jest prawie dwukrotnie wyzszy w pordéwnaniu do klaczy
starych 1 jatowiejacych.

2. Ogier 1 sposob przechowywania nasienia. Stosujac krycie naturalne ogierem o
sprawdzonej ptodnosci lub inseminacje nasieniem $wiezym uzyskuje si¢ znacznie
wiekszy procent zarodkow w pordéwnaniu, gdy do krycia klaczy uzywano ogierow o
obnizonej plodnosci. Roéznice uzyskiwanych zarodkow uzaleznione od ogiera
uzywanego do krycia klaczy moga wynosi¢ od 36 do 72%. Stosujac do inseminacji
nasienie mrozone otrzymuje si¢ roOwniez nizsze wyniki w pordwnaniu z wynikami
inseminacji nasieniem $§wiezym.

3. Wiek zarodkow. Wyniki uzyskiwania zarodkéw w 7-9 dnia po owulacji sa mniej wiecej
jednakowe 1 wynosza okoto 60%. Natomiast w 6 dniu po owulacji uzyskuje si¢ z reguly
o potowe mniej zarodkdw. Mniejszg liczbe zarodkdéw uzyskiwanych w 6 dniu po
owulacji przypisuje si¢ opdznionemu zejsciu zarodka z jajowodu lub niezbyt
doktadnemu okres$leniu momentu owulacji. Rozwoj zarodkow uzyskanych w wyniku
inseminacji nasieniem mrozonym jest nieco wolniejszy, dlatego od klaczy dawczyn
inseminowanych nasieniem mrozonym zaleca si¢ pozyskiwac¢ zarodki w 8-9 dniu po
owulacji.

4. Technika uzyskiwania zarodkéw. Niektorzy autorzy uwazaja, ze wyniki mozna znacznie

poprawi¢, jesli plukanie macicy wykonuje si¢ trzykrotnie. Zaleca, si¢ aby po kazdym
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wprowadzeniu plynu do macicy odczeka¢ okolo 3 minuty i dopiero po tym czasie
lewarowa¢ ptyn z macicy.

5. Wplyw sezonu. Najwigcej zarodkéw uzyskuje si¢ pézng wiosng, na poczatku lata i w
jesieni.

Ocena zarodkow

Ocena jako$ci zarodkoéw oparta jest gtownie na badaniu mikroskopowym przy uzyciu
roznych powigkszen. Brane sg pod uwage takie cechy jak wielko$¢, ksztalt, barwa, rozmiar
przestrzeni okotozottkowe;j, ilo§¢ zdegenerowanych i zniszczonych blastomerow, a takze stadia
rozwojowe zarodka. Zarodki klasyfikuje si¢ w skali 5-cio stopniowej. Zarodek sklasyfikowany
jako bardzo dobry lub dobry winien by¢ okragly, posiada¢ komorki jednakowej wielkos$ci, barwy
i struktury. Zarodki zaklasyfikowane, jako stabe lub niedostateczne moga posiadaé liczne
odrzucone blastomery, zdegenerowane komorki itp. Po transplantacji zarodkow zaliczanych do
grupy bardzo dobrych i dobrych stwierdzano cigz¢ u okoto 70% klaczy. Natomiast, gdy
transplantowano zarodki, ktore uzyskaly oceng¢ dostateczng lub nizszg wskaznik zrebnosci
wynosit zaledwie 17%.
Przechowywanie zarodkow

1. Krotkotrwale przechowywanie zarodkow. Do krotkotrwalego (do 6 godz.)
przechowywania zarodkow w temp. 17-20°C stosuje si¢ ptyn Dulbecco i PBS z
dodatkiem 10-20% surowicy ptodéw cielecych lub pozywke transportowa ,,EquiPRO™
Holding Medium” produkowang przez firm¢ MiniTube.

2. Przechowywanie zarodkéw w obnizonej temperaturze. Istnicje mozliwosé
przedtuzenia czasu zycia zarodkow do okoto 24 godzin podczas ich transportu w
temperaturze okoto +5°C. Tuz przed wystaniem zarodki nalezy umiesci¢ specjalnej
pozywce Hamsa F10 z dodatkiem 10% surowicy plodow cielgcych i w atmosferze 5%
CO2, 5% Oz i 90% N.. Gdy w tych warunkach przechowywano i transportowano
mtodsze zarodki, ktorych srednica nie przekraczata 0,3 mm uzyskiwano po ich
transplantacji zadawalajgce wyniki zazrebien. Natomiast w przypadku przechowywania
zarodkoéw starszych 1 ich transplantacji u wigkszosci klaczy biorczyn wystgpowata
resorpcja zarodkdw lub zamieranie ptodow we wezesnych stadiach rozwojowych.

3. Konserwacja zarodkow w cieklym azocie. Konserwacja zarodkéw koni w ciektym
azocie napotyka na wiele trudnosci 1 na $wiecie rodzi si¢ niewiele zrebigt po
zamrozonych-rozmrozonych zarodkach. Zarodki koni okazaty si¢ bardzie wrazliwe na
dziatanie niskich temperatur w poréwnaniu do zarodkéw innych gatunkoéw zwierzat.

Bariera, ktéra utrudnia przechodzenie do wnetrza zarodka substancji dodawanych do

11



pozywek (krioprotektoréow), ktore chronig komorki zarodka przed uszkodzeniami
podczas zamrazania/rozmrazania jest kapsuta. Dlatego, mtode 6-cio dniowe zarodki, o
srednicy nie przekraczajacej 0,3 mm, gdy sg w stadium moruli lub wczesnej blastocysty
lepiej zanoszg proces zamrazania-rozmrazania, w porownaniu do zarodkow starszych.
Zaleznie od uzywanych substancji ochraniajacych stosowane sg 3 metody
zamrazania zarodkow. Proces mrozenia zarodkéw odbywa si¢ etapami. Klasyczna
metoda polega na dodawaniu do pozywki wzrastajacych stezen glicerolu (substancja,
ktora chroni komorki zarodka przed uszkodzeniami podczas zamrazania/rozmrazania).
Gdy stezenie glicerolu osiagnie 10% zarodki umieszcza si¢ w stomce. Schtadzanie i
zamrazanie zarodkow przeprowadza si¢ w specjalnej zamrazarce (freezer) z
kontrolowanym komputerowo spadkiem temperatury. Rozmrazanie zarodkow nalezy
wykona¢ w dwu etapach. Po wyjeciu stomki z zarodkiem z cieklego azotu przetrzymuje
si¢ ja temperaturze pokojowej przez 10-15 sek. Nastepnie stomke szybko rozmraza si¢
w tazni wodnej przez o temp. 38°C przez 20 sek.
Metody transplantacji zarodkéw
Istnieja dwa sposoby wprowadzania zarodkéw do macicy klaczy; metoda chirurgiczna
(krwawa) w linii bialej lub w stabiznie i niechirurgiczna (bezkrwawa). Metody chirurgiczne,
pomimo, ze s3 czasochtonne, kosztowne a takze ryzykowne dla klaczy biorczyn, pozwalaja na
uzyskanie regularnych zaZrebieh w granicach 60-80%. Metoda bezkrwawa ze wzgledu na
charakterystyczng budowe szyjki macicznej jest tatwa do opanowania u klaczy. Jednak wyniki
transplantacji zarodkow tg metoda przez wiele lat byly nierowne 1 wahatly si¢ od 12.5% do 71%.
W ostatnich latach dokonano jednak wiele usprawnien, dzigki czemu uzyskuje si¢ wyniki, ktore
niewiele odbiegaja od wynikow zazrebien po transplantacji zarodkéw metoda chirurgiczna.
1. Metoda chirurgiczna (krwawa)

a. W linii bialej.

Zabieg przeprowadzany jest podczas pelnej narkozy klaczy i ulozeniu jej w pozycji
grzbietowej. Po przygotowaniu pola operacyjnego 1 po przecigciu S$cian brzucha
wprowadza si¢ reke do jamy brzusznej odszukuj macice. ROg macicy po stronie jajnika, na
ktérym stwierdzono wczesniej owulacje delikatnie podciaga si¢ na zewnatrz. Nastgpnie w
miejscu gdzie nie ma widocznych naczyn krwionosnych tepym koncem igly chirurgiczne;j
przebija si¢ $cian¢ rogu macicy. W powstaty otwor wprowadza si¢ koniec pipety i
deponuje zarodek w $wietle rogu macicy. Otwdér w $cianie macicy po wprowadzeniu
zarodka z reguty bardzo szybko zasklepia si¢ samoistnie. Migénie brzuszne zaszywa si¢

kilkoma warstwami szwoOw 1 zasypuje zasypkg antybiotykowg. Zabieg operacyjnego
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wprowadzenia zarodka w linii bialej trwa przecigtnie 1.5-2 godz. Dodatkowo nalezy

poswieci¢ uwage klaczy podczas pierwszych godz. i dni po operacji, az do catkowitego

wygojenia rany (Fig. 7).
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Fig. 7. Transplantacja zarodkéw metoda chirurgiczng w linii bialej. Operator lewa rgka
podtrzymuje rog macicy, rekg prawa odbiera od asystenta pipete szklang z zarodkiem.

b. w slabiznie.

Metoda ta zostala adoptowana z praktyki transplantacji zarodkéw bydla. Zabieg
wykonuje si¢ w poskromie, w pozycji stojacej klaczy przy ogodlnej sedacji po znieczuleniu
miejscowym. Po przygotowaniu pola operacyjnego i po przcieciu $cian brzucha na dlugosci
15-20 c¢m ponizej guza biodrowego w dot wprowadza si¢ reke do jamy brzusznej i odszukuje
macicg, wysuwajac jej rog lekko na zewnatrz. Zarodek deponowany jest w 1/3 dolnej dtugosci
rogu macicy podobnie jak podczas zabiegu transplantacji w linii bialej. Po wprowadzeniu
zarodka, miesnie, tkanki podskorne i skorg faczy si¢ szwem pojedynczym wg ogdlnych zasad

stosowanych w chirurgii (Fig. 8).
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Fig.8. Chirurgiczna metoda transplantacji zarodka w stabiznie. A — wyizolowany rég macicy
klaczy, B- wprowadzanie zarodka do rogu macicy.
2. Metoda niechirurgiczna (bezkrwawa)

Klacz wprowadzana jest do poskromu, ogon doktadnie owija si¢ czystym bandazem, a
okolicg sromu myje mydtem i nietoksycznymi srodkami odkazajacym, sptukuje letnig czysta
woda 1 wysusza jalowymi serwetami. Do wprowadzania zarodka uzywane sg pistolety
inseminacyjne typu Cassou, podobne do tych, ktore stosuje si¢ podczas inseminacji bydia
nasieniem mrozonym. Po wprowadzeniu stomki z zarodkiem do pistoletu, na pistolet nacigga
si¢ jatowa koszulke plastikowa, ktora przerywa si¢ pozniej po wprowadzeniu pistoletu do
trzonu macicy przez podciagnigcie jej konca zewnetrznego. Wykonujacy zabieg naktada
jatowa rekawice na reke i po lekkim rozchyleniu warg sromowych klaczy wprowadza reke do
pochwy klaczy i odszukuje szyjke macicy 1 lekko rozwiera jej kanat kierujac do niego koniec
pistoletu, ktory wprowadza si¢ powoli do trzonu lub rogu macicy. Po upewnieniu si¢ o
wlasciwym potozeniu pistoletu wewnatrz macicy deponuje zarodek. Niekiedy celem lepszego
ustalenia pipety w macicy, przed zdeponowaniem zarodka kontroluje si¢ przez prostnicg i
ustala polozenie konca pistoletu w macicy lub rogu. Zabieg wprowadzania zarodka do macicy
klaczy winien by¢ przeprowadzony w sposob jalowy 1 szybko bez dodatkowych

niepotrzebnych manipulacji w drogach rodnych klaczy (Fig. 9).
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Fig. 9. Przed zdeponowaniem zarodka w macicy klaczy biorczyni (Newmarket, 2002).

Jaki jest wplyw klaczy biorczyni na Zrebi¢ urodzone po transplantacji zarodkow?

Cigza u klaczy trawa 11 miesigcy, okres oseskowy, w ktorym zrebi¢ przebywa pod
bezposrednig opieka matki ok. 6 miesigcy. Jest to, zatem dlugi czas, w ktorym klacz moze
oddziatywa¢ na soje potomstwo. Nic tez dziwnego, ze hodowcy zainteresowani transplantacja
zarodkow zadaja coraz czeSciej pytania, jaki jest wptyw klaczy biorczyni na zrebi¢ urodzone
po transplantacji.

W  polowie lat osiemdziesigtych przeprowadzono w Krakowie eksperyment
mig¢dzyrasowej transplantacji zarodkow, ktorego celem bylo okreslenie wptywu klaczy
biorczyni na rozwoj zrebiat i ostateczng wielkos$¢ koni. Zarodki pobierano od matych klaczy
rasy konik polski, o $redniej masie ciata 380 kg i transplantowano je do duzych klaczy typu

zimnokrwistego o masie ciala ok. 720 kg (Fig. 10).
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Fig. 10. Klacz dawczynl zarodka nr.16 rasy konik polski i klacz blorczynl typu
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zimnokrwistego.

Po stwierdzeniu cigzy u klaczy biorczyn, dawczynie zarodkéw ponownie zazrebiano
tym samym ogierem. Otrzymano w ten sposob w odstegpie 1-2 miesiecy dwie pary klaczek
petnych sidstr i jedna par¢ ogierkéw pelnych braci. Kilka lat pozniej podobny eksperyment
migdzyrasowe] transplantacji zarodkow pomiedzy konmi petnej krwi angielskiej i pony
przeprowadzono Anglii.

Wiyniki tych eksperymentéw wykazaty, ze klacz najwigkszy wpltyw wywiera na swoje
potomstwo w okresie Cigzy. Istnieje bardzo duza zalezno$¢ pomiedzy powierzchnig tozyska a
cigzarem ptodu, co oznacza, ze im wigksza jest powierzchnia tozyska, tym wicksza bedzie
masa ptodu i noworodka. Nieco mniejsza zalezno$¢ wystepuje pomigdzy ciezarem matki a
cigzarem plodu, niemniej 1 w tym przypadku zaznacza si¢ tendencja, Zze im ci¢zsza 1 wigksza jest
klacz, tym wigksze bedzie urodzone przez nig zrebie. W okresie oseskowym i pozniej wyraznie
zaznaczaja si¢ dziedziczne uwarunkowania intensywnosci wzrostu zrebigt. Pomimo, ze zrebigta
urodzone po transplantacji przez duze klacze wysysaty od 300 do 600 kg mleka wiecej i1
przybyto ich w okresie oseskowym o 30-67 kg. wigcej] w porownaniu do zrebigt urodzonych
przez klacze konik polski to jednak tempo ich wzrostu w tym czasie byto wolniejsze w stosunku
do zrebiat kontrolnych. Po odsadzeniu zrebigt od matek, nastgpita dalsza rekompensata wzrostu
uwarunkowana cechami genetycznymi koni, jednak konie kontrolne, ktore urodzity si¢ mniejsze
nie nadrobity catkowicie strat rozwojowych z okresu ptodowego. Zrebieta urodzone przez duze
klacze typu zimnokrwistego, w wieku dojrzalym byly wyzsze (o okolo 2-5%) 1 miaty dtuzsze

kosci dhugie konczyn w poréwnaniu do koni kontrolnych urodzonych przez genetyczne matki
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rasy konik polski. Najwigksze réznice zaznaczyly si¢ w dlugosci kosci dhugich konezyn, ktore
kostnieja najwczesniej tj. kosci pecinowych (ok. 9%) 1 $rodrecza III (ok. 6%), (Fig. 10).
Pozostale czgsci ciata koni nie roznity si¢ pomiedzy osobnikami urodzonymi po transplantacji
przez duze klacze a osobnikami urodzonymi przez genetyczne matki. Badania te wykazaty, ze
niezaleznie od genetycznych uwarunkowan istotny wptyw na ostateczny wzrost koni wywiera
odzywianie ptodu podczas cigzy oraz w mniejszym stopniu mleczno$¢ matki w okresie

oseskowym zrebiat.
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Fig. 10. Efekt matczyny duzych klaczy biorczyn zarodkéw na wzrost 1 dlugos¢ kosci konczyn
»transplantowanych” Zrebigt rasy koniki polski. Roznice pomigdzy ,.transplantowanymi” a
kontrolnymi Zrebigtami podano w procentach. A- po urodzeniu, B — po odsadzeniu, C- w
wieku dojrzatym (9 1 13 lat).

Ciekawe obserwacje wptywu klaczy biorczyn na wielko$¢ 1 charakter sportowych koni
gorgcokrwistych przeprowadzono ostatnio w Szwajcarii 1 Austrii. Badano 10 reakcji
emocjonalnych m.in., zdolno$¢ do przystosowania si¢ do zycia w stadzie, ogdlny poziom
aktywnos$ci, poziom reakcji stresowych, zdolno$¢ uczenia si¢, reakcje na ludzi, reakcje
stereotypowe, itp. Jedynym zaobserwowanym efektem klaczy biorczyni byla lepsza zdolnos¢
uczenia si¢ do przystosowania si¢ do zycia w stadzie potomstwa uzyskanego w wyniku
transplantacja zarodkow. Natomiast pozostale cechy zachowania byty uwarunkowane cechami
genetycznymi ojca lub genetycznej matki. Zaobserwowano réwniez, ze tej samej rasy klacze
biorczynie co dawczynie nie wywieraja istotnego wplywu na wielko$¢, budowe i
charakterystyczne cechy urodzonych koni po transplantacji zarodkow. Wigkszos¢ badanych cech

u koni urodzonych po transplantacji zarodkow byta uzalezniona od genetycznych wiasciwosci
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rodzicobw. Niezaleznie jednak od tych obserwacji prawie 74% hodowcow niemieckich,
szwajcarskich i austriackich wybiera dla zarodkow pozyskiwanych od klaczy sportowych klacze
biorczynie goragcokrwiste.
Koszt transplantacji

Koszty transplantacji zarodkow sg zr6znicowane i zalezg od wielu czynnikéw. Jezeli
hodowca posiada wtasne klacze dawczynie i biorczynie koszty transplantacji bedg uzaleznione
od ceny ustug weterynaryjnych (badanie 1 synchronizacja cyklu klaczy dawczyni 1 biorczyn)
oraz ceny ustugi specjalisty wykonujgcego pozyskiwanie, odszukiwanie, ocen¢ i transplantacje
zarodkow a takze kosztow pozywek i sprzgtu uzywanego do pozyskiwania i transplantacji
zarodkow. Niezaleznie zatem od wynikoéw uzyskiwania i transplantacji koszt pojedynczej proby
moze si¢ waha¢ od 3000 do 4000 zt,. Jezeli hodowca zdecyduje si¢ na transport klaczy do
osrodka transplantacji zarodkéw dodatkowo nalezy uwzglgdni¢ ceng transportu i utrzymania
koni.

Niektore osrodki transplantacji zarodkéw podpisuja ze swoimi klientami umowy, W
ktérych uwzglednia si¢ koszt nasienia, zarodka 1 ustugi oraz cigz¢ u klaczy biorczyni stwierdzang
w 16 1 40 dniu po zabiegu transplantacji. Po czym klient odbiera Zrebna klacz biorczyni¢ z
os$rodka. Zaleznie od wartosci ogiera i klaczy dawczyni, cena takiej ustugi moze by¢ bardzo

wysoka i sigga¢ kilkudziesieciu tysiecy dolarow.
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