ransplantacja zarodkow po-
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i wprowadzeniu go do macicy klaczy

nazywanej biorczynia. Klacz biorczy-

mi peini role matki zastepczeij, ktora

roglm 1 odchowuje zrebie klaczy daw-

yni. Natomiast klacz dawczyni

e zosta¢ ponownie zazrebio-

a W nastepnym cyklu i urodzié swo-

je ’ﬁ_geble lub moze byé¢ wykorzysta-

na jako dawczyni kolejnych zarod-
kow.

Rozwdj metody

cji zg,mdkow urodzﬂy sie memal row-
Nastepnym udanym zableglem
trgnsplantacji byt eksperyment mie-
dzynarodowej wymiany zarodkéw
pomiedzy Anglig a Polska w 1975 r,
tym czasie nie znano jeszcze me-
tody konserwacji zarodk6w i na czas
y podrézy jako inkubatory dla zarod-
kow wykorzystano kréliki, W Anglii,
od Kklaczy rasy walijski kuc gorski,
pobrano zarodki i umieszezono je
W podwigzanych jajowodach trzech
§ " zywych krolic. Nastepnie kroliki te
H przywieziono samochodem z Cam-
bridge do Krakowa, a z ich jajowo-
dow wyplukano zarodki, ktore trans-
plantowano do odpowiednio przygo-
towanych Klaczy biorczyn. W wyniku
tego eksperymentu urodzily sie
W Krakowie w 1976 r. dwa, ogierki ra-
sy walijski kuc gorski. Ogierki te

Pierwsze zrebieta po transplanta--

I VAUKA

Marian Tischner

W 1983 1 1984 r. zostaly sprowadzone
przez prof. Ewalda Sasimowskiego
do Felina i z powodzeniem wykorzy-
stane do wytworzenia kucéw felifi-
skich. Kolejne udane zabiegi trans-
plantacji zarodkow przeprowadzono
W USA w 1979 1. Pierwsze polskie zre-
bigeta po transplantacji zarodkéw
urodzily si¢ w Krakowie w 1982 r-
Pomimo wielu préb konserwacji
zarodkéw w cieklym azocie, podej-
mowanych pod koniec lat siedem-
dziesigtych réwniez w Polsce, nie
udalo sie wowczas uzyskaé tg drogg
zrebigt. Pierwsze dwa zrebieta
Po zamrozonych/rozmrozonych za-
rodkach urodzily sie w Japonii do-
piero w 1982 r. W Anglii w 1985 r
urodzily sie dwa zrebieta rasy konik
polski po transplantacji metodg
chirurgiczng zarodkow zamrozo-
nych w Krakowie. W 2005 r. urodzito
sie z kolei zrebie w Krakowie w wy-
niku niechirurgicznej transplantacji
zarodka zamrozonego w Newmar-
ket (Anglia).
Ze wzgledu na stosunkowo latwe
i nie szkodzace zdrowiu Kklaczy pozy-
skiwanie zarodkéw, ich transplanta-
cje zaakceptowato juz wiele ZWigz-
kéw hodowlanych. Od 1983 1. te me-
tode rozrodu na skale praktyczng
zaczeto stosowacé w niektorych kra-
jach. Obecnie jest ona szeroko stoso-
wana w Argentynie, gdzie pobierane
89, zarodki od wybitnych klaczy uzy-
wanych do gry w polo, a takze
w USA, Brazylii i w Europie Zachod-




niej, gdzie z kolei dawczyniami za-
rodkow sa Klacze sportowe oraz Kkla-
cze czystej krwi arabskiej. W Argen-
tynie pierwsza komercjalna stacja
transplantowata w 1989 r. 75 zarod-
kow, a w sezonie 2007/08 funkcjono-
walo juz 11 duzych stacji i w wyniku
transplantacji urodzilo si¢ ponad
5,5 tys. zrebiat.

Korzysci
o uzyskanie wiekszej liczby zrebigt
od wybitnych klaczy i tym samym
przyspieszenie postepu hodowlane-
go. W jednym roku mozna uzyskac
dodatkowo od Klaczy 2-4 zrebigta;
o otrzymywanie zrebigt od klaczy
sportowych bez koniecznosSci przery-
wania ich udzialu w zawodach lub
pokazach;
o ugyskanie Zrebigt od starszych,
wartosciowych Klaczy, ktore z roz-
nych wzgledow nie mogg juz rodzi¢
np. chronicznie ronig, (jednak szansa
otrzymania potomstwa od tych kla-
czy jest znacznie mniejsza w porow-
naniu do zdrowych klaczy),

» otrzymanie Zrebigt od bardzo mio-
dych klaczy, np. dwuletnich, a wiec
okolo roku, do dwoéch lat wezesniej,
nim osiggng dojrzalo$é somatyczng
izostang wigczone do rozrodu (skro-
cenie miedzypokoleniowego odste-
pu i tym samym przyspieszenie po-
stepu genetycznego);

o przez odpowiedni dobor klaczy
biorczyni mozna wywiera¢ wplyw
na rozwoj i ostateczny wzrost koni
urodzonych po transplantacji za-
rodkow;

° mozliwos¢ szerokiej miedzynaro-
dowej wymiany materialu genetycz-
nego (eksport-import) w postaci za-
rodkéw konserwowanych bez ko-
nieczno$ci uciekania sie do bardzo
kosztownego transportu zwierzat;

o wiascicielowi wartosciowej klaczy
dawczyni transplantacja umozliwia
uzyskanie dodatkowych korzysSci fi-
nansowych ze sprzedazy zarodkow;

° poprzez zamrazanie zarodkow ist-
nieje mozliwo§¢ tworzenia rezerwy
genetycznej warto$ciowych linii lub
zagrozonych ras koni. Nalezy jednak

A - schemat jajnika, jajowodu i rogu macicznego klaczy
(strzalkq zaznaczono miejsce zaplodnienia)

B - zarodek 6-blastomerowy

C - morula (strzatkami zaznaczono ostonke preejrzysiq)

D - blastocysta (strzalkq zaznaczono wezet zarodkowy)

A - scheme of the ovary, oviduct and ulerine horn of a mare
(the arrow marks a spot of fertilization)

B - an embryo with 6 blastomeres

C - a morula (the arrow marks a transparent membrane)
D - a blastocyst (the arrow marks an inner cell mass)

Embryo Transfer eart1

The transplantation of embryos consists
in taking an embryo from a mare called
,bhe donor” and inserting it to the uterus
of another mare, called ,the recipient”.
The recipient mare acts as a foster mo-
ther, bearing and nursing a foal of the do-
nor mare. Thus the donor mare can get
re-bred in the next cycle and either gives
birth to the foal, or is used as a donor of
subsequent embryos.

The Development
The first foals from embryo transfer were
born almost simultaneously in England
and Japan, in 1973. Another successful
transplantation surgery was an interna-
tional experiment of embryo exchange
between Poland and England in 1975. At
that time no methods of embryo prese-
rvation were known, so the embryos were
stored for the transport in ligated ovi-
ducts of female rabbits. This way were
brought to Poland embryos taken from
a Welsh Mountain Pony mare in England.
The rabbits were transported by car from
Cambridge to Cracow, where the embryos
were rinsed out from their oviducts and
inserted to the wombs of recipient mares.
As a result, in 1976 in Cracow born were
two Welsh Mountain Pony colts. In 1983
and 1984 they were purchased by Profes-
sor Ewald Sasimowski to the Experimen-
tal Station Felin, in order to use them in
the Felin Pony breeding program. Subse-
quent successful operations of embryo
transfer were conducted in 1979 in the
US, whereas first Polish foals produced
this way were born in Cracow in 1982.
Despite many attempts of preservation
of embryos in liquid nitrogen, until the
end of the seventies in Poland no foal
was produced this way. First foals obta-
ined from frozen-and-defrosted embryos
were born in Japan only in 1982. In 1985
in England born were two Polish Native
Pony foals from surgically transplanted
embryos frozen in Cracow. In 2005 in Cra-
cow born was a foal from an embryo fro-
zen in Newmarket (England) and trans-
planted by a non-surgical method.
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Such way of acquiring embryos is relati-
vely easy and harmless for the mare’s
health, so it was accepted by many bree-
ders unions. Since 1985 that method of
reproduction is applied in practice in so-
me countries, as in Argentina, where it is
widely used for obtaining embryos from
polo-pony mares, but also in the US,
Brazil and Western Europe, where as do-
nors serve mares used in sport and pure-
bred Arabians. For example, in Argenti-
na the first commercial embryo transfer
center in 1989 transplanted 75 embryos,
whereas in the season 2007/2008 active
were 11 such centers and more than
5,500 foals were born this way.
Benefits of the Embryo Transfer
* Obtaining more embryos from the sa-
me mares, thus acceleration of the bre-
eding progress. From one mare during
areproductive season one can obtain 2-4
additional foals.
* Foals can be obtained from mares used
in sport without disrupting their sports
career.
¢ Possible is obtaining foals from old, but
valuable mares, who for certain reasons
are not able to carry to term (the proba-
bility of successful parturitions is, howe-
ver, much lower than in healthy mares).
¢ Possible is obtaining foals from very
young mares one or two years before
they achieved their normal, reproductive
age, what means shortening of genera-
tion gap, thus acceleration of the bree-
ding progress.
* By a proper selection of recipient ma-
res a breeder can influence growth and
development of foals born from embryo
transfer.
* It enables a broad international
exchange of genetic material through
exportations and importations of rese-
rved embryos, in order to avoid an
expensive transport of animals.
* It enables an owner of a valuable donor
mare to achieve an extra income from
selling embryos.
* Freezing embryos enables creating ge-
netic reserves of valuable bloodlines or
endangered breeds of horses. One must,
however, consider a high sensitivity of
embryos to freezing and defrosting, what
causes significantly lower percentage of
successful foalings from transplanta-
tions of frozen embryos, compared to fre-
shly taken ones.
Impediments to a wide spreading of
embryo transfer
* Lack of effective method of triggering
super ovulation in mares, what limits
achieving such a quick genetic progress,
as, for example, in cattle. During one re-
productive season one can obtain maxi-
mum 7-8 embryos from a mare, whereas
a mean value reaches 3-4 ones.
* Certain breeders associations refuse to
register foals born by embryo transfer.
* High sensitivity of embryos to freezing
and defrosting.

bra¢ pod uwage duzg wrazliwosé za-
rodkow koni na zamrazanie/rozmra-
zanie i znacznie mniejszy procent
urodzen zrebiat po transplantacji
zarodkow mrozonych w poréwnaniu
do zarodkow §wiezych.

Utrudnienia

Przeszkody w szerokim rozwoju
metody transplantacji zarodkow
u koni, to:
* brak skutecznych metod wywoly-
wania superowulacji u klaczy, co
znacznie ogranicza uzyskiwanie tak
szybkiego postepu genetycznego,
jak np. w hodowli bydia. W ciggu jed-
nego sezonu mozna uzyskaé maksy-
malnie 7-8 a &rednio 3-4 zarodki
od jednej klaczy;
° niektore zwiazki hodowlane nie wy-
razajg zgody na rejestracje zrebiat uro-
dzonych po transplantacji zarodkow;
° duza wrazliwosé zarodkow na za-
mrazanie/rozmrazenie.

Zaplodnienie

Na wiosne, gdy rozpoczyna sie
u koni sezon rozrodczy, Klacze zaczy-
najg przejawia¢ cykliczne ruje.
W czasie rui, ktora trwa 4-8 dni,
na jajniku rosnie pecherzyk, a we-
wnatrz niego dojrzewa oocyt (game-
ta zenska), po owulacji nazywany juz
komorka jajowa. Pod koniec rui pe-
cherzyk peka, ,wyrzucajac” do jajo-
wodu komorke jajowa. Jezeli w tym
czasie klacz zostanie pokryta lub
unasienniona dochodzi do zaplod-
nienia komorki jajowej i tworzy sie
jednokomorkowy zarodek, zwany zy-
gota. Zygota otoczona jest przez
sprezysta oslonke przejrzysta.
Po okoto 24 godzinach od chwili za-
plodnienia zygota dzieli sie na dwie
komorki, zwane blastomerami. Dal-
szy podzial blastomeréow nastepuje
co kilkanascie godzin, w wyniku cze-
20 powstaje zarodek 4-, 8- i 16-bla-
stomerowy. Po 4-5 dniach 32-komor-
kowy zarodek, swym ksztaitem przy-
pominajacy owoc morwy lub maliny
i nazywany morula, rozpoczyna pro-
dukcje hormonu PGEg,. Hormon
ten powoduje skurcze jajowodu
przesuwajace przez niego zarodek
i umozliwijace przedostanie sie
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do macicy. Zarodek opuszczajacy ja-
jowdd nie jest widoczny golym
okiem, jego $rednica wynosi zaled-
wie 0,15 mm. Okolo 7 dnia po zaplod-
nieniu zaczyna tworzy¢ sie na zarod-
ku kapsula, ktora bezposrednio
przylega do zarodka. Jest to dodag-
kowa sprezysta oslona otaczajaca
zarodek. Zarodek 7-8-dniowy oto-
czony jest zatem przez kapsule
i oslonke przejrzysta. Wewnatrz za-
rodka tworzy sie jamka Srodkows,
wypelniona plynem i morula prze-
ksztaica si¢ w blastocyste. Na biegu-
nie blastocysty powstaje tarczka za-
rodkowa, z ktorej rozwinie sie poz-
niej pldd, a z pozostalych komorek
otaczajacych zarodek - lozysko.
Srednica zarodka 8-dniowego moze
si¢ waha¢ od 0,4 do 0,9 mm, $rednio
wynosi 0,4 mm i zarodek w tym sta-
dium rozwojowym moze juz by¢ do-
strzegany golym okiem.,

W 8-9 dniu po zaplodnieniu oslon-
ka przejrzysta zostaje zrzucona z za-
rodka, pozostaje natomiast nadal
kapsuta, ktéra utrzymuje sie na za-
rodku do okolo 26-28 dnia. Rola kap-
suly nie jest calkiem wyjasniona.
Przypuszcza sig, ze podobnie jak
oslonka przejrzysta ochrania zaro-
dek przed infekcjami drobnoustro-
jow, a takze stanowi filtr w wymianie
substancji odzywczych pomiedzy
matka a rozwijajacym sie ptodem.

Po okoto 6 dniach od chwili za-
plodnienia zarodek przedostaje sie
do macicy i rozpoczyna migracje we-
wnatrzmaciczng. 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 prawdopodob-
nie wyrazne sygnaly, ktorych celem
jest informowanie matki o swej
obecnosci w macicy. W 16-17 dniu za-
rodek konczy swa, wedrowke, lecz nie
zagniezdza sig, a dzieki napieciu
Scian macicy pozostaje nieruchomo
u podstawy jednego z rogow macicy.

Wybor klaczy
Wyboru dawezyni zarodkéw doko-
nuje najczesciej wiasciciel klaczy, lub
potencjalny nabyweca zarodka. Nie-




Przed zdeponowaniem zarodka w macicy klaczy biorczyni
Before inserting of an embryo in the ulerus of a recipient mare
(Newmarket 2002)

zaleznie jednak od warto$ci hodow-
lanych i uzytkowych nalezy réwniez
przy wyborze dawczyni uwzglednié
zdrowie i wiek klaczy. Z punktu wi-
dzenia skutecznosci zabiegu, najle-
piej jezeli dawezyni jest w dobrej
kondycji fizycznej i wykazuje regu-
larne cyKle rujowe.

Wybor zdrowej klaczy na biorczy-
nie jest podstawowym warunkiem
powodzenia transplantacji zarod-
kow. Wybér Klaczy biorczyni winien
by¢ oparty na doktadnym wywiadzie
i badaniu klaczy. Klacz biorczyni
nie moze budzi¢ zadnych podej-
rzen zdrowotnych, ze szczegolnym
uwzglednieniem ukiadu rozrodcze-
g0. Z reguly dobiera sie klacze bior-
czynie 0 podobnej masie ciala do kla-
czy dawczyn. Najczesciej wybierane
sq klacze w wieku 3-10 lat, ktore ro-
kuja, ze beda dobrymi matkami.
Podczas badania zwraca sie szcze-
gblng uwage na stan macicy. Napie-
cie §cian macicy powinno by¢ dobrze
wyczuwalne. Rogi macicy na obrazie
ultrasonograficznym winny by¢
echogeniczne, jednolite, nie wykazy-
waé zbyt duzych roznic pomiedzy
warstwa blony Sluzowej i miesniowej
oraz charakteryzowac sie okraglym,
rurowatym Kksztaitem. Bardzo po-
mocne mogg by¢ rowniez wyniki
oceny bakteriologicznej i cytologicz-

nej wymazow z macicy, a takze wyni-
ki histologicznej oceny biopsji biony
§luzowej macicy.

Synchronizacja cyklu

Stopien synchronizacji owulacji
pomiedzy klaczami dawczyniami za-
rodkéw a biorczyniami ma istotne
znacznie dla uzyskania zadowalajg-
cych wynikéw transplantacji zarod-
kow. Cykl rujowy obejmuje dni,
w ktorych Kklacz przejawia ruje
i okres miedzyrujowy. Cykl ten u ko-
ni przecietnie trwa 21-22 dni. Jako
dzien ,,0” przyjmuje sie date wysta-
pienia owulacji. Jezeli klacz biorczy-
ni owuluje w tym samym dniu, co
Klacz dawczyni, stopien synchroni-
zacji oznacza sie ,,0”. Natomiast, gdy
u klaczy biorczyni owulacja wystapi-
1a jeden, dwa lub trzy dni wcze$niej,
stopien synchronizacji oznacza sie
+1, +2, +3. W przypadku, gdy owula-
cja u Klaczy biorczyni wystgpila je-
den, dwa lub trzy dni pézniej stopien
synchronizacji oznacza si¢ -1, -2, -3.

Stosujac niechirurgiczny sposob
transplantacji zarodkow, optymal-
nym stopniem synchronizacji jest -1
lub -2, tzn. gdy owulacja u klaczy
biorezyni wystapita 1 do 2 dni poz-
niej w stosunku do klaczy dawczyni.
W przypadku wiekszych réznicy syn-
chronizacji cyklu pomiedzy klaczami

How an embryo
comes into being and grows

In spring, when the reproductive season
in horses begins, mares start to come in
heat. During the oestrus cycle, which lasts
4-8 days, on an ovary grows a follicle, insi-
de of which ripens an oocyte, after an ovu-
lation called an egg. Just before the end of
oestrus the follicle bursts, throwing an
egg to the oviduct. If the mare is covered
or inseminated at that time - the egg is
fertilized and turns into an unicellular em-
bryo, called a zygote. The zygote is pro-
tected by a transparent, flexible film. In 24
hours after fertilization it divides into two
daughter-cells, called blastomers. Each of
them in several hours divides into 4, 8 and
16 blastomers. After 4-5 days it consists
already of 32 cells and resembles a rasp-
berry or mulberry fruit. That’s why it is
called morula, producing a PGEg, hor-
mone. It evokes contractions of an ovi-
duct, pushing an embryo to the uterus. In
that moment embryos are not visible with
the naked eye, because its diameter re-
aches only 0.15 mm. In about 7th day after
fertilizing the embryo gets another coat,
called the capsule, sticking directly to it.
Inside of it grows a pit filled with a liquid.
Then morula turns into a blastocyst. On
its pole grows an embryo disc, from which
subsequently develop a foetus, whereas
the remaining cells turn into a placenta.
The diameter of a 8-days-old embryo re-
aches from 0.4 to 0.9 mm and can be seen
with the naked eye.

In 8th-9th day from the fertilization
a transparent film is removed from the
embryo, whereas the capsule stays until
26th or 28th day. Its function is not fully
explained yet. It supposedly protects an
embryo against the germ infections and
participated, as a filter, in an exchange of
nutritional stuffs between the mother
and growing foetus.

After about 6 days from the fertilization an
embryo gets to the uterus and begins an
intrauterine migration, passing continu-
ously from one uterine horn to another. In
one day it can pass there and back for 10
to 20 times. On the way it probably sends
clear signals, informing the dam about its
presence in the uterus. In 16th or 17th day
the embryo ends its migration, but it does
not take root into one of the uterine walls,
but due to their tension it can settle mo-
tionless on the basis of one horn.

Selecting of the donor mare
Either the mare’s owner, or a potential
embryo buyer can choose a donor mare.
Anyway, apart from the breeding and use
value, the choice should also consider
health and age of the mare. The better
condition shows the donor mare and the
more regular are her oestrus cycles — the
more effective is the treatment.
Selecting of the recipient mare

To ensure a successful transplantation,
the recipient mare, above all, should be
in a good health. Picking of a suitable
mare must be preceded by thorough
examinations, especially of her reproduc-
tive system. Mostly selected are mares af
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Odszukiwanie zarodka
Seeking of an embryo

the age of 3 to 10 years, with a body mass
similar to donor mares. Especially thoro-
ughly should be examined an uterus of
a potential recipient mare. The tension
of uterine walls should be clearly felt,
whereas its horns, when USG-tested,
should show round, tube-like shape and
their mucous membranes should not dif-
fer a lot from their muscular membranes.
To a proper evaluation helpful might be
also the results of bacteriological, cytolo-
gical and histological examinations of
the mare’s uterus, as cervical smear or
mucous membrane biopsy.
Oestrus Cycle Synchronization

The degree of ovulation synchronization
between donor and recipient mares has
a significant influence upon the satisfy-
ing results of an embryo transfer. The
oestrous cycle in horses, consisting of
oestrus and anoestrus, lasts on average
21-22 days. As an ,,0-day” taken is the day
of an ovulation. If the recipient mare
ovulates in the same day as the donor, we
mark the degree of synchronization as
»0”. When in the recipient mare the ovu-
lation occurred 1, 2 or 3 days earlier than
in the donor - the synchronization is
marked +1, +2 or +3. When, in turn, the
recipient mare had her ovulation 12o0r3
days later than the donor one - we mark
the degree of synchronization as -1,-2 or
-3, respectively.

If we decided to apply the bloodless sys-
tem of embryo transfer, the optimum de-

dawczyniami a biorczyniami uzysku-
je sie coraz bardziej obnizone wyniki
zazrebien lub nastepuje resorbcja
zarodkow do 30 dnia po owulacji.

W praktyce moze sie zdarzyé, ze
synchronizacja cyklu i owulacji kla-
czy .dawezyn i biorczyn wystapi
spontanicznie. Niemniej, gdy dyspo-
nuje si¢ malg liczbg zwierzat, lekarz
weterynarii moze zastosowaé syn-
chronizacje cyklu, podajac w roz-
nych kombinacjach pojedyncze lub
dwukrotne zastrzyki prostaglandyny
albo progestageny oraz hCG lub
GnRH. W ten spos6b najczesciej dla
jednej klaczy dawezyni synchronizu-
je sie dwie lub trzy Klacze biorycznie.

OSrodki transplantacji zarodkow
z reguly utrzymuja od kilkudziesie-
ciu do kilkuset Klaczy biorczyn,
u ktorych przebieg cyklu jest syste-
matycznie kontrolowany. W razie po-
trzeby wybierana jest odpowiednia
Kklacz, ktorej cykl jest zsynchronizo-
wany z cyklem klaczy dawczyni.
W Argentynie mniejsze osrodki
transplantacji zarodkow dla 15 kla-
czy dawczyn utrzymujg 35 Klaczy
biorczyn, a duze osrodki dla 250 kla-
czy dawezyn utrzymuja az 700 kKlaczy
biorczyn. Wskaznik zrebnosci bior-
czyn w mniejszych o§rodkach czesto
przekracza 90%, a w duzych 85%.

Uzyskiwanie zarodkow

Istnieje kilka metod uzyskiwania
zarodkow:

e Metoda chirurgiczna - pozwala
na uzyskanie zarodkow we wcze-
snych stadiach rozwojowych wprost
Z jajowodu. Zabieg przeprowadza
si¢ po uprzednim wywolaniu gtebo-
kiej narkozy i ulozeniu klaczy w po-
zycji grzbietowej. Nastepnie przygo-
towuje sie pole operacyjne i wyko-
nuje laparotomie, odszukuje jajowo-
dy i poprzez plukanie jajowodu
po stronie jajnika, na ktorym weze-
Sniej stwierdzono owulacje, wypiu-
kuje zarodek. Ze wzgledu na pewne
ryzyko ogoélnych i miejscowych po-
wiklan pooperacyjnych metoda ta
Jest stosowana tylko w wyjatkowych
przypadkach.

» Metoda bezkrwawa. Zastosowa-
na po raz pierwszy przez Japonczy-

86

kow w 1972 r. Zasadnicza, zaletg, tej
metody jest mozliwos¢ wielokrotne-
20 powtarzania zabiegu bez ujemne-
20 wplywu na dalszg plodnosé kla-
czy. Bez wzgledu na liczbe zabiegow
i pozyskanych zarodkow, Kklacze
dawczynie Iatwo zazrebiajg sie w ko-
lejnych cyklach, dajg normalne za-
rodki lub sg zdolne donosié¢ cigze ro-
dzac zdrowe Zrebieta.

Metoda ta jest stosunkowo prosta.
Szyjka macicy klaczy jest krotka
i znacznie latwiej mozna przeprowa-
dzi¢ przez jej kanal cewnik do pluka-
nia macicy anizeli np. u bydia. Za-
bieg uzyskiwania zarodkow metods,
bezkrwawa przeprowadza sie naj-
czeScie] w 6-9 dniu po owulacji.
Do plukania macicy stosowany jest
plyn zwany Dulbecco.

W handlu spotyka sie gotowe ze-
stawy plynow do wyplukiwania oraz
krotkotrwalego przechowywania za-
rodkow. Klacz przed zabiegiem
wprowadzana jest do poskromu,
gdzie usuwa sie z jej prostnicy zale-
gajacy kal. Nastepnie ogon klaczy
owija sie czystym bandazem, a srom
i okolice dokladnie myje czysta wo-
da, mydiem, §rodkiem dezynfekeyj-
nym, splukuje sie kilka razy biezacg
woda i wysusza jalowym recznikiem.

Plyn wprowadzany jest do macicy
przy pomocy jalowego, dwudrozne-
g0, gumowego lub plastikowego
cewnika dlugo$ci ok. 1-1,5 m, maja-
cego na koncu gumowy balonik.
Cewnik wprowadzany jest do trzonu
macicy na glebokos¢ okolo 4-5 cm
przy pomocy reki ochronionej jalo-
wa rekawicg. Celem uszczelnienia
ujScia macicy gumowy balonik na-
pelnia sie powietrzem do objetosci
ok. 60-80 ml. Plyn podgrzany
do temperatury ciaila klaczy wpro-
wadzany jest do macicy pod niewiel-
kim ci$nieniem. Objetosé¢ wlewane-
g0 plynu waha sie zaleznie od wiel-
kosci klaczy od 500 do 1000 ml. Cha-
rakterystycznym objawem wypel-
nienia macicy jest lekki niepokdj
klaczy. Plyn z macicy lewarowany
jest bezposrednio do sterylnego na-
czynia np. o ksztalcie gruszki lub po-
diuznego cylindra. Obecnie stosuje
sie specjalne filtry, przez ktore prze-




puszczany jest plyn lewarowany
z macicy, zatrzymujace zarodki i na-
stepnie ulatwiajgce ich odnalezie-
nie. Po prawidiowo wykonanym za-
biegu plukania winno sie uzyskac
od 90 do 95% klarownego i bez zad-
nych domieszek §luzu, nabionka lub
krwi plynu wprowadzonego do ma-
cicy. Jezeli plyn zalega w macicy na-
lezy klaczy podaé¢ dozylnie 20 j. m.
oksytocyny lub wykonaé¢ delikatny
masaz macicy przez prostnice. Za-
bieg plukania macicy moze by¢ po-
wtarzany dwu- lub trzykrotnie.

Po zabiegu pozyskania zarodkow
7 reguly podajemy Klaczy prosta-
glandyne PGF9q,, co stymuluje j€j
powrot do normalnego cyklu.

Odszukanie zarodkow

Masa zarodkow jest wieksza
od ciezaru wlasciwego plynu uzywa-
nego do piukania macicy i z reguly
po 15-20 minutach opadaja one
na dno naczynia. Jezeli piyn jest kla-
rowny i czysty, wieksze zarodki moz-
na zauwazy¢ golym okiem podczas

gree of synchronization would be -1 or -2,
i. e. if in the recipient mare ovulation occu-
rred 1 or 2 days later than in donor mare.
In the case of bigger differences between
donors and recipients we’d obtain lower
foaling rates or the embryos would be re-
sourbed within 30 days from the ovulation.
In practice it can happen, that oestrous

cycles and ovulations in donor and reci-

pient mares occur spontaneously. Never-
theless, when we have a limited number
of animals at our disposal, a vet can syn-
chronize their cycles, applying the injec-
tions of prostaglandine, progestagenes,
hCG or GnRH. In such a case we usually
synchronize two or three recipient mares
for one donor mare.
The embryo transfer centers usually ma-
intain from several dozen to several hun-
dred recipient mares with controlled
oestrous cycles. If necessary, picked is
one with a cycle synchronized with a do-
nor mare’s cycle. In Argentina in smaller
centers for 15 donor mares kept are 35
recipient mares, whereas in greater cen-
ters, keeping 250 donor mares, mainta-
ined are 700 recipient ones. As a result, in
smaller outlets the pregnancy rate often
exceeds 90%, whereas inl big ones 85%.
The methods of obtaining embryos
* The surgical method
The surgical method enables us to obta-
in embryos in early stages of develop-
ment, straight from the oviducts. The
surgery is conducted in a deep anaesthe-

sia, when a mare is positioned on her
back. After preparing the operative area,
oviducts are located using the laparoto-
my method and an embryo is rinsed out
from the oviduct on the side of that ova-
1y, in which ovulation took place. Becau-
se of a certain risk of complications, that
method is applied only in exceptional cir-
cumstances.

¢ The bloodless method

For the first time it was applied in Japan
in 1972. The main advantage of that me-
thod is a possibility of multiple repeating
of the operation without any negative in-
fluence on the further fertility of a mare.
Regardless to the number of treatments
and obtained embryos, donor mares in
subsequent cycles easily get in foal, deli-
vering normal embryos or bearing heal-
thy foals.

That method is relatively easy. The ma-
re’s cervix is short, so inserting of a ca-
theter through its canal is easier than in
cows. This way embryos are taken on 69
day after ovulation. For rinsing an uterus
used is a Dulbecco liquid.

In the market available are ready sets of
liquids for rinsing out and storing embry-
0s. A mare before the operation is secu-
red in a crate, where the faeces are remo-
ved from her rectum. Then her tail is
wrapped with a clean bandage, whereas
the vulva is washed with water with soap
or other disinfectant, then rinsed and
dried with a sterile towel.
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The liquid is poured into the uterus by
a sterile, plastic or rubber catheter of 1-
1.5 m length, with a rubber syringe atta-
ched to its end. The catheter is inserted
to the body of the uterus on the depth of
4-5 cm, by a hand protected with a steri-
le glove. The rubber syringe, filled with
air, serves to insulate the mouth of the
cervix, when the liquid, slightly heated to
the body-temperature, is poured into it.
According to the size of a mare, used is
from 500 to 1,000 ml. Then the liquid is
drained back from the uterus to a sterile,
pear-shaped or cylindrical container. Re-
cently used are special filters for separa-
ting embryos. If the treatment was con-
ducted correctly - about 90-95% of the li-
quid, clear and without undesired admix-
tures of blood, mucus and epithelium —
should be regained. If it still lies in ute-
rus, we can give a mare an intravenous
injection of oxytocine or gently massage
the uterus per rectum. The rinsing can
be repeated two or three times. After ta-
king the embryos we usually treat the
mare with prostaglandine PGFg,, what
enables her to get back into a normal
cycle.

How to separate embryos

Their mass is higher than the specific
gravity of rinsing liquid, so the embryos
after 15-20 minutes usually fall onto the
bottom of the container. If the liquid is
clear enough, bigger embryos can be visi-
ble with the naked eye, whereas tinier
ones must be separated by the means of
a stereo microscope. The process must
be carried out in a sterile room, in a con-
stant temperature 18-20°C. From the ob-
long cylinder we suck out the upper part
of the liquid, whereas the rest we seep
through a special filter. When using a pe-
ar-shaped container - we pour it off to
small containers and seek embryos in
them,
After finding an embryo, we place it in
a Dulbecco medium with added bovine
foetal serum, seeped through a microfil-
ter. Embryos can be also transported in
a holding medium, obtainable from firms
dealing with embryo transfer equipment,
Then we must rinse the embryo several
(about five) times, transferring it every
time to a fresh medium. We must be ca-
reful to avoid a secondary pollution of
the medium and embryo. Subsequently
we place the embryo in a straw, to which
we suck first the medium, next the air, la-
ter the medium with the embryo and
again the air. If the embryos are destined
for an immediate transplantation, we
place the straw in a transplant gun. If the
embryos are to be stored, the straw sho-
uld be marked and its other end sealed.

Success in obtaining embryos
There are many factors influencing suc-
cessful gaining embryos. The most im-
portant of them are the following ones:
¢ Mares. From young, healthy mares, re-
vealing regular oestrous cycles, one can
take twice as much embryos than from
old, often barren ones.
¢ Stallions and the way of storing semen.

ich opadania, mniejsze odszukujemy
przy pomocy mikroskopu stereosko-
powego. Pomieszczenie, w ktorym
odszukujemy zarodki, musi byé ste-
rylne, a temperatura powinna wyno-
si¢ ok. 18-20°C. Jezeli plyn z macicy
lewarowany byl do podiuznego cylin-
dra, zlewamy jego gorng czesé przez
odsysanie, a pozostalg czesé plynu
przepuszczamy przez filtr zatrzymu-
jacy zarodek, koncows za$§ partie
plynu o objetosci okolo 50 ml rozle-
wamy do naczynek, w ktorych poz-
niej odszykujemy zarodki. Nato-
miast przy posltugiwaniu si¢ naczy-
niem w ksztalcie gruszki niewielka
objetos¢ plynu jest zlewana do ma-
Iych jalowych naczyn i w nich odszu-
kuje sie zarodki.

Po znalezieniu zarodka przenosi-
my go do pozywki Dulbecco z dodat-
kiem 10 procentowej surowicy plo-
dow bydlecych (FSC) przesaczonej
przez mikrofiltr (0,2 xm). Mozna row-
niez przenie§¢ zarodki do pozywki
transportowej tzw. holding medium,
ktora jest udostepniania przez firmy
zajmujace sie produkcjg sprzetu i po-
zywek do transplantacji zarodkow,
Dalszg czynnoscia jest oczyszcze-
nie/przeptukiwanie zarodka kilka ra-
zy (5x). W tym celu przenosi sie go
do kolejnych $wiezych pozywek. Pod-
czas tych czynnosci nalezy zwrocié
szczegolng uwage, aby nie dopuscié
do wtérnego zanieczyszczenia po-
zywki i zarodka. Nastepnie zarodek
umieszczamy w slomee o poj. 0,5 ml.
W pierwszej kolejnosci zasysamy po-
zywke, nastepnie powietrze i pozyw-
ke wraz z zarodkiem i ponownie po-
wietrze. Jezeli zarodki sg natych-
miast transplantowane umieszcza-
my slomke w pistolecie transplanta-
cyjnym. W przypadku, gdy zamierza-
my przechowywaé zarodki, stomka
winna by¢ oznakowana i jej drugi ko-
niec zamkniety.

Istnieje szereg czynnikow, ktore
majg wplyw na wyniki uzyskiwania
zarodkow. Do najwazniejszych na-
leza:

° Klacz. Od klaczy miodych, zdro-
wych, przéja\ndajacych regularne cy-
Kle procent uzyskiwanych zarodkow
Jest prawie dwukrotnie wyzszy w po-
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réwnaniu do klaczy starych i jalowie-
jacych.

° Ogier i sposéb przechowywania
nasienia. Stosujgc krycie naturalne
ogierem o sprawdzonej plodnosci
lub inseminacje nasieniem §wiezym,
uzyskuje sie znacznie wigkszy pro-
cent zarodk6w w poréwnaniu do sta-
nu, gdy do krycia klaczy uzywano
ogieréw o obnizonej ptodnosci. Roz-
nice w liczbie uzyskiwanych zarod-
kow, uzaleznione od ogiera uzywane-
go do krycia klaczy, mogg wynosié
od 36 do 72%. Stosujac do insemina-
cji nasienie mrozone otrzymuje sie
rowniez nizsze wyniki w poréwnaniu
z wynikami inseminacji nasieniem
Swiezym.

° Wiek zarodkow. Wyniki uzyskiwa-
nia zarodk6w w 7-9 dniu po owulacji
53 mniej wigcej jednakowe i wynosza,
okolo 60%. Natomiast w 6 dniu
po owulacji uzyskuje sie z reguly
0 polowe mniej zarodkow. Mniejsza,
liczbe zarodkow uzyskiwanych w 6
dniu po owulacji przypisuje sie op6z-
nionemu zejsciu zarodka z jajowodu
lub niezbyt dokladnemu okregleniu
momentu owulacji. Rozw6j zarod-
kow uzyskanych w wyniku insemina-
cji nasieniem mrozonym jest nieco
wolniejszy, dlatego od klaczy daw-
czyn inseminowanych nasieniem
mrozonym zaleca si¢ pozyskiwac za-
rodki w 8-9 dniu po owulacji.

e Technika uzyskiwania zarodkéw.
Niektorzy autorzy uwazaja, ze wyniki
mozna znacznie poprawié, jesli plu-
kanie macicy wykonuje sie trzykrot-
nie. Zaleca sie, aby po kazdym wpro-
wadzeniu plynu do macicy odczekaé
okolo 3 minut i dopiero po tym czasie
lewarowac¢ plyn z macicy.

° Wplyw sezonu. Najwiecej zarod-
kow uzyskuje sie pozna wiosna,
na poczatku lata i w jesieni.

Ocena zarodkow

Ocena jakoSci zarodkow oparta
jest gltéwnie na badaniu mikrosko-
powym przy uzyciu réznych powiek-
szen. Brane sg pod uwage takie ce-
chy jak: wielko§¢, ksztalt, barwa,
rozmiar przestrzeni okolozottkowej,
liczba zdegenerowanych i zniszczo-
nych blastomeréw, a takze stadia




rozwojowe zarodka. Zarodki klasyfi-
kuje sie w skali 5-stopniowej. Zaro-
dek sklasyfikowany jako bardzo do-
bry lub dobry winien by¢ okragly,
mie¢ komorki jednakowej wielkoSci,
barwy i struktury. Zarodki zaklasyfi-
kowane jako slabe lub niedostatecz-
ne mogg mie¢ liczne odrzucone bla-
stomery, zdegenerowane komorki
itp. Po transplantacji zarodkow zali-
czanych do grupy bardzo dobrych
i dobrych stwierdzano cigze u okolo
70% klaczy. Natomiast, gdy trans-
plantowano zarodki, ktore uzyskaly
ocene dostateczng lub nizsza,
wskaznik zrebnosci wynosil zaled-
wie 17%. @

Prof. dr. hab. Marian Tischner, wielo-
letni kierownik Katedry Rozrodu
i Anatomii Zierzat Akademii Rolni-
czej w Krakowie, jest uczniem i na-
stepca prof. dr. hab. Wiadysiawa Bie-
lanskiego (1911-1982) — tworcy wspol-
czesnej, polskiej szkoly rozrodu koni
i prekursora sztucznego unasiennia-
nia i transplantacji zarodkow.

Applying natural mating with a stallion,
whose fertility is checked, or insemina-
tion with a fresh semen, one can take
a significantly higher percent of embryos,
than using a less fertile stallion. Depen-
ding on quality of a stallion, the differen-
ces between percentages of obtained
embryos may vary from 36 to 72%. Lower
results can be also obtained, when used
is a frozen semen.

 Age of embryos. From 7th to 9th day
after the ovulation, the percentage of ta-
ken embryos does not change and re-
sults about 60%, whereas in 6th day one
can obtain only a half of that amount.
That difference is caused by a delayed
descent of an embryo from the oviduct
or not-so-precise determination of the
ovulation time. Embryos obtained after
the insemination with a frozen semen
have slightly slower development, so
from the donor mares inseminated this
way recommended is taking the embryos
in 8th-9th day after ovulation.

» The technology of obtaining embryos.

-Some authors stated, that results could

be significantly improved, when the ute-
rus is rinsed three times. They recom-
mend waiting for 3 minutes after each in-
serting the liquid to the uterus and dra-
ining it back only then.

« An influence of the season. The highest
amount of embryos can be obtained in
late spring, in the beginning of summer
and in autumn.

The Estimation of Embryos

The quality of embryos can be evaluated
by a microscopical examination in diffe-
rent magnifications. Considered are such
traits, as size, shape, color, dimensions of
the perivitelline space, number of dama-
ged or degenerated blastomers and deve-
lopment degrees of an embryo. The em-
bryos are classified in a 5-stage scale. Tho-
se qualified as very good or good, should
have a rounded shape, consist of cells
with an equal size, color and structure.
Embryos qualified as mean or insufficient,
may have many withdrawn blastomers or
degenerated cells. After a transplantation
of very good and good embryos about
70% of tested mares were checked in foal,
whereas after using embryos evaluated as
sufficient or lower - the pregnancy indica-
tor reached only 17%.

/transl. K. Ch./

The author of the article - Prof. Marian Tis-
chner, used to be a manager of Depart-
ment of Animal Anatomy and Reproduc-
tion at University of Agriculture in Cra-
cow. He is a brilliant follower of the late
Professor Wiadyslaw Bielanski (1911-
1982), who was a creator of the Polish
school of horse reproduction and a fore-
runner of artificial insemination and em-
bryo transfer in Poland.
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