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Biotechnologia rozrodu
Jest
specjalnosciq obejmujacaq rozne
metody oparte gtownie na
osiqgnhieciach z dziedziny
fizjologii, endokrynologii,
embriologii a takze kriobiologii
gamet i zarodkow
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Cele biotechnologii rozrodu

Podniesienie wykorzystania mozliwosci rozrodczych
samcow i samic

Sterowanie procesami rozrodczymi samic

Modyfikacje genetyczne zwierzat oparte o metody
inZynierii genetycznej i biologii molekularne;
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Podnoszenie wydajnosci
rozrodczej samcow

- Sztuczne unasienianie
 Doskonalenie kriokonserwacji nasienia
 Zaptodnienie in vitro

 Zaptodnienie in vitro wspomagane -
mikrochirurgicznie

- Seksowanie nasienia
- Automatyzacja oceny nasienia
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Zabieg SU obejmuje:

- Kolekcje nasienia od samca
. Ocene jakosci i koncentracji

- Rozcienczenie nasienia i
konfekc jonowanie

- Przechowywanie (kriokonserwacja)

- Wprowadzenie do drog rodnych
samicy w odpowiednim okresie rui
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POTENCJALNE ZAGROZENIA

Zredukowana liczba reproduktoréw prowadzi do:
« Zmhiejszenia zmienno$ci genetyczne;
« Zwiekszenie stopnia inbredu

* Mozliwosci rozprzestrzeniania sie wad
genetycznych

* Obnizenia ptodnosci samic VS. krycia
naturalnego

« Wyparcie wielu mato wydajnych ras lokalnych -
uruchomiono programy tworzenia rezerw

genetycznych PE:DR
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Inseminacja

« Inseminacja do trzonu macicy - zabezpiecza przed stratami
plemnikow, co ma miejsce w przypadku deponowania nhasienia do
szyjki macicznej i daje gwarancje réwnomiernej dystrybucji do
obydwu rogow

 Inseminacja do rogow macicy - ogranicza straty plemnikéw, co
nabiera szczegdlnego znaczenia przy inseminacji nasieniem
gorszej jakosci (mniejsza liczba plemnikéw w dawce, nasienie
seksowane), ale musi by¢ kontrola owulujacego jajnika (USG),
uszkodzenia $luzéwki
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Alternatywne metody inseminacji

Inseminacja dootrzewnowa

(IPI, intraperitoneal insemination) -
nasienie jest wprowadzane na trzon

macicy

L e

Inseminacja jak najblizej czasu owulacji, 45 mln plemnikéw
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Alternatywne metody inseminacji

Inseminacja dopecherzykowa (IFT,
intrafollicular insmemination) - nasienie
jest wprowadzane przez igte do
przedowulacyjnego pecherzyka, 3 dawki -
0,06ml - BmlIn plemnikéw

Inseminacja w czasie poprzedzajacym
owulacje - doktadne badanie palpacyjne
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Rutynowa ocena nasienia

« Organoleptyczna
» Mikroskopowa: oszacowanie ruchliwosci
plemnikéw, ocena koncentracji i morfologia

Mata powtarzalnos¢ i zréznicowanie
uzyskiwanych rezultatow
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Czynniki wptywajace na zroznicowanie
wyhikow:

 Doswiadczenie badajacego

* Liczba poddanych ocenie komdrek

* Réznice w sporzadzaniu preparatéw

* Trudnosci z wizualng oceng charakterystyki
ruchu (femperatura prébki, wprawa
oceniajacego)

Pozwalajq jedynie na eliminacje ejakulatow
ewidentnie nieprzydatnych do konserwacji i
inseminac jilll
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Ruchliwos¢ plemnikow

» Decyduje o potencjalnej zdolnosci do
zaptodnienia

» Objaw zywotnosci i integralnosci
strukturalnej gamety

POMORSKI 0SRODEK
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» Oprzyrzadowanie CASA analizuje tor
ruchu oddzielnie dla kazdego
poruszajqacego sie plemnika

» Urzadzenie rejestruje potozenie gtowki
plemnika w kolejno analizowanych
obrazach

» Tor ruchu to potgczenie liniami prostymi
potozenia komorki w kolejnych klatkach
obrazu

DDDDDDDDDDDDDDD
DDDDDDDDDDDDDDDDDDD




na lata 2014-2020

* * % g ‘ \
* * SIEC NA RZECZ ,
* * INNOWACSI W ROLNICTWIE \ i )
* * I NA OBSZARACH WIEJSKICH g’

* 4 K 1

Wtasciwosci ruchowe:

* Ocena odsetka plemnikéw ruchliwych

* Ocena odsetka plemnikow o ruchu postepowym

« Szybkos¢ ruchu postepowego plemnika - VSL

. éaibkos'é komorki wzgledem zarejestrowanego toru -

« Szybkos¢ wzgledem Sciezki przyblizonej - VAP
* Prosto$é ruchu plemnika - STR

* Liniowos¢ - LIN

« Amplituda bocznych odchylen gtéwki - ALH

« Czestotliwosé bocznych odchylen - BCF

« Subpopulacje plemnikéw (szybko, umiarkowanie i wolno
poruszajace sie oraz statyczne)
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Koncentracja plemnikow ???
Morfologia
Odsetek plemnikow zywych
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Cytometryczne metody oceny nasienia

* integralnos¢ bton komorkowych (tzw. barwienie
.Zywe/martwe")

» aktywnos$é enzymow wewnatrzkomdrkowych
» aktywnos$é mitochondriow
» stan akrosomow i przebieg kapacytacji

» struktura chromatyny plemnikowej

DDDDDDDDDDDDDDD
DDDDDDDDDDDDDDDDDDD




* X & ‘ * **
* 5 SIEC NA RZECZ ( | * S Program
* * INNOWACJI W ROLNICTWIE  \\ | AN 4 Rozwoju
* * I NA OBSZARACH WIEISKICH gp o
* ox K 1 na lata 2014-2020

Podstawa rozdziatu plemnikow

* Réznica zawartosci DNA w plemnikach
hiosacych chromosomy .. X" i .,Y"

« U wiekszosci ssakow zawartos¢ DNA w
plemnikach ., zenskich” jest

* okoto 4 % wyzsza niz w ,meskich”

POMORSKI 0SRODEK
DDDDDDDDDDDDDDDDDDD
W LUBANIU




Ny’ 5 Rk
/. Prog
* A Romr(a)lmu
Obszarbw
* Wiejskich
) na lata 2014-2020

Rozdziat plemnikow na podstawie réznic w
zawartosci DNA - metoda cytometrii
przeptywowe
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Analiza i sortowanie plemnikow w
cytometrze przeptywowym pr'zepr:owadzqna
jest na nasieniu barwionym zwigzkami
fluorescencyjnymi swoistymi dla DNA :

Bromek etydyny,
Fluorochrom Hoeschst'a 33342
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Strumiers zawierajgcy—1
pojedyricze plemniki

Ptytki’
odchylajace

A .

80°detektor

/ﬁ?@%
= Znakowan
@w ™.

unkmm mikroprocesor

SIS

or

Barwione
plemniki
przepuszczane
sq
pojedynczo
kapilarq

Laser wyzwala
fluorescencje

Plemniki
znakowane sq
tadunkiem + /

Ptytki o
wysokim
napieciu
rozdzielajq
plemniki
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Instytut Zootechniki
Cytometr przeptywowy MoFloSX
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Praktyczne osiqgi wspotczesnego sortera
plemnikow
(MoFloSX)

» szybkos¢ przeptywu: ok. 30.000
plemnikow/sek.

» szybkos¢ sortowania: ok. 15-20x10°
plemnikdéw/godz.

» ,odzysk" plemnikéw: ok. 30%
» czystosé frakcji: 90-95% L
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Czarna Lola - pierwsze w Polsce ciele urodzone po

inseminacji seksowanym nasieniem (Instytut
Zootechniki) - wrzesien 2003
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@ HEIFERPLUS’
Emilab Genetics (Arcola, Ilinois, USA).

Stosowany jest on do nasienia buhajéw w celu zwiekszenia
potomstwa pici zenskiej oraz poprawy skutecznosci zabiegow
inseminacyjnych u bydta.

zwieksza on aktywnos$¢ plemnikow z chromosomem X (wzmaga
ich ruchliwo$¢), co prowadzi do swoistego sortowania nasienia w
drogach rodnych krowy.

Na podstawie wczesniejszych badan przeprowadzonych w USA i
Wielkiej Brytanii efektywnos¢ wynosi 75%.

odnotowuje sie wzrost skutecznosci zabiegéw unasieniania o
okoto 25%. Nalezy réowniez nadmienic, ze Heifer Plus®
stymuluje aktywnos$¢ nasienia buhajow (wydtuzenie o 6-8 godzin
okresu aktywnosci plemnikow, co sprzyja skutecznosci

zaptodnienia). P€:DR
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Rozmrozic
nasienie

Ogrzac fiolke i
do 35°C

1

Odcigé stomke
pod katem 60°

Przektué

uszczelke

i wprowadzié

stomke do fiolki

- g

¥

3 -

Wstrzasnacku |
dotowi3-4razy \*

4

|
&
¢

1. Ogrza¢ fiolke z preparatem Heifer
Plus® do temperatury 35,6-38,6°C
w tazni wodnej i standardowo rozmro-
zi¢ stomke z nasieniem.

2. Po rozmrozeniu Heifer Plus® i nasie-
nia w tazni wodnej i osuszeniu odcina-
my stomke pod katem 60°.

3. Naktué¢ gumowg uszczelke fiolki
z preparatem Heifer Plus® sterylng igfa
(1.2 dla stomek mini i 1.6 midi) a nastep-
nie wprowadzi¢ w miejsce igty stomke
ostrym, odcietym koricem do fiolki.

4. Wprowadzi¢ nasienie do preparatu
w wyniku wstrzasniecia 3-4 krotnego

" stomki z fiolkg w dét (ruch podobny do

strzepywania termometru rteciowego).
Nalezy upewnic sig, czy cata porcja nasie-
nia ze stomki przedostata sie do fiolki.

Wymieszac

1‘.-4‘-

g =
Strzepnac ku \
dotowi 3-4 razy
Inkubowat
przez
20 minut

Przycigé
Inseminacja

5. Doktadnie wymieszac nasienie z za-
wartoscig fiolki.

6. Przenies¢ cata zawartosc fiolki (nasie-
nie z preparatem Heifer Plus®) trzyma-
jac fiolke do gory w odwrotnej pozycji niz
w punkcie 4. Wstrzasna¢ 3-4 krotnie ku
dotowi. Upewnic sie czy cata zawartos¢
fiolki zabarwiona na niebiesko przenie-
siona zostata z powrotem do stomki.

7. Inkubowaé nasienie w tazni wodnej
w temperaturze 35,6-38,6°C przez 15-
20 minut. Podczas inkubacji nalezy
utrzymywac stomke

ey Tabela inkubacji
w potaczeniu z fiolka. ¢ T czas (min)
Czas inkubacji moze 336 15 |
byé zréznicowany | 370 18
wzaleznosciod tem- | 356 2
peratury wody. 32 2

8. Wyja¢ stomke z tazni wodnej i osuszy¢
ja. Odcia¢ prostopadle ostro przyciety
kawatek stomki i zatadowa¢ pistolet
inseminacyjny a nastepnie dokonac za-

biegu inseminacji.
I""L) R
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Podnoszenie wydajnosci rozrodczej samic

» Wywotywanie rui i owulacji
» Superowulacja i transfer zarodkéw- MOET
* Produkcja zarodkéw in vitro- IVP

. Pozyskiwanie oocytéw -OPU
. Dojrzewanie oocytéw - IVM
. Zaptodnienie oocytow - IVF
. Hodowla zarodkow- IVC
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Embriotransfer (ET)

Przenoszenie zarodkow od samic dawczyn
do samic

biorczyn zarodkow, pozwala na szersze
wykorzystanie

reprodukcyjne samic.
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Etapy embriotransferu

* Wybdr dawczyn zarodkéw

» Superowulacja, inseminacja dawczyn
* Pobieranie zarodkéw

» Ocena zarodkow

* Postepowanie sanitarne

* Przechowywanie lub przeniesienie
zarodkow do samic biorczyn (wybar
biorczyn i synchronizacja cyklu z
dawczyniami zarodkdw)
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DAWCZYNI BIORCZYNIE
TEOEE Ru Ty
Dzierj 10 SUPEROWULACJA

Dzien\%!,f SYNCHRONIZAE}#
RUI (Prostagl) #”##
o LU 4 ¢

UNASIENIANIE

OCENA

. ZARODKOW
Dzier 21W p
R

Y
POZYSKIWANE S @) - i g o
ZARODKOW \ @TRANSPLAN [l PORaD — £
® 4 o~y

(o4

&y
Dziers 60-80 POTOMSTWO
PONOWNE
02

PE:DR
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Mozliwosci ET

» Superowuacje 6

* Ptukanie 10 zarodkow z czego
6 do transferu

e 36 zarodkow
* 18 cielgt/krowe/rok

POMORSKI 0SRODEK
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IVP - uzyskiwanie zarodkow in vitro

« IVM - invitro maturation - dojrzewanie in
vitro oocytoéw

* IVF - invitro fertilization - zaptodnienie
in vitro oocytow

« IVC- invitro culture - hodowla in vitro
zygot do stadium blastocysty
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OPV

* Przyzyciowe pobieranie oocytéw pod
kontrolg USG z zastosowaniem dopochwowej
sondy sprzezonej z igtq - TECHNIKA OPU -
(ovum pick-up) - odzysk 50% oocytéw w
stosunku do aspirowanych pecherzykédw,
dwukrotnie w ciagu tygodnia, zadnych
uszkodzen drdg rodnych, probleméw
zdrowotnych - dlugotrwate stosowanie
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Niedojrzaty oocyt bydlecy o prawidtowym wygladzie morfologicznym
otoczony Scistq i spoistq warstwq komorek wzgorka jajonosnego

L. Katska-Ksigzkiewicz 2003
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Oocyt bydlecy po 20 godzinach dojrzewania in vitro, otoczony
rozproszonq warstwq komérek wzgorka jajonoSnego, natomiast komérki
wienca promienistego jeszcze nie ulegty rozproszeniu

L. Katska-Ksiazkiewicz 2003
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Oocyt bydlecy dojrzaty in vitro z widocznym I ciatkiem
kierunkowym, otaczajace komorki wzgorka jajonosnego i
korony promienistej zostaty mechanicznie usuniete

L. Katska-Ksiazkiewicz 2003
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Zarodek bydlecy w stadium 2-komérkowym, po okoto 26 godzinach od
zaptodnienia in vitro, do ostonki przejrzystej przylegajq plemniki

L. Katska-Ksiazkiewicz 2003
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Zarodek bydlecy w stadium 4-komorkowym po okoto 48h od
zaptodnienia in vitro

| L. Katska-Ksiazkiewicz 2003
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Zarodek bydlecy w stadium 8-komdrkowym po okoto
52h od zaptodnienia in vitro

L. Katska-Ksiazkiewicz 2003
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Zarodek bydlecy w stadium poznej blastocysty po 8 dniach
od zaptodnienia in vitro, do ostonki przejrzystej przylegajq
komorki VERO pochodzqce ze wspothodowli

L. Katska-Ksiazkiewicz 2003
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Wylegta blastocysta bydleca w 10 dniu od zaptodnienia in vitro

L. Katska-Ksiazkiewicz 2003
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Mozliwosci IVP u bydta

« OPU 2x w tygodniu

* 13 oocytow w ciagu tygodnia
» ~ 20 tygodni

*» 260 komdrek przydatnych

* 130 zarodkow

« 65-70 cielgt/rok

POMORSKI 0SRODEK
DDDDDDDDDDDDDDDDDDD
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Seksowanie zarodkow

Amplifikacja sekwencji DNA
swoistych dla chromosomu Y -
PCR

* Technika PCR obejmuje
pobranie kilku komérek z
zarodka (biopsja) i
wyekstrahowanie z hich DNA

« Amplifikacja poszukiwanego
fragmentu DNA na drodze
PCR. W wyniku tego kilka
tysiecy kopii testowanej czesci
genomu jest syntetyzowanych.
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Elektroforeza DNA zarodka

Biopsja 4-5 blastomerow /é.}g%;;\\\

przy uzyciu mikroskalpela ¢sie, ,;j}: 8
pod kontrolg mikroskopu ‘ é &5 3\] ‘\
* Elektroforeza £
i 4
© Uzycie pozyskanych 4-5 i
e m r' l O na n e O blastomerow jako zrodta DNA =
w reakcji PCR w celu identyfikacji ‘
sekwencji specyficznych dla

chromosomu Y

DNA na zelu
umozliwia
diagnozowanie
pfci

* Probki z
dwoma paskami
To samce, z
jednym samice

996‘966

Odczyt wynikéw na zelu agarozowym:
tylko zarodki ptci meskiej (&) posiadajg
sekwencje (prazek na zelu) specyficzng
dla chromosomu Y, drugi widoczny
prazek stanowi kontrole reakcji PCR
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Dziekuje za uwage

PE:DR
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DORADZTWA ROLNICZEGD
W LUBANIU



