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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

      Актуальність теми. Інтенсифікацію тваринницької галузі, особливо скотарства, в значній мірі зумовило запровадження в практику біотехноло-гічних методів відтворення - штучного осіменіння, трансплантації ембріо-нів і інших, в теорію та практику яких великий внесок зробили багато вітчизняних та зарубіжних вчених (И.И.Иванов, 1906; И.И.Соколовская, 1947; І.В.Смірнов, 1949; А.П.Студенцов, 1953, 1961; В.К.Милованов, 1962; Д.Д.Логвинов, 1962; Г.В.Звєрєва і співавт.,1961, 1976; K.J.Betteridge et al., 1974; J.Hahn et al., 1976, І.І.Розгоні, 1977; Ф.І.Осташко, 1978, 1995; H.S.Schneider et al., 1980; Г.О. Богданов і співавт., 1981; М.И.Прокофьев, 1983; Р.Х.Ф.Хантер, 1984; Б.В.Смолянінов, 1985; С.П.Хомин, 1985; Н.И.Сергеев, и др., 1987; А.В.Квасницький і співавт.,1988; В.А.Яблонський, 1988; В.Г.Герасименко, 1989; Л.К.Ернст и др., 1989; М.В.Зубець і співавт., 1994, 1995; В.П.Буркат, 1994, 1998; Д.Т.Вінничук, 1994; Г.Г.Харута, 1994; М.Д.Безуглий, 1995; М.С.Пелехатий і співавт., 1995; О.Д.Бугров, 1996; І.П.Петренко і співавт., 1996; С.Г.Шаловило, 1996; Й.З.Сірацький 1999 та інші)

     Штучне осіменіння, яке завоювало стійкі позиції як засіб відтворення всіх видів сільськогосподарських тварин, всебічно удосконалюється в на-прямку створення сприятливих умов для запліднення яйцеклітин і прижив-лення ембріонів у материнському організмі, підвищення запліднюючої зда-тності сперми та її тривалого зберігання, тощо. Ефективність транспланта-ції ембріонів як методу інтенсивного розмноження цінних материнських генотипів, в першу чергу, залежить від біологічної повноцінності ембріона, морфофізіологічного стану організму реципієнтів та донорів у цілому, їх репродуктивних органів зокрема. Загальним для обох названих біотехноло-гічних методів відтворення є пошук оптимальних для осіменіння та трансплантації ембріонів характеристик морфофізіологічного стану самки.

     Відомо, що доместикаційні процеси та інтенсивна селекція тварин в на-прямку підвищення молочної або м(ясної продуктивності негативно позна-чаються на функції відтворення. В значній мірі на неї впливають екзогенні фактори, серед яких найбільшу роль відіграє рівень та якість годівлі. Але зовсім недостаньо вивчено приживлюваність ембріонів залежно від гено-типів як донора, так і реципієнта, обмінних процесів, природної резистент-ності, інтенсивності росту організму самки та морфологічного стану жов-того тіла (ж. т. *), функціональної активності нейроендокринної регуляції і транспортної системи забезпечення анаболічних та метаболічних процесів в репродуктивних органах, кореляційні зв(язки між ними під час статевого 

*Примітка. Ж. т. - жовте тіло.

циклу, окремого та коплексного впливу біологічно активних речовин (мік- роелементів, вітамінів, амінокислот, екзогенних гормонів, природних сорбентів). Мінливість ефективності використання в регуляції відтворної функції тварин гормональних препаратів вимагає подальших розробок способів корекції обмінних процесів і регулюючих систем в організмі самок за рахунок застосування біологічно активних препаратів та нових схем введення гормонів. Теоретичний пошук недорогих та ефективних біологічно активних речовин, які б займали важливе місце в обмінних процесах, пов(язаних з регуляцією відтворної функції, зумовив створення препарату (Глютам(, дослідженням його впливу на приживлюваність ембріонів у реципієнтів і вихід придатних зародків у донорів, вивченню впливу на морфобіохімічний стан статевої системи і організму тварини. Низька індивідуальна чутливість донорів до екзогенних гормонів та велика варіабельність рівня приживлюваності ембріонів після першого осіменіння чи пересадження зумовлюють пошук способів прогнозування ефективності в плані визначення технологічних строків використання методів та відбору тварин. Заслуговують на особливу увагу взаємозв(язки електрофізіологіч-них параметрів у зонах біологічно активних точок (БАТ) матки та яєчників самиць з показниками відтворної функції, їх практичне використання для удосконалення біотехнологічних методів відтворення. Тиск інтенсивного селекційного процесу та мінливість екологічних умов, що позначаються на реактивності організму тварин, вимагають досліджень, спрямованих на подальший розвиток теорії біології відтворення.

     Зв(язок роботи з науковими програмами. Дисертаційна робота виконувалась в рамках програми (Продовольство-95( та завдання 05 проекту 14 (Ветеринарне забезпечення програми УААН(, держбюджетних угод № 110/46 та №110/17; номери держреєстрації 0193 U 022125 та 0196 U 001933.

     Мета та завдання досліджень. Метою досліджень було теоретичне та експериментальне обгрунтування впливу ендогенних та екзогенних факторів на приживлюваність ембріонів у самок великої рогатої худоби і розробка біотехнологічних способів підвищення ефективності трансплантації ембріонів та штучного осіменіння. 

     Для реалізації цієї мети були поставлені завдання:

Охарактеризувати вплив морфофункціонального стану жовтого тіла на вихід придатних до пересадження ембріонів та рівень їх приживлюваності у реципієнтів, розробити способи його оцінки.

Визначити імунобіохімічні показники крові у донорів у зв(язку з різним рівнем виходу придатних до пересадження ембріонів та у реципієн-тів залежно від приживлюваності; розробити тести відбору реципієнтів.

Дослідити вплив інтенсивності росту та генотипу (за поліморфними білками крові) телиць-реципієнтів на приживлюваність у них ембріонів; розробити спосіб відбору тварин для трансплантації.

Встановити зв(язки між електрофізіологічними параметрами зон БАТ матки і яєчників самок та феноменами статевого циклу з метою збільшення ефективності штучного осіменіння.

Розробити нову, більш ефективну схему введення препарату лютеїні-зуючого гормону (ЛГ) (Овогон-Тіо(, вивчити дію (Тестенату( на відтворну функцію корів та телиць.

На основі корекції обмінних процесів у організмі донорів і реципієн-тів шляхом згодовування їм біологічно активних речовин розробити вітамінно-мінеральний премікс, включення якого до раціону самок сприятиме підвищенню ефективності методу трансплантації ембріонів.

Розробити біологічно активний препарат для стимуляції у донорів виходу придатних ембріонів і підвищення приживлюваності їх у телиць-реципієнтів та схеми його використання. Дослідити вплив розробленого препарату на організм в цілому, репродуктивну систему телиць зокрема.

Дослідити відмінності впливу гонадотропіну різних серій на показни-ки суперовуляції, морфологію внутрішніх органів та яєчників у донорів. 

Вивчити кореляційні зв(язки між імунобіохімічними показниками крові реципієнтів на 7-й день статевого циклу та інтенсивністю росту, а у донорів на 10-й і 14 (0)-й день - з результатами суперовуляції.

     Наукова новизна одержаних результатів. Вперше запропоновано спосіб оцінки функціональної активності ж. т. яєчників за вмістом в крові реципієнтів ліпопротеїнів високої щільності на 7-й день статевого циклу. Удосконалено метод морфологічної оцінки ж. т. при ректальних дослідженнях телиць з метою відбору їх для пересадження ембріонів. Встановлено, що рівень приживлюваності пересаджених ембріонів у телиць-реципієнтів залежить від їх генотипу (за поліморфними білками крові), інтенсивності росту живої маси. На підставі визначення імунобіохімічних показників крові на 6-7-й день статевого циклу (с. ц.*) в телиць розроблено спосіб відбору реципієнтів, який забезпечує високий рівень приживлюваності ембріонів.

     Вперше досліджено електрофізіологічні параметри зон БАТ матки та яєчників під час овуляції у корів; запропоновано і експериментально пере-вірено формулу для визначення кількості осіменінь. Теоретично обгрунто-вано і експериментально перевірено нову схему використання препарату ЛГ (Овогон-Тіо( для стимуляції приживлюваності ембріонів у корів після штучного осіменіння. Запропоновано використовувати для стимуляції статевої охоти у корів та телиць препарат (Тестенат(.

     Встановлена залежність показників суперовуляції та рівня фолікулоге-незу від якості гонадотропного гормону (на мишах). Розроблено біологічно активний препарат (Глютам(, що не має аналогів, та схеми його викори-стання; створений мінеральний премікс для збільшення у корів-донорів виходу придатних ембріонів та стимуляції їх приживлюваності у телиць-реципієнтів. Запропонована схема біологічної дії препарату (Глютам(.

     Встановлено різницю між жирнокислотним складом ліпідів ендометрію рогів матки відносно ж. т.. 

     Проведені дослідження дозволили розробити комплекс прийомів корек-ції обмінних процесів у організмі донорів, реципієнтів та корів який вклю-чає згодовування створеного мінерального преміксу, введення препаратів (Глютам( і (Овогон-Тіо(. У результаті збільшено вихід придатних для пересадження ембріонів у середньому на 47% та їх приживлюваність у середньому на 32%. Наукові результати захищені 11 патентами України.

     Практичне значення одержаних результатів Розроблено способи: підготовки реципієнтів з використанням запропонованих препарату (Глютам( та мінерального преміксу; відбору телиць у реципієнти за мор-фофункціональною характеристикою ж. т., біохімічними показниками кро-ві та інтенсивністю росту живої маси. Удосконалено методики стимуляції суперовуляції у корів-донорів, визначення овуляції та кількості осіменінь корів, що дозволяє збільшити ефективність трансплантації ембріонів та штучного осіменіння тварин. Розроблені способи високоефективні і доступні для зооветспеціалістів. Матеріали дисертаційної роботи увійшли до (Рекомендацій щодо використання препарату лютеїнізуючого гормону (Овогон-Тіо( для стимуляції приживлення ембріонів у корів при штучному осіменінні(; (Рекомендацій щодо відбору та підготовки телиць-реципієнтів до трансплантації ембріонів( та (Рекомендацій щодо 

Примітка. С. ц. - статевий цикл.



стимуляції суперовуляції у корів-донорів з використанням біологічно активних речовин(, затверджених НТР Міністерства сільського господарства та продовольства України 1 березня 1996 року (протокол №1) та Мінагропрому України 27 листопада 1998 року (протокол №3).

     Особистий внесок здобувача. Дисертант самостійно провів усі теоретичні дослідження і переважну більшість експериментів. Деякі досліди було проведено спільно із співробітниками НАУ. Із спільних наукових дослідів і публікацій дисертант використав, за згодою співавторів, лише свою частину результатів. 

     Апробація результатів дисертації. Матеріали дисертації доповідалися на міжнародних конференціях: (Прогрес в ембріотехнології і генній інженерії у скотарстві і вівчарстві( (Краків, Польща, 1994), (Селекционно-генетические и биотехнологические проблемы разведения крупного рогатого скота((Брест, 1995), (Використання трансплантації ембріонів в селекції і відтворенні сі-льськогосподарських тварин( (Асканія -Нова, 1997); на республіканських науково-практичних конференціях: (Генетико-селекційні та технологічні проблеми відтворення сільськогосподарських тварин (Київ, 1994), (Теоретичні й практичні аспекти породоут-ворювального процесу у молочному та м(ясному скотарстві( (Київ, 1995),(Неінфекційна патологія тварин( (Біла Церква, 1995) (Нові методи селекції і відтворення високопродуктивних порід і типів тварин( (Київ, 1996); Актуальні питання ветеринарної патології( (Київ, 1996), наукових конференціях професорсько-викладацького складу НАУ (1993-1998).

     Публікації. За темою дисертації опубліковано 51 робота, в тому числі 22 статті, 15 матеріалів конференцій, 3 рекомендації та 11 патентів. 

Структура та обсяг дисертації. Дисертація складається зі вступу, 7 розділів, висновків, пропозицій виробництву, додатків, списка використаної літератури, який включає 865 джерел, у тому числі - 417 із далекого зарубіжжя. Текст дисертації викладений на 292 сторінках, комп(ютерного набору включає 110 таблиць, 13 рисунків та 1 формулу.



НАПРЯМКИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ



     Дослідження проведені в 1988-1999 рр. в НАУ на базі філіалу - ВАТ (Племзавод Бортничі,( ряду інших господарств України, в Інституті тваринництва та Аграрному університеті Словакії. В експериментах використані корови та телиці порід чорно-рябої, симентальської, червоно степової та словацькі пінцгау (301 телиця-реципієнт, 146 корів-донорів, 20 телиць-донорів та 144 телиці і 365 корів). Дослідні та контрольні групи формували за принципом аналогів та визначали жеребкуванням. Всі тварини перед дослідом підлягали загальному клінічному та гінекологічно-му обстеженню і були визнані здоровими. Поголів(я утримувалось прив(язно або безприв(язно. Схема досліджень, в тому числі чотирьох пошукових, представлена на рис. 1.

     Годівля здійснювалась груповим методом згідно з раціонами, застосовуваними в господарстві. Біологічно активні добавки, передбачені відповідною методикою, згодовували індивідуально.

    Піддослідних самок осіменяли ректо-цервікальним способом двічі, після виявлення статевої охоти вранці та ввечері (або навпаки). Доза сперми, яку вводили в останню третину шийки матки та в її тіло, містила 1  млн. сперміїв, для корів-донорів - 30 млн.

      З 1991-1998 роки в ВАТ (Племзавод Бортничі( було сформоване донорське стадо з корів, що мали продуктивність 7-14 тис. кг молока на рік жирністю 3,6%-4,6%. Для індукції суперовуляції у донорів синхронізували с. ц., шляхом дво- та трикратної стимуляції статевої охоти аналогами простагландину F2( (ПГ) (естрофан, ремофан, аніпрост клотропростин). Суперовуляцію у донорів стимулювали ФСГ за чотириденною схемою в сумарній дозі - 50 мг, починаючи обробку на 10-й день с. ц. після ви-явлення та морфологічної оцінки методом ректальних досліджень ж. т.. До гормональної обробки допускалися донори, що мали на яєчнику жовті тіла з морфологічною оцінкою: (+(, (++( та (+++( (Шеремета В.І. і інш., 1996). Вимивання ембріонів у донорів проводили на 7-й день с. ц. двома способа-ми: комбінованим (1991-1995 рр.) та асептичним (1996-1998 рр.), які здійснювали шляхом введення до матки катетера для вимивання ембріонів, розміщуючи його балончик за біфуркацією. Знайдені у вимивному середо-вищі ембріони переносили до культурального, де оцінювали якість за мор-фологічними ознаками та розділяли за стадіями розвитку, які враховували при трансплантації реципієнтам (Кауффольд П і інш., 1990 ). Придатними для пересадження вважались тільки (відмінні( та (добрі( ембріони, непридатними -(задовільні( та дегенеровані. Придатними ембріонами заправлялись довгі пайєти згідно з Інструкцією по трансплантації (1987).

     Зв(язок метаболічного профілю донорів з рівнем у них суперовуляції вивчали в пробах крові, які брали вранці до введення першої ін(єкції ФСГ (10-й день с. ц.) та після

закінчення гормональної обробки (14-й або 0-й день с. ц.). У сироватці крові донорів, визначали вміст: глюкози - за кольо-ровою реакцією з ортотолуїдином; загального білка - рефрактометрично; фракції білка - нефелометрично; сечовини - за кольоровою реакцією з діа-цетилмонооксимом ; загальних ліпідів - за допомогою стандартного набору реактивів фірми (Лахема( (Прага); каротину - за Карр-Прайсом, бактери-цидну активність крові (БАК) за ростом культури кишкової палички; в плазмі крові телиць-донорів у передовуляційний період через 18 годин після введення клопростенолу впродовж 36 годин з інтервалом у 2 години - радіоімунологічно концентрацію ЛГ, використовуючи тест подвійного антитіла ЛГ великої рогатої худоби за Stupnicki and Madej (1976).

     Залежність виходу придатних ембріонів при суперовуляції в донорів від екзогенних факторів вивчали за планом:

1. Дослідження впливу (пошуковий 1-2-й) якості гонадотропних препаратів на фолікулогенез та показники суперовуляції (в Інституті тваринництва та Аграрному університеті Словакії в 1988-1989 рр.) - на самках лаборатор-них мишей лінії Р-ІСР 9-10-тижневого віку. Їм ін(єктували інтраперитонеа-льно 10 І.ОД. ГСЖК двох серій, не схожих за елементами виготовлення (Біовета: 57.06.87 серія А та 70,03.88 серія В ). Через 48 годин вводили хоріогонін та в другому досліді (ГСЖК серія А) разом з ним Антисергон (козяча ліфілізована сироватка) у такій же дозі. Після цього кожну самку підпускали до одного самця (лінії ІСР), перевіреного на плодючість. Піддослідних мишей ((=53) через 72 години після осіменіння забивали методом цервікальної дислокації. Ембріони вимивали Кребс-Рінгер-фосфатним буфером (рН 7,2) з фетальною сироваткою телят (2%). Яєчники 31 тварини фіксували в 10%-му формаліні. У п(яти зрізах верхньої, середньої і нижньої частин яєчників підраховували фолікули та ж.т. 

2. Вплив радіаційного забруднення (пошуковий 3-й) на розвиток та вихід придатних ембріонів вивчали на коровах-донорах ((=4) відібраних в Агростанції (Митниця( Васильківського району, де рівень радіації не перевищив 1 Кюрі на 1 км2 і дослідній станції м(ясного скотарства НАУ (Ворзель( Києво-Святошинського району з рівнем радіації вище 5 Кюрі ((=2), Київської області. Донорів осіменяли спермою двох плідників чорно-рябої породи із Коростенського племпідприємства - Сича 473 (сперма заморожена 25.03.1987 р. в період радіонуклідного забруднення - дослід) та Арика 1432 (сперма отримана 23.12.1985 р. до забруднення - контроль). Ембріони вимивали на 8-й день с. ц.. 

3. Визначення стану обмінних процесів у 23 корів-донорів (пошуковий 4-й) охарактеризованого за методикою, розробленою Тересом М.О. з співавт. (1986), та можливості його корекції внутрішньовенним введенням ((=3) у нульовий день с. ц. опроміненого ультрафіолетом 20%-го гіпосульфату натрію в дозі 40 мл з метою збільшення виходу придатних ембріонів. 

4. Дослідження наслідків дії згодованого природного сорбенту хумоліт на чутливість донорів до ФСГ, рівень суперовуляції та вихід придатних ембріонів, вивчали у ВАТ (Племзавод Бортничі(, де було сформовано контрольну та дослідну групи по 5 голів. Хумоліт дослідній групі згодовували із розрахунку 0,5 г на 1 кг живої маси.

5. Визначення впливу (Глютаму( на показники суперовуляції та розробки оптимальної схеми гормональної обробки донорів у трьох серіях дослідів на 74 донорах. Перша - (Глютам( в дозі 125 мл ін(єктувався інтравенозно чотирикратно вранці одночасно з ін’єкцією ФСГ; друга - ( дослідній групі - 140 мл препарату 4%-вої концентрації вводили інравенозно двічі, ІІ групі ту ж дозу двічі при синхронізації с. ц. і двічі вранці одночасно з ін’єкцією ФСГ; третя - ( дослідна група - 140 мл препарату 4%-ної концентрації вводили двічі інтравенозно; (( групі - двічі 60 мл 9%-ної концентрації підшкірно в ділянці каудального краю шиї одночасно з ін’єкцією ФСГ.

     Доцільність введення біологічно активних добавок до раціону з метою збільшення приживлюваності ембріонів у реципієнтів вивчали в 4 дос-лідах, проведених методами пар-аналогів та збалансованих груп-аналогів. 

     В основний період (ОП) всім телицям з інтервалом 10-15 днів чотири рази ін(єктували внутрішньом(язово по 10 мл (Тетравіту(. Останні дві ін(єкції здійснювали в дні стимуляції статевої охоти шляхом двократного введення аналога ПГ. У ( досліді до раціону телиць другої групи в ОП були введені мідь, кобальт, марганець, цинк, а третій групі замість міді - йод. У (( досліді мікроелементи в вигляді сірчанокислих солей згодовували разом з хумолітом, додаючи до комбікорму. Йод - у розчині йодистого калію, поливаючи в обід корм. 

     У ((( досліді мікроелементи додавали до дистильованої води і поливали нею комбікорм. Сіль йодистого калію згодовували як у попередньому дос-ліді. Дослідним реципієнтам ((( групи в період індукції статевої охоти вво-дили 4 рази інравенозно щоденно по 125 мл біологічно активного препа-рату (Глютам(- двічі до ін(єкції ПГ та двічі після неї, включаючи день гормональної обробки. Всього за період досліду було зроблено 8 ін(єкцій. 

     Впродовж (( досліду у реципієнтів статеву охоту стимулювали ПГ і вводили внутрішньом(язово 10 мл (Тетравіту(, дослідним тваринам внутрішньовенно ін(єктували препарат (Глютам( (140 мл на голову три дні підряд, починаючи за день до обробки гормоном). У трьох перших дослі-дах пересаджували ембріони (відмінної( та (доброї( якості, в (У - (задові-льної( на 7-й день с. ц. після виявлення шляхом ректального дослідження на яєчниках реципієнтів ж. т. та їх морфологічної оцінки згідно з розробленими критеріями. Ембріони пересаджували якнайближче до вершини рога матки із сторони яєчника з ж. т. металевим катетером типу Гановер та Worrlein (Німеччина) з санітарними чохлами. Заморожено-відтаяні ембріони (абердин-ангуської породи) - пістолет-автоматом з одноразовим полістироловим катетером та санітарним чохлом (США).

     Проби крові відбирали вранці з яремної вени у кінці зрівняльного періоду та перед пересадженням ембріонів на 6-7-й день с. ц., визначали ті ж показники, що й в донорів, а також вміст: холестерину - методом Ілька за допомогою стандартного набору реактивів (Україна); нітритів та нітратів - фотоелектроколометрично; мікроелементів - на атомно-абсорбційному спектрофотометрі; неорганічного фосфору - за допомогою набору реакти-вів фірми (Лахема( (Прага); вільних амінокислот - на амінокислотному аналізаторі ААА-339 М, лізоцимну активність крові (ЛАК) - фотоелектро-колометричним методом у модифікації відділу зоогігієни УНДІЕВ; активність ферментів АсАТ та АлАТ - методом Райтмана-Френкеля за допомогою стандартного набору реактивів (Україна); в плазмі концентра-цію прогестерону та 17(-естрадіолу - імуноферментним методом за допомогою тест систем Вio Rad на приладі Labsystems Multiskan (Фінляндія); біологічно активного ЛГ - методом Baraghini M.F. et al. (1984) за концентрацією тестостерону, синтезованого клітинами Лейдіга з сім(яників 8-тиждневих нелінійних мишей.

     Для визначення впливу (Глютаму( на морфофункціональні зміни в репродуктивній системі та в організмі тварин був проведений дослід на чорно-рябих телицях віком 20-24 місяці з живою масою 307-358 кг. Дослідним телицям вводили інтравенозно (Глютам( в дозі 140 мл на добу двічі до ін(єкції ПГ та два дні, включаючи день обробки, після неї; контро-льним тваринам у цій же дозі - фізіологічний розчин. Тварин забивали на 7-й день с. ц.. Проби з яєчників, з середини тіла печінки, слизову рогів матки, яйцепроводи та жовте тіло заморожували в рідкому азоті.

     У тканинах визначали: вміст глікогену та глюкози - феноловим реакти-вом; пірувату, лактату, глутарату і (-кетоглутарату - ферментним методом за Асатіані В.С. (1969); ліпіди естрагували за методом Bligh E. et. al. (1959). У екстракті на газовому хроматографі HRGC-5330 Carlo ERBA (Італія) визначали: фосфоліпіди (за допомогою двовимірної мікротонкошарової хроматографії на силікагелі КСК-2, Svetashev V. et. al., 1972), жирні кислоти (за стандартами метилових ефірів жирних кислот) та вільний холестерин (на фоні стандарту холестерину фірми Sigma (США).

     Для розробки нової схеми використання аналога ЛГ (Овогон-Тіо( (виробництва ВНДІРіГТ м. Санк-Петербург) з метою стимуляції приживлюваності ембріонів при штучному осіменінні тварин проведено 4 досліди, трансплантації - 2. Для І-го досліду відібрали 73 голови чорно-рябих телиць парувального віку з живою масою 300-320 кг. Утримання телиць - безприв(язне. Гормон, розведений у 2 мл фізіологічного розчину, вводили за годину до осіменіння (1000 І.ОД.). Для ІІ-го досліду було відібрано 49 корів симентальської породи з 2-3 лактацією та живою масою 500-550 кг. Утримання тварин прив(язне. Гормон вводили на 0-й та 7-й день с. ц.. ІІІ-й дослід проведено на 116 чорно-рябих коровах з вгодованістю нижче середньої. Утримання прив(язне. (Овогон-Тіо( вводили коровам за годину до осіменіння та на 7-й чи 8-й дні с. ц.. І(-й науково-виробничий дослід на 130 коровах різного віку чорно-рябої породи, із них 105 вводили препарат за годину до осіменіння та на 7-й чи 8-й дні с. ц. і двічі в день осіменіння та на 7- чи 8-й день с. ц. Реципієнтам (Овогон-Тіо( вводили відразу після пересадження ембріонів з жовтня 1992 р. по лютий 1993 р. у ВАТ (Племзавод Бортничі( (чорно-ряба порода) та КСП. ім. (Жовтневої революції(, Ніжинського району, Черніговської області (симентальська порода).

     Вивчення впливу препарату (Тестенат( (80% енантового і 20% пропіонового ефірів у тестостероні) - на відтворну функцію корів та телиць проводили на 30 коровах та 30 телицях живою масою відповідно 380-580 та 330-380 кг. Стимуляцію статевої охоти проводили двічі з інтервалом 7 днів. Гормональний і вітамінний препарати ((Тетравіт() вводили внутрішньом(язово в дозі 2 і 10 мл. 

     Для визначення змін вольт-амперних характеристик (ВАХ) БАТ яєчників та матки при овуляції був проведений дослід на 10 коровах. Охоту у корів виявляли за рефлексом нерухомості на пасовищі і в загоні, овуляцію - ректальними дослідженнями яєчників. Вимірювання ВАХ БАТ статевої системи проводили сконструйованим нами мобільним лабораторним приладом. При дослідженні активності БАТ матки електроди розміщували у ділянці крижів, а правого та лівого яєчників - між остистими відростками 2-го та 3-го хребців попереку. Індиферентний електрод кріпили до складки шкіри під хвостом. ВАХ знімали з часовою дискретністю: t = 90 с; при зміні постійного струму - з дискретністю: ( = 20 до 60 мкА. Визначення оптимального строку осіменіння корів проводили у 35 голів при струмі 10-20 мкА. Ректальну температуру визначали підчас вимірювання ВАХ БАТ.



РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ АНАЛІЗ 



     Періодичність статевих циклів у самок великої рогатої худоби спричинює циклічність процесів обміну в їх організмі. У нормі нейроендокринна регуляція та імунна система самки забезпечують приживлення ембріонів. Але екзогенні та ендогенні фактори, впливаючи на ці, тонко збалансовані системи, призводять до різного ступеня порушень, що відбивається на рівні приживлюваності ембріонів. Тому, серед ендогенних факторів особливо велике значення має нейроендокринна регуляція та стан імунообмінних процесів у організмі самок при застосуванні біотехнологічних методів відтворення.



Вплив клініко-функціональних показників на приживлюваність ембріонів



Серед ендогенних факторів мофофункціональний стан статевих органів особливо жовтого тіла займає провідне місце. Ріст ж. т. закінчується формуванням верхівки, з якої починається і його регресія (Konig H.E. et. al. 1988). Тобто, стан верхівки може свідчити про морфологічну зрілість та функціональну активність цього ендокринного органа. Вихід верхівки ж. т. за межі яєчника був взятий нами як основний критерій його оцінки. Реципієнтів, у яких яєчник був зб(льшений але ж. т. не виходило над його поверхнею (внутр(шн(), оц(нювали як умовно (() придатних для пересадження ембр(он(в, якщо ж. т. виходило за його меж( до 0,5 см, в(дносили до придатних (+, ( група), в(д 0,5 до 1,0 см - до бажаних (++, (( група), понад 1см - до обов(язкових (+++, ((( група) для пересадження ембріонів. Досл(дження показали, що у рецип((нт(в з верх(вкою ж. т. понад 0,5 см ((( та ((( групи) приживлюван(сть ембр(он(в була на 17-29,7% (Р(0,01) вищою, н(ж у тварин з ( групи (табл.1.).

     Виявлений зв(язок концентрації прогестерону в крові реципієнтів з морфологічною оцінкою ж.т., дозволяє відібрати серед них 80% з більш сприятливою морфофункціональною ситуацією для приживлення ембріо-нів. Найкращими для пересадження були реципієнти, у яких середній вміст гормону дорівнював або перевищив 2 нг/мл, а ж. т. виходило над поверхнею яєчника на 0,5-1 см .

Таблиця 1 - Приживлюваність ембріонів в залежності від мофологічної оцінки жовтого тіла яєчників телиць-реципієнтів

                         Кількість�                         Група���       ( (+)�      (( (++)�     ((( (+++)��Пересаджено ембріонів, шт�       21�        71�      22��Тільних реципієнтів, гол.�         5�        38�        9��Приживлюваність, %�       23,8�        53,5�       40,9��

Відомо, що функціональна активність будь-якого органу залежить від забезпеченості енергетичними та пластичними метаболітами. У біосинтезі прогестерону важливе місце займає холестерин. Основними постачальни-ками етерифікованого холестерину для стероїдогенезу в яєчниках є ліпопротеїни високої щільності (ЛПВЩ) (Рuррione D. 1978). Зміни рівня концентрації вмісту ЛПВЩ носять функціональний характер, детермінова-ні за статтю, відображають стан обмінних процесів ліпідів і можуть служити ознакою інтенсивності біосинтезу прогестерону, що дає підставу для використання цієї ознаки як тесту при трансплантації ембріонів.

     Рівень ЛПВЩ у крові реципієнтів досліджували кристало-оптичним методом (Терес М. і інш.,1986), модифікованим нами. Функціональну активність ж. т. клінічно здорових телиць-реципієнтів оцінювали за кількістю та розміром хрестоподібних анізотропних включень типу “мальтійський хрест” умовно, в балах: низький (0-2 бали); середній (3 бали); високий (4 бали). Було встановлено, що на 7-й день с. ц. анізотропних включень у тільних та нетільних реципієнтів було більше відповідно на 71% (Р<0,05) та 48,9%, порівняно з цим показником у невизначений день циклу. Тобто, зростання в крові концентрації прогестерону спричинює зміну кількісної характеристики анізотропних включень. Середній бал кількісної характеристики включень у тільних реципієнтів двох дослідних груп в цей день циклу був більшим на 41,8% (Р<0,05) та на 27,5%, ніж у нетільних. Тобто серед клінічно здорових реципієнтів на 6-8-й день с. ц. слід відбирати тих, які мають ж. т. з високою та середньою функціональною активністю, що дозволить отримати у них 60-70% приживлюваності (відмінних( та (добрих( ембріонів. 

     Дослідження виявили велику роль у приживленні ембріонів рівня обмінних процесів та стану природної резистентності реципієнта саме підчас 6-7-го дня с. ц., а саме: глюкози, каротину та сечовини. У реципієнтів, які стали тільними, на 7-й день с. ц. в крові було вірогідно менше глюкози та сечовини на 22,1 та 7,2% відповідно, а каротину - більше на 14,8%. Так, відбір серед реципієнтів з морфологічно оціненими ж. т. тих, які мають в крові концентрацію глюкози в межах 2,22-2,775 ммоль/л та каротину не нижче 5,24 мкмоль/л, супроводжується приживленням ембріонів на рівні 87,5% (Р(0,05, 0,001) (табл.2). 



Таблиця 2 - Приживлюваність ембріонів у реципієнтів залежно від класу за рівнем концентрації глюкози в крові

Клас, ммоль/л �Група�Всього,гол�Тільні, гол.�Приживлюваність,%��1,67-2,22�     (�         9�         4�             44,4��2,225-2,775�    ((�         8 �         7�             87,5��2,78-3,33�    (((�         5�         3�             60,0��3,89-4,44�    ((�         7�         4�             57,1��4,445 і більше�     (�         6�         1�             16,7��

     Постійну підготовку материнського організму до вагітності шляхом збільшення впродовж с. ц. рівня клітинного імунітету і зменшення гуморального (Яблонський В.А.,1986), підтвердило виявлене нами вірогідне зниження в крові піддослідних реципієнтів рівня (-глобулінів на 7-й день с.ц.. Встановлено також, що у реципієнтів, які стали тільними, рівень БАК одночасно вірогідно корелює з вмістом загального білка, глобулінів, альбумінів, сечовини, глюкози та каротину (( = -0,69; +0,48; -0,49; -0,43; -0,58; +0,52 відповідно), тоді як у нетільних лише з двома останніми метаболітами (( = -0,75 та +0,60). Менший рівень БАК( Р(0,05) в період пересадження ембріонів сприяє приживленню. Спричинене катете-ром подразнення слизової матки, а саме пошкодження її епітелію, призводить до збільшення в крові реципієнта БАК та ЛАК, але без зміни концентрації (-глобулінів, а ускладнення внаслідок травмування шийки матки зумовлюють збільшення в крові вмісту (-глобулінів, що негативно впливає на приживлення ембріонів. 

     При проведенні трансплантації ембріонів у господарствах, де неможливо провести біохімічний аналіз крові тварин, можна скористатися відбором реципієнтів за інтенсивністю росту живої маси, яка у тих, що стали тільними, вірогідно корелює на 7-й день с.ц. з концентрацією в крові сечовини, глюкози та каротину (( = -0,54, -0,51 та +0,69, Р(0,01 відповідно). Пересадження ембріонів ефективніше у телиць-реципієнтів з добре розвиненим ж. т. та приростом живої маси на рівні 720-770 г впродовж 30-90 днів до трансплантації (табл. 3). 



Таблиця 3 - Приживлюваність ембріонів залежно від середньодобового приросту живої маси реципієнтів у різні періоди до пересадження

Клас за серед-ньодобовим �Приживлюваність ембріонів (%) за період контролю приросту живої маси�Кількі-

сть пере-�М ( (��приростом, г�30 днів�60 днів�90 днів�саджень���300-570�60,0�57,1�    20,1�      22�45,7(13,0��571-720�53,8�50,0�    50,0�      41�51,3(1,3x��721-770�80,0�75,0�     100,0�     10�85,0(7,6x��771-920�61,5�50,0�   46,2�     38�52,6(4,6x�� М ( (�65,0(12�58,0(5,9�52,9(12,6�      -�-��Примітка. хP<0,05.



     Генетичний аналіз поголів(я реципієнтів за поліморфними білками (амілаза, церулоплазмін, трансфераза) крові показав, що у гетерозиготних тварин рівень приживлюваності ембріонів був більшим, ніж у гомозиготних (табл.4), і залежить від наявності в реципієнта певного гена.. Так, найбільша приживлюваність - 54,5% і 46% - була у тварин з генами амілази В і трансферину А, а найменша (34%, 36,4%,38,9% та 34,7%) - С, Д1, Д2, та церулоплазміну В. Виявлена тенденція зменшення рівня приживлюваності ембріонів при наявності в генотипі реципієнтів алеля TfD. Тому відбір тварин за типом поліморфних білків крові при виявлені позитивного їх зв(язку з продуктивними або іншими якостями, слід доповнити даними щодо впливу такого відбору на відтворну функцію.

     Вивченням електрофізіологічних параметрів БАТ статевої системи виявлено зв(язок їх рівня з морфофункціональним станом репродуктивних органів. Було розроблено мобільний прилад та спосіб визначення часу овуляції за змінами ВАХ в зонах БАТ матки та яєчників. Суть його полягє у вимірюванні приладом з фіксованим струмом 10-20 мкА, з інтервалом 8-12 годин, напруги в зоні БАТ матки та яєчників у тварин в стані статевої охоти. Зміна параметрів напруги (Р(0,05) супроводжує феномен овуляції. Запропонований спосіб визначення овуляції фолікулів вимагає небагато робочого часу, недорогого приладу і дозволяє більш точно підбирати ембріон на певній стадії розвитку до реципієнтів із визначеною овуляцією.

     На основі вимірювання напруги в зоні БАТ матки та ректальної температури у корів�Таблиця 4 - Приживлюваність ембріонів у реципієнтів залежно від кількості генів поліморфних білків

�                                Кількість генів��Реципієнти�3*�4**�5***�6****���гол.�% �гол.�%�гол.�%�гол�%��Тільні�4�57,8�9�60�10�43,5�   5�83,4��Нетільні�3�42,2�6�40�13�56,5�   1�16,6��Всього у виборці�7�13,7�15�29,4�23�45,1�   6�11,8��Примітка: 3*гомозиготи та 6****гетерозиготи за трьома системами; 4**гомозиготи за двома системами; 5***гомозиготи за однією системою



в стані статевої охоти розробили формулу (1) для обчислення показника функціоналу В, зміна якого характеризує зв(язок ректальної температури та напруги в зоні БАТ матки корови перед першим та другим осіменінням. Дослідження показали, що при умові В (200 друге осіменіння проводити недоцільно, а це при середній ефективності першого на рівні 50% дозволяє зекономити близько 25% доз сперми.



B = (T1 x T2) : (T1 - T2) х (( (U1 : U2) �(1)��

де, Т1 - ректальна температура перед першим введенням сперми;

Т2 - ректальна температура перед другим введенням сперми;

U1 - напруга в зоні БАТ перед першим введенням сперми; 

U2 - напруга в зоні БАТ перед другим введенням сперми;



Вплив екзогенних факторів на приживлюваність ембріонів



     Літературні джерела переконливо доводять залежність відтворної функції корів від збалансованості раціонів за окремими мікроелеметами та вітамінами. Тому перший прийом корекції обмінних процесів полягав у комплексному застосуванні цих біологічно активних речовин при підготовці телиць-реципієнтів до пересадження ембріонів. 

     У досліді було встановлено, що у реципієнтів, у раціоні яких мікроелементні добавки (мідь, марганець, цинк, кобальт, йод) були з йодом але без міді статеве збудження характеризувалось високим ступенем прояву. У них у крові на 7-й день с. ц. збільшилась концентрація (-глобулінів на 6,4% (Р(0,05), загального білка і ліпідів на 11,4%, 25% (Р(0,01) та вірогідно зменшився вміст каротину порівняно з початком основного періоду. Це знизило на 16,7% приживлюваність пересаджених ембріонів проти 50% у контролі та в групі, якій в добавку включили мідь без йоду. Це можна пояснити двома взаємозв(язаними процесами. По-перше, збільшення статевого збудження зумовлене надмірним вмістом у крові естрогенів, що порушуючи співвідношення статевих гормонів, негативно впливає на приживлюваність ембріонів (Судаков Г.И. і інш.,1990). По-друге, у організмі тварин при недостатній кількості міді, але достатній наявності кобальту та марганцю, відбувається значне вимивання йоду з щитовидної залози (Судаков Н.А. і інш.,1974) і забезпечення її в цей час екзогенним його притоком. Цей стан та вплив естрогенів, мабуть, стимулюють у залозі синтез трийодтироніну (Kahl S.,1987), про що побічно свідчить збільшення, за нашими даними, концентрації білків крові і, особливо, (-глобулінів. Зростання в крові вмісту останніх на 7-й день с. ц підтверджує наші передбачення негативного впливу їх високої концентрації на приживлення зародків.

     Широкий спектр впливу на організм тварин природних сорбентів зумовив включення до раціону телиць-реципієнтів в період підготовки до пересадження ембріонів - хумоліту. На підставі досліджень запропоновано вітамінно- мінеральний премікс, до складу якого входять прераховані вище мікроелементи, (Тетравіт( та хумоліт у дозі 0,5 г на 1 кг живої маси, зго-довування якого впродовж двох місяців сприяло нормалізації обмінних процесів у тварин з ознаками субклінічного кетозу. У крові телиць знизилась концентрація нітратів (на 12,8%) і нітритів (на 16,3%, Р(0,05), які негативно впливають на відтворну функцію (Буряков Н.і інш.,1995), збільшився вміст у межах норми альбумінів та вірогідно зросла концентрація кальцію (Р(0,05), неорганічного фосфору (Р(0,01), цинку (Р(0,05) - відповідно на 7,2, 16,2 та 9,3%, у трьох тварин виявили марганець. Ці зміни в обмінних процесах у реципієнтів забезпечили 60% приживлюваності трансплантованих ембріонів. Згодовування телицям чистого хумоліту у зазначеній дозі негативно влинуло на швидкість росту їх живої маси. Особливо значне зниження (107,2 г) середньодобового приросту спостерігали на третьому місяці досліду. У крові цих реципієнтів було вірогідно (Р(005) менше глюкози, (-глобулінів, каротину, але більше сечовини (відповідно на 12,7, 7,2, 22,3 та 16,2%), ніж у реципієнтів контрольної групи. На фоні збільшення вмісту в крові цинку, фосфору, кальцію в ній був відсутній марганець та зменшився рівень міді - відповідно на 7,8 (Р(0,05), 12,4 (Р(0,01), 4,1 та 10,5%. Такі зміни знизили приживлюваність ембріонів до 50% проти 60% у контролі. Отримані результати підтверджують припущення, зроблені в першому досліді, щодо негативного впливу дефіциту рівня міді в крові на приживлюваність ембріонів. Низький вміст глюкози та каротину в крові реципієнтів можна також розглядати як підтвердження правильності наших висновків щодо важливої ролі саме цих метаболітів для процесу приживлення ембріонів. На основі досліджень розробили: а) спосіб підготовки тварин-реципієнтів; б) мінеральний премікс для здійснення цього способу.

     Крім тривалої 2-3-місячної підготовки телиць-реципієнтів шляхом згодовування їм раціонів, збагачених вітамінно-мінеральними добавками, на основі результатів цих досліджень був розроблений більш ефективний другий прийом корекції обмінних процесів в їх організмі з метою збільшення приживлюваності пересаджених ембріонів. Суть пропонованої методики полягає у використанні біологічно активних речовин у період стимуляції в реципієнтів статевої охоти аналогами простагландину. Для цього був створений препарат (Глютам(, теоретична передумова розробки якого полягала у необхідності участі його складових в енергетичному та пластичному процесах обміну в репродуктивних органах і гіпоталамо-гіпофізарній ендокринній системі з метою поліпшення умов для розвитку ембріонів та стимуляції їх приживлення. До складу препарату були введені глутамінова кислота як прикордонна сполука між пластичними та енергетичними обмінними процесами, що дозволяє їй при зміні функціонального стану тканин та органів включатися у різні метаболічні перетворення, та глюкоза, вміст якої в крові реципієнтів згідно з нашими даними, впливає на приживлюваність пересаджених ембріонів.

Експериментальна перевірка показала, що неодноразове (8 разів) інтравенозне введення (Глютаму( в комплексі із згодовуванням мікроеле-ментів та вітамінізацією раціонів нормалізує у телиць процеси обміну ву-глеводів та знижує БАК, створючи в їх репродуктивних органах сприятливі умови для приживлення трансплантованих ембріонів. Так, приживлювані-сть у таких реципієнтів становила 83,3% проти 42,9% у тварин, яким згодовували лише мінерально вітамінні добавки, та 25% - у контрольних. 

У науково-виробничому досліді було встановлено, що трикратне внут-рішньовенне введення реципієнтам препаратів (Глютаму( у дозі 140 мл та внутрішньом(язове (Тетравіту( у дозі 10 мл у період стимуляції статевої охоти ПГ зумовлює 40,9% (Р(0,05) приживлюваності (задовільних( ембріонів, тобто суттєво більше (на 29,8%) порівняно з контролем.

     У період введення (Глютаму( в крові реципієнтів відбуваються вірогідні зміни концентрації глюкози, загального білка та активності АсАТ. На 7-й день с. ц. в них у крові спостерігається тенденція збільшення біологічно активного ЛГ, прогестерону та 17(-естрадіолу відповідно на 15,7%, 25% та 19,8%. Збільшення концентрації гормонів підтверджується зростанням функціональної активності органів, що їх продукують. Так, у дослідних тварин маса аденогіпофіза, ж. т. та розмір домінуючого фолікула яєчників були більшими відповідно на 12,2% (Р(0,05), 12,3% та 65,9% (Р(0,05). У цей же день с. ц. в крові дослідних реципієнтів була більша концентрація вільних амінокислот на 17,3%, із них замінних на 13,7% і незамінних на 22,7% (Р(0,05), сечовини на 11,3%, вірогідно збільшився вміст амінокис-лот тирозину, гістидину, 1-метилгістидину, триптофану і аргиніну. 

     У печінці реципієнтів, яким інтравенозно вводили препарат (Глютам( під час стимуляції статевої охоти, інтенсифікуються процеси глюконеоге-незу, який сприяє накопиченню глікогену (на 35%, Р(0,01), виникають зміни в складі жирних кислот, вірогідно збільшується вміст пальмітинової, гіпогеєвої та маргаринової кислот відповідно на 2,08%, 0,13% та 0,47%. Арахідонова кислота входить до складу ПГ, тому особливий інтерес представляє її рівень у печінці (резерв для синтезу гормону). У телиць, яким вводили (Глютам(, спостерігається тенденція зменшення на 1,77% її у печінці, що можна розглядати як побічне свідчення стимуляції синтезу ПГ, а значить і інтенсифікації обмінних процесів в організмі.

     У ж. т. дослідних телиць (тенденція зростання рівня глікогену - на 11,6% та зменшення вмісту лактату і пірувату - відповідно на 4,6% та 17,8%), інтенсифікуються за рахунок використання останніх двох метаболі-тів процеси глюконеогенезу. Але в цьому органі було менше (на 13-46%) фосфоліпідів, вірогідно більше насичених і менше ненасичених жирних кислот, серед яких зменшився (Р(0,05) вміст: меристоолеїнової (14:1) - на 0,18%, пальмітоолеїнової (16:1) - на 0,55%, хирогонової (16:2(4) - на 0,32%, гептадеценової (17:1) - на 0,23%, еландинової (18:1) - на 5,02 %, ок-тадекатетраєнової (18:4) - на 0,19% та ейкозапентоєнової (20:5) - на 0,21 %.

      У телиць, яким вводили (Глютам(, у ендометрії рогів матки також спос-терігається інтенсифікація процесу глюконеогенезу, але за рахунок викори-стання пірувату, глутамату, лактату та кетоглутарату. У них в ендометрії рога матки із сторони ж. т. було більше фосфатиділхоліну - на 15,7%, сфін-гомієліну - на 33,4%, фосфатидилінозитолу - на 67,3%, дифосфатидилглі-церолу - на 12,5% і фосфатидилгліцеролу - на 25%, а серед жирних кислот- гептадеценової кислоти (17:1) - на 0,14% (Р(0,05), ніж у контрольних тва-рин. Ендометрій рога матки із сторони яєчника з ж. т. у складі ліпідів мав тридецилову (13:0), меристоолеїнову (14:1), гипогеєву (16:1(7) та октаде-катетраєнову (18:4) кислоти, яких не було в протилежному розі матки.

     Біологічна дія препарату (Глютам( у організмі телиць грунтується на впливі глутамінової кислоти, яка є основним його інгредієнтом. Ця аміно-кислота може включатися в енергетичні та пластичні обмінні процеси в тих чи інших органах чи системах організму, залежно від функціонального навантаження, яке вони виконують. Як єдиній амінокислоті, що окислюється в тканинах мозку і служить енергетичним джерелом для діяльності ней-ронів, їй властиві стимулюючий вплив на гіпоталамо-гіпофізарну систему, активність якої різко зростає у період індукції екзогенними ПГ статевої охоти. Тому інтравенозне введення у цей період препарату, в першу чергу, буде забезпечувати субстратом ферментативні енергетичні реакції у гіпота-ламусі, а саме в центрах регуляції голоду і насичення, та гонадотропну функцію, що спричинює збільшення синтезу гонадоліберинів, виділення яких зростає за рахунок стимуляції дофаміну, під впливом глутамінової кислоти (Calvert D.T., еt. al.,1996). Активізація центрів голоду та насичення в гіпоталамусі - одна з причин біохімічних змін у печінці та збільшення вмісту у крові дослідних тварин вільних амінокислот, особливо, тирозину - попередника дофаміну. Більший вміст в крові самиць тирозину спричинює інтенсивне виділення гонадотропних гормонів гіпофізом (Russe M. et al.,1985) і було підтверджено нашими дослідженнями. Підвищена після овуляції концентрація в крові телиць гонадотропних гормонів стимулює ріст домінуючого фолікула та ж. т., які зумовлюють інтенсивне виділення в кров 17(-естрадіолу та прогестерону ((=0,87, Р(0,05). Збільшення функціо-нальної активності ж. т. під впливом ЛГ побічно підтверджується меншим вмістом у ньому холестерину (на 16,4%) та фосфоліпідів. Останнє зумовле-но більшою концентрацією ЛГ, що інтенсифікує стероїдогенну активність в клітинах ж. т. через ПГ (Grazul A. et.al.,1987), для синтезу їх необхідна арахідонова кислота (Dudnik L.et. al.,1985), джерелом якої є фосфоліпіди. Зменшення концентрації їх підтверджує підвищення рівня ЛГ в крові тварин після введення (Глютаму( .

     Збільшення концентрації амінокислот у сироватці крові дослідних телиць, на нашу думку, пов(язане з гормональною регуляцією їх транспортування. Важливим фактором, що забезпечує надходження амінокислот у клітину і включення в білок, є вплив стероїдних гормонів (Юдаев Н.А. і інш.,1976), рівень яких в крові зростає в зв(язку з більш інтенсивним ростом домінуючого фолікула. Інший шлях збільшення рівня амінокислот полягає в стимуляції (Глютамом( керованого метаболізмом їх транспортування, сутність якого полягає в активації глюкозою енергетичних біохімічних реакцій. Глюкоза як джерело енергії збільшує абсорбцію амінокислот (Curran P.,1972), рівень яких в шлунково-кишковому тракті може збільшуватись за рахунок рециклізації аміаку, стимульованої, очевидно, (Глютамом( як прямо в епітелії стінки рубця, так і через нейроендокринну регуляцію кровообігу в ній. Карбамід, що всмоктується із рубця, використовується мікроорганізмами, в результаті збільшується рівень протеїну, який сприяє підвищенню в плазмі крові незамінних амінокислот у більшій мірі, ніж замінних (Градусов Ю.,1979), що було виявлено в нашому досліді. Введення препарату (Глютам( тели-цям стимулює виділення глюкагону, який інтенсифікуючи глюконеогенез, індукує транспортування амінокислот, особливо незамінних. Останні в свою чергу стимулюють виділення інсуліну підшлунковою залозою (Александров С.,1986), що зумовлює зниження вмісту глюкози в крові телиць, підтримуючи її гомеостатичну концентрацію. Про це свідчить майже однаковий рівень вуглеводу в крові тварин піддослідних груп на 7-й день с. ц.. При введенні (Глютаму( в організм тварин найімовірніше задіяні ці два шляхи стимуляції транспортування амінокислот із шлунково-кишкового тракту в кров.

     Естрогени через цАМФ регулюють надходження до матки самки амінокислот (Schepartz P.,1973). Їх рівень у плазмі дослідних тварин був більшим, що зумовило надходження останніх із кишківника в кровоносне русло і в ендометрій матки для синтезу білків, необхідних ембріону. Збільшення рівня незамінних амінокислот побічно підтверджує висновок щодо стимулюючої дії (Глютаму( на процес синтезу стероїдних гормонів.

     Інтенсивне виділення структурами яєчника прогестерону та 17(-естрадіолу сприяло більшій енергозабезпеченості матки дослідних тварин, чому передувало підвищення глюконеогенезу, яке відбувається при умові високої концентрації АТФ і низької АМФ (Березов Т. і інш.,1982). Зростання вмісту фосфоліпідів в ендометрії рога матки із сторони яєчника з ж. т. у дослідних тварин очевидно пов’язане з конформаційними змінами та рівнем активності мембранних ферментів (Daun G.,1985), виникаючих внаслідок більшої концентрації субстрату, і які свідчать про індукцію обмінних процесів під впливом більшої концентрації прогестерону та естрадіолу (Muller G.,1965). Можливо, це пов’язане зі збільшенням виходу глюкози із клітин ендометрію в ембріотроф. Адже на 7-й день еструсу у них відсутні гранули глікогену (Афанасьев Н. і інш.,1970), що спричинює створення більшої кількості небіслойних структур мембран, які виз-начають особливу їх роль у транспортних процесах (Gullie P. et al.,1980). Зростання концентрації холестерину (на 22,4%) також сприяє транспор-туванню метаболітів через мембрану, зокрема глюкози (Saito G.et. al.,1979).



�

�

�

����

�

����

����

����

������

��

����

���

����

��

�

����











Рисунок 2 - Схема біологічної дії (Глютаму( в організмі телиць (1 - (Глютам(, 2 - рилізинг-фактори, 3 - ЛГ, ФСГ, 4 - прогестерон, 5 - 17(-естрадіол, 6 - амінокислоти, 7 - центр гонадотропної регуляції, 8 - центр голоду та насищення, 9 - (-аміномасляна кислота, 10 - глюкагон, інсулін)
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Вплив препарату полягає також у включенні його в метаболізм у матці та печінці, що інтенсифікує процеси глюконеогенезу та збільшує вміст вільного холестерину. Гіперглікемічний ефект препарату може буду спричинений також дією (-аміномасляної

кислоти що утворюється в нервовій тканині в процесі декарбоксилювання глутамінової кислоти, наявність якої в крові в незначній концентрації 10-2 мкмоль/мл стимулює всмоктування глюкози органами, особливо печінкою (Бунятян Г.,1967). Збільшення енергетичних речовин у органах та вмісту загального білка іамінокислот в крові свідчить, що (Глютам( інтенсифікує обмін речовин, який веде до накопичення структурно-енергетичного потенціалу функціонально активних органів, характерного для другої форми надлишкового анаболізму. Представлені дані дозволили побудувати схему біологічно дії препарату в організмі телиць (рис. 2).

     Третій прийом корекції обмінних процесів в організмі самиць полягав у впливі на ендокринну регуляцію статевого циклу за допомогою введення екзогенних гормональних препаратів.

     Нашими дослідженнями встановлена важлива роль підвищенного рівня ЛГ на 7-й день с. ц. для обмінних процесів в цілому організмі та статевій системі зокрема. Відомо (Taylor C. еt. al.,1991), що у корів впродовж статевого циклу в яєчнику спостерігається 2-3 хвилі росту фолікулів, серед яких один домінуючий. Перша хвиля, як правило, закінчується на 7-8-й день статевого циклу (Sirois J. еt. al.,1990).

     Дисбаланс ЛГ на 7-8 день с. ц., може створити в крові тривале збільшен-ня рівня естрогенів і призвести до неплідності. В цей (критичний( період з морули розвивається бластоциста, і збільшення концентрації естрогенів може викликати морфологічні зміни ендометрію матки, які негативно діють на перебіг процесу приживлення ембріона. Крім того, дисбаланс ЛГ, негативно впливаючи на ріст ж. т., призведе до зниження рівня в крові про-гестерону, концентрація якого в цей період значно збільшується. Порушен-ня пропорції між прогестероном та естрогенами також відіб(ється негатив-но на приживленні ембріона. Такі аргументи послужили підставою для розробки нової гормональної схеми обробки самиць аналогом ЛГ - (Ово-гон-Тіо(. Проведена нами експериментальна її перевірка підтвердила пра-вильність теоретичних підходів щодо необхідності регуляції гормонально-го фону у тварин саме на 6-8-й день циклу з метою поліпшення умов приживлення ембріонів. Введення (Овогон-Тіо( на 7-8-й день с. ц. та дворазове в день штучного осіменіння і на 7 чи 8-й день після нього підвищила приживлюваність ембріонів у корів на 25-37% (Р(0,01) (табл.5).

     Введення в організм самки екзогенного тестостерону, стимулюючи або нормалізуючи процес синтезу естрогенів та ендокринний статус організму, спричинить статеве збудження та охоту (Богданов Г.О. і інші, 1981). Використання препарату (Тестенат( (80% енантового та 20% пропіонового ефі- рів у тестостероні) для регуляції �Таблиця 5 - Приживлюваність ембріонів у корів при використанні (Овогон-Тіо( у різні дні статевого циклу 

Група�День статевого циклу, коли був введений препарат�Кількість 

тварин, гол.�Тільних гол.�Приживлюваність, %��Контрольна�                     -�68�32�47��(�0�97�59�60,8��((�7�50�36�72��(((�8�25�20�80��(У�0+7�25�21�84��У�0+8�25�20�80��

статевого циклу та процесу приживлення ембріонів у корів і телиць заслуговує на увагу науковців та практиків.

     Наші дослідження показали, що двократна ін(єкція (Тестенату( в дозі 2 мл з інтервалом 7 днів у 50-70% корів та телиць стимулювала статеву охоту. Приживлюваність ембріонів у них була на такому ж рівні, як у тварин зі спонтанною охотою. Підвищенню ефективності препарату (на 15%) сприяло одночасне введення тваринам вітамінів ((Тетравіт().



Вихід придатних ембріонів при суперовуляції у донорів



     Розробка способів корекції обмінних процесів в організмі донорів з метою отримання більшої кількості придатних до пересадження ембріонів стала четвертим прийомом збільшення ефективності цього біотехнологічного методу відтворення. 

     У значній мірі варіабельність результатів суперовуляції обумовлена станом обмінних процесів у організмі донорів. Нами було встановлено, що у донорів з більшим на 68,7% (Р(0,05) балом анізотропних включень ліпопротеїнів високої щільності, які характеризують патологію обмінних процесів на 7-й день с. ц, рівень суперовуляції та вихід придатних ембріонів були меншими відповідно на 18,9% та 62,3% проти контрольних. Нами відмічено збільшення маси селезіки як наслідку проведеної стимуляції суперовуляції, тобто вона є активним у імунному відношенні органом, який реагує на введення чужорідних білкових антигенів, - гормонів. Її активність багато в чому визначає ефективність суперовуляції, низький рівень якої спостерігається у тварин із більшою концентрацією (-глобуліну в плазмі (Hakanishi U. et.al.,1991).

     Зіставленням морфологічної оцінки ж. т. донорів за розробленими нами критеріями для реципієнтів, метаболічного стану організму та результатів суперовуляції вдалося встановити, що тварини у яких на 10-й день с. ц. верхівка ж. т. виходить над поверхнею яєчника не вище як на 1 см, можна отримати в середньому до 20 овуляцій (Р(0,05). Донори, у яких в цей день виялені ж. т. на обох яєчниках (((( гр.), мали такий рівень обмінних процесів, який дозволив отримати при стимуляції суперовуляції на 20% більше придатних ембріонів, тобто метаболічна ситуація у таких самок більш сприятлива для утворення повноцінних яйцеклітин та раннього ембріогенезу (табл.6).

     Наші гістологічні дослідження та дані щодо кількісного і якісного скла-ду одержаних ембріонів дозволяють твердити, що якість гонадотропних гормонів, впливає на морфологію, фолікулогенез яєчників та на вихід придатних ембріонів при індукції поліовуляції (дослід на мишах, (=53).



Таблиця 6 - Рівень суперовуляції та вихід ембріонів у позитивних донорів 

Кількість об(єктів визначення�Група, М((���( (+), (=7�(( (++), (=9�(((, (=5��Жовтих тіл, шт.�12,57(2,67*�20,33(2,48*�19,0(2,21��Ембріонів і яйцеклітин, шт.�8,42(2,47�13,86(3,13�13,60(3,40��Ембріонів: придатних, шт.�7,00(2,23� 7,11(2,05�8,80(2,54��                   Задовільних, шт.�1,00(0,43� 1,55(0,66�2,20(1,40��                   Дегенерованих, шт.�0,14(0,14*� 3,20(1,40*�2,20(1,40��Яйцеклітин, шт.�0,28(0,28� 2,00(1,10�1,40(1,20��Примітка. * Р(0,05.



Тому при випробуванні нових серій гонадотропних препаратів слід враховувати поряд з кількісною характеристикою суперовуляції і морфологію та фолікулогенез яєчників.

     Перша спроба нормалізації обмінних процесів у організмі донорів, що полягала в інтравенозному введенні як стимулятора стерильного, опроміненого ультрафіолетом 20%-вого тіосульфату натрю в дозі 40 мл у нульовий день с. ц. донорів та у корів з патологічним станом обмінних процесів, виявилась не результативною і подальші дослідження в цьому напрямку були припинені.

     Серед біологічно активних речовин значний інтерес для корекції обмінних процесів представляють природні сорбенти, в т. ч. хумоліт. При його згодовуванні телицям-реципієнтам в дозі 0,5 г на 1 кг живої маси впродовж двох місяців у них не спостерігали істотних змін інтенсивності росту, які можна було б вважати свідченням негативного впливу цієї добавки на обмінні процеси. Внаслідок виявлених деяких позитивних змін в мінеральному обміні, і в т.ч. зниженні концентрації у крові нітратів та нітритів, було зроблено припущення щодо можливості поліпшення результатів суперовуляції у корів-донорів шляхом включення хумоліту до їх раціонів. Виявилось, що його згодовування в зазначеній вище дозі впродовж 6-70 днів не впливає на чутливість донорів до екзогенних гонадотропних гормонів, спричинює стабілізацію реакції суперовуляції та дозволяє отримати на 19,2% більше придатних ембріонів.

      Вважаючи, що суперовуляція у тварин пов’язана з напруженням всіх функціональних систем організму, можна передбачити, що збільшення в ньому, в першу чергу, енергетичних та пластичних субстратів, в тому числі за рахунок такого препарату як (Глютам(, позитивно впливатиме на рівень виходу придатних ембріонів, тим більше, цей показник вірогідно корелює ((=+0,48) з концентрацією глюкози в крові донорів в день їх осіменіння. Для перевірки цієї гіпотези та відпрацювання оптимальної схемивикористання препарату були проведені три серії дослідів. У першому досліді виявилося, що чотирикратне внутрішньовенне введення коровам-донорам біологічно активного препарату (Глютам( у дозі 125 мл під час стимуляції суперовуляції поряд із застосуванням ФСГ зумовлює збільшення виходу придатних до пересадженя ембріонів на 28,7% (5,6(1,4 у контролі проти 7,3(1,8 в досліді), але також у 10 разів яйцеклітин. Досліджувана доза (Глютаму( не спричинила значних змін у обмінних процесах, за винятком тенденції інтенсивнішого зменшення концентрації сечовини та стабілізації напруги БАК. 

     Другий дослід проводився з метою зниження у донорів виходу яйцеклітин при стимуляції суперовуляції ФСГ у комплексі з препаратом (Глютам(, для чого кількість ін’єкцій препарату в І-й дослідній групі була вдвічі зменшена та збільшена до 140 мл доза. У ((-й дослідній групі (Глютам( у дозі 140 мл вводився чотирикратно: - перший та другий раз - при стимуляції статевої охоти одночасно з ін(єкцією простагландину та в наступний день, третій і четвертий - в перші два дні обробки їх ФСГ. Експериментальна перевірка цих схем показала, що використання названого препарату дозволяє збільшити вихід придатних до пересадження ембріонів на 18,9% ((( схема: 5,4( 1,9 у контролі проти 6,7(0,9 в досліді) та 32,7% (( схема: 5,8(1,7 у контролі проти 8,7(1,5 досліду), а приживлюваність у реципієнтів, відібраних за спонтанною охотою, - на 11,3%. Крім того, у донорів, оброблених за другою схемою, не було вимито яйцеклітин, що очевидно зумовлено впливом (Глютаму( на фолікулогенез яєчників після введення його в період стимуляції статевої охоти. 

     Для зменшення затрат праці при використанні (Глютаму( вивчали вплив препарату на вихід придатних ембріонів при підшкірному його введенні донорам в дозі 60 мл 9%-ї концентрації, контролем служили тварини, яким вводили інтравенозно препарат та фізіологічний розчин. Результати підтвердили, що введення (внутрішньовенне та підшкірне) в організм донорів (Глютаму( сприяє збільшенню виходу придатних ембріонів відповідно на 83,1% (1,0(0,26 у контролі проти 6,0(1,0 в досліді,Р(0,05) та 78,8% (4,7(1,5). При чому підшкірне введення препарату на 21,5% менш ефективне, ніж внутрішньовенне. 

     Отже, інтравенозне введення біологічно активного препарату (Глютам( у період стимуляції статевої охоти телиць ПГ та суперовуляції у донорів ФСГ стимулює довготривалу функціональну активність як всього організму, так і окремих систем, що спричинює збільшення енергетичного та пластичного потенціалу клітин органів та тканин, функціонально активних у цей період, а саме - системи відтворення тварин.

     Таким чином, дані літературних джерел та власні дослідження впливу ендогенних та екзогенних факторів на приживлюваність ембріонів у самок великої рогатої худоби були підставою для ряду теоретичних гіпотез, експериментальна перевірка яких сприяла розробці способів оцінки функціонального стану фолікулів та жовтого тіла яєчників самиць, відбору і підготовки реципієнтів до пересадження ембріонів, стимуляції приживлюваності останніх у тварин та отримання у донорів, а також розробку мінерального преміксу і біологічно активного препарату (Глютам(, використання яких збільшує вихід придатних ембріонів та їх рівень приживлюваності, дозволили запропонувати ідею дистанційної дії при рефлексотерапії та формулу для визначення доцільності повторного штучного осіменіння корів. Морфобіохімічні дослідження дозволили обгрунтувати біологічну дію препарату (Глютам( на організм самки в цілому та її статеву систему зокрема. 



ВИСНОВКИ



1. Рівень приживлюваності ембріонів у самок великої рогатої худоби підвищується в середньому на 32,3%, при використанні комплексу заходів, що включають: відбір реципієнтів на основі морфофункціональ-ної оцінки жовтого тіла, біохімічних показників крові та інтенсивності росту живої маси; корекції обмінних процесів та гормонального фону за рахунок згодовування мінерального премікса та введення екзогенних гормонів, вітамінів і біологічно активних препаратів; енерго-пластично-го забезпечення стимуляції суперовуляції у корів-донорів з метою збільшення життєздатності ембріонів; визначення овуляції та терміну осіменіння корів. 

2. Способи оцінки жовтого тіла на 6-7-й день статевого циклу, розроб-лені з урахуванням, виходу його верхівки за межі яєчника та вмісту ліпопротеїнів високої щільності, зумовлюють відбір 80% придатних реципієнтів для пересадження ембріонів, що дозволяє підвищити приживлюваність (відмінних( та (добрих( ембріонів до 60-70%.

3. Рівень приживлюваності пересаджених ембріонів залежить від концентрації на 6-7-й день статевого циклу в крові реципієнтів глюкози, сечовини, каротину та БАК. У рецеп((нт(в 80-100%-ва приживлюваність трансплантованих ембр(он(в спостерігається за умови в цей день естрального циклу такого метабол(чного проф(лю кров(: концентрац(я загального б(лка та (-глобул(н(в на р(вн( - 74,22(0,75 г/л та 24,77(2,94% відповідно; каротину не менше 5,3 (0,4 мкмоль/л; р(вень глюкози, сечовини, л(п(д(в, (-глобул(н(в та БАК в межах - 2,225-2,7750 ммоль/л, 2,5-3,5 ммоль/л. 3,76-4,61 ммоль/л, 14-17%, 80,5-90,5% в(дпов(дно; альбум(но-глобул(нове сп(вв(дношення - 1,15(0,1.

4. Процес росту живої маси і генотип за системами поліморфних білків (трансферин, амілаза, церулоплазмін) впливають на приживлюваність ембріонів у телиць-реципієнтів. Приживлюваність ембріонів вірогідно знижується (45,7(12,8%, Р(0,05), якщо середньодобовий приріст у період, що передує трансплантації, не перевищує 400 г, а оптимальним є приріст живої маси реципієнтів у межах 720-770 г впродовж 30-90 днів до пересадження ембріонів і супроводжується 85(7,6% (Р(0,05) їх приживлюваності. Спостерігається тенденція більшої приживлюваності ембріонів (83,4%) у реципієнтів гетерозигот, ніж у гомозигот (43,5-60%) за досліджуваними поліморфними системами білків.

5. На приживлення пересаджених ембріонів у реципієнтів впливає зв(язок середньодобового приросту впродовж 120 днів (90 днів до пересадження ембріонів та 30 днів після) з концентрацією сечовини, глюкози та каротину (відповідно у тільних (= -0,54; -0,51 та 0,69, Р(0,01 проти нетільних ( =-0,03; -0,44; 0,36), а також між бактерицидною актив-ністю крові та вмістом загальних білків, глобулінів, альбумінів, сечови-ни на 7-й день статевого циклу (відповідно у тільних (= 0,69, Р(0,01; 0,48; -0,49; -0,43, Р(0,05 проти нетільних ( = 0,39; -0,18; 0,22; +0,13). 

6.Згодовування телицям-реципієнтам впродовж трьох місяців розробленого мінерального премікса (хумоліт+мікроелементи) поліпшує у них процеси обміну макро- та мікроелементів: у крові збільшує (Р(0,01) концентрацію кальцію, цинку, марганцю та неорганічного фосфору, зменшує вміст нітритів та нітратів відповідно на 13%, 16,6% (Р(0,01); зростає на 7,3% швидкість росту; у організмі телиць з субклінічною формою кетозу нормалізує обмінні процеси, що сприяє приживлюваності ембріонів на рівні 60%. 

Запропонований біологічно активний препарат (Глютам(, використа-ний згідно з розробленою схемою дворазової та одноразової стимуляції в реципієнтів статевої охоти простагландинами, інтенсифікує обмінні процеси як всього організму, так і окремих систем, зумовлює збільшення енергетичного і пластичного потенціалу клітин, органів та тканин, функціонально активних у цей період, а саме, системи відтворення тварин, що збільшує приживлюваність ембріонів. 

Три-чотирикратне інтравенозне введення (Глютаму( спричинює у те-лиць короткочасну інтенсифікацію процесів обміну вуглеводів, білків та активності ферментів переамінування, а також довготривалі функціона-льні зміни в крові, гіпоталамо-гіпофізарній системі, печінці і репродук- тивних органах. На 7-й день статевого циклу у них в крові вірогідно підвищує концентрацію тирозину, 1-метилгістидину, гістидину, трипто-фану, аргініну та незаміних (на 22,7%, Р(0,05) амінокислот у цілому. Од-ночасно зростає вміст гонадотропних гормонів, які стимулюють ендок-ринну функцію яєчників та спостерігається інтенсифікація процесу глю-конеогенезу та ліпідного обміну в печінці, рогах матки і жовтому тілі. 

 Трикратне внутрішньовенне введення телицям біологічно активного препарату (Глютам( у період стимуляції статевої охоти зумовлює на 7-й день статевого циклу зв(язок вмісту прогестерону з 17(-естрадіолом ((=0,87, Р(0,05) та останього з АсАТ і АлАТ ((=0,79; 0,77, Р(0,05).

У донорів, що на 10-й день статевого циклу мають на яєчнику жовті тіла, верхівка яких виходить над його поверхнею не вище як на 1 см, можна отримати в середньому до 20 овуляцій (Р(0,05). У донорів, у яких в цей день виявлені жовті тіла на обох яєчниках, спостерігається тенденція збільшення на 20% виходу придатних ембріонів. 

Вихід придатних для трансплантації ембріонів залежить від рівня процесів обміну білків, вуглеводів у корів-донорів. На вихід придатних ембріонів у корів-донорів впливає концентрація в крові (-глобулінів і сечовини в день початку гормональної обробки ((=0,53; 0,40, Р(0,05) та вміст глюкози в день статевої охоти ((=0,44, Р(0,05). 

Згодовування коровам-донорам природного сорбенту хумоліту в дозі 0,5 г на 1 кг живої маси впродовж 6-70 днів спричинює стабілізацію реакції суперовуляції та отримання на 19,2% (4,7(1,8 у досліді проти 3,8(1,2 у контролі) більше придатних до пересадження ембріонів.

13. Біологічно активний препарат (Глютам( в 4-9%-вій концентрації при інтравенозному та підшкірному введенні донорам в дозі 140-60 мл у період гормональної обробки ФСГ збільшує вихід придатних ембріонів (на 18,9-87%, Р(0,05) та їх рівень приживлюваності (на 11,3%).

14. У телиць впродовж статевого циклу змінюються величини параметрів вольт-амперної характеристики біологічно активних точок матки та яєчників, спостерігається їх зв(язок з морфофункціональними змінами у статевій системі самки. Зміна напруги в зоні біологічно активної точки яєчників корів при вимірювальному струмі 20 мкА в період статевої охоти в діапазоні з не більше 3,5(0,3 В до не менше 4,7(0,4 В є критерієм визначення овуляції (Р(0,05).

15. В умовах безприв(язного утримання корів при двократному штучно-му осіменінні, доцільно обчислювати величину функціонала В матки, коли значення напруги, визначається в діапазоні струмів 10-20 мкА при експозиції 0 секунд. При умові, що функціонал В матки менший 200, друге осіменіння проводити недоцільно.

16. Введення коровам екзогенного препарату лютеїнізуючого гормону(Овогон-Тіо( за запропонованою схемою на 7-8-й день статевого циклу або дворазова ін(єкція в день штучного осіменіння та на 7-й чи 8-й день після нього спричинює підвищення приживлюваності ембріонів на 25-37% (Р(0,01).

17. Двократна ін(єкція тваринам суміші ефірів тестостерону - препарату (Тестенат( в дозі 2 мл з інтервалом 7 днів у 50-70% корів та телиць, стимулює статеву охоту, зумовлює приживлюваність у них ембріонів на такому ж рівні, як у тварин зі спонтанною охотою. Підвищенню ефективності (Тестенату( (на 15%) сприяє одночасне введення вітаміного препарату (Тетравіт(.



ПРОПОЗИЦІЇ ВИРОБНИЦТВУ 



1. Відбір телиць у реципієнти проводити на підставі результатів рек-тальних досліджень на 7-й день статевого циклу, позитивно оцінюючи тих, у яких верхівка жовтого тіла виходить за межі яєчника. Трансплантувати ембріони слід реципієнтам, у яких цей показник становить понад 0,5 см. 

2. Використовуючи спосіб функціональної оцінки жовтого тіла яєчників реципієнтів, на підставі визначення в крові кристало-оптичним методом ліпопротеїнів високої щільності на 6-8-й день статевого циклу, серед клінічно здорових реципієнтів слід відбирати в першу чергу тих, які мають жовте тіло з високою та середньою функціональною активністю, а потім з низькою в (1-2 бали), що дозволить отримати приживлюваність (відмінних( та (добрих( ембріонів на рівні 60-70%. 

3. З метою збільшення приживлюваності ембріонів реципієнтів слід підготовлювати, для чого за 60 днів до трансплантації включити до їх раціону розроблений мінеральний премікс та вводити 2-5 разів внутріш-ньом(язово 10 мл на голову препарат (Тетравіт(. 

Для збільшення приживлюваності пересаджених ембріонів реципієнтам внутрішньовенно вводити в дозі 140 мл на голову препарат (Глютам( три дні підряд, починаючи за день до обробки простагландином.

Для збільшення виходу придатних ембріонів донорам два дні вранці одночасно з ін(єкцією ФСГ вводити внутрішньовенно препарат (Глютам( 4%-вії концентрації в дозі 140 мл або 9%-вої - підшкірно 60 мл та робити двократну ін(єкцію (Тетравіту( (перший раз в дозі 10 мл при синхронізації статевої охоти, другий - в дозі 5 мл на початку обробки гонадотропінами). 

6. Для збільшення приживлюваності ембріонів у корів слід вводити аналог лютеїнізуючого гормону (Овогон-Тіо( в дозі 1000 І.ОД. на 7-8-й день після їх штучного осіменіння або двічі (за годину до нього та на 7-й чи 8-й день).

7. Статеву охоту у корів та телиць з порушеним статевим циклом можна стимулювати двократним внутрішньом(язовим введенням 2 мл препарату (Тестенат( з інтервалом 7 днів.
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     Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора сільськогосподарських наук за спеціальністю 03.00.20- біотехнологія.- Білоцерківський державний аграрний університет, Біла Церква, 1999.

     Дисертацію присвячено питанням підвищення ефективності методів трансплантації ембріонів та штучного осіменіння. В дисертації розроблено новий напрямок підготовки самок, який грунтується на концепції нормалізації та стимуляції обмінних процесів під час статевого циклу, індукції статевої охоти та суперовуляції в корів-донорів за рахунок біологічно активних речовин. Встановлено, що згодовування та ін(єктування самкам розроблених мінерального преміксу, препарату (Глютам(, а також екзогенних гормональних препаратів у ці періоди сприяє збільшенню виходу придатних ембріонів і їх приживлюваності. Запропоновано ряд способів відбору реципієнтів та метод і формулу визначення доцільності повторного осіменіння корів. Основні результати праці знайшли практичне впровадження при біотехнологічних методах відтворення.

     Ключові слова: біотехнологічні методи, трансплантація ембріонів, штучне осіменіння, корова-донор, телиця-реципієнт, біологічно активні речовини, приживлюваність, (Глютам(, біологічно активна точка.



Шеремета В.И. Теоретическое обоснование и разработка методов повышения эффективности биотехнологии воспроизводства крупного рогатого скота.-Рукопись.

     Диссертация на соискание ученой степени доктора сельскохозяй-ственных наук по специальности 03.00.20-биотехнология.- Белоцерковский государственный аграрный университет, Белая Церковь, 1999.



     Диссертация посвящена вопросам повышения эффективности методов трансплантации эмбрионов и искусственного осеменения. В диссертации разработано новое направление подготовки самок к приживлению эмбрионов, которое базируется на концепции нормализации и стимуляции обменных процесов во время полового цикла, индукции половой охоты и суперовуляции у коров-доноров за счет биологически активных веществ. Установлено, что успех приживления эмбрионов у искусственно осемененной самки или при их трансплантации зависит от морфофункционального состояния гипоталамо-гипофизарно-яичниковой гормональной системы, от интенсивности иммунообменных процессов как в организме в целом, так и в репродуктивных органах, интегрально взаимосвязаных нервной системой, обусловленных генотипом и паратипи-ческими факторами. Предложен комплекс мероприятий, позволяющий увеличить в среднем на 32,3% уровень приживляемости эмбрионов, который включает: отбор реципиентов на основании морфофункцио-нальной оценки желтого тела, биохимических показателей крови и интенсивности роста живой массы; коррекции обменных процесов и гормонального фона за счет скармливания разработанного минерального премикса, введения экзогенных гормонов, витаминов и биологически активных препаратов; энерго-пластического обеспечения стимуляции суперовуляции у коров-доноров с целью увеличения жизнеспособных эмбрионов; определения овуляции и времени осеменения коров. 

     Установлено у телок в период полового цикла изменения величины параметров вольт-амперной характеристики биологически активных точек матки и яичников, а также их связь с морфофункциональными измене-ниями в репродуктивной системе. Изменение напряжения в зоне биологи-чески активной точки яичников коров при токе 20 мкА в период половой охоты с не больше 3,5(0,3 В до не меньше 4,7(0,4 В можна использовать с достоверностю Р(0,05 как критерий определения овуляции.

     Создан биологически активный препарат (Глютам(, использование которого при однократной и двухкратной стимуляции у телок-реципиентов половой охоты препаратами простагландина F2(, вызывает длительную функциональную активность как всего организма, так и отдельных систем, увеличивая энергетический и пластический потенциал клеток, органов и тканей функционально активных в этот период, а именно системы воспроизводства животных, что стимулирует приживление эмбрионов, трансплантированных на 7-й день полового цикла. Так, восьмикратное внутривенное введение реципиентам препарата в дозе 125 мл на фоне витаминно-минеральной подкормки обусловило приживление (отличных( и (хороших( эмбрионов на уровне 83,3% против 42,9% у животных получавших подкормку и 25% у тех которым вводили только витамины. Трехразовое интравенозное введение препарата в дозе 140 мл в комплексе с однократной внутримышечной инъекцией 10 мл (Тетравита( способствовало 40,9% приживления (удовлетворительных( эмбрионов, что на 29,8% больше по сравнению с контролем. 

     Усовершенствованная схема стимуляции суперовуляции у коров-доноров за счет использования препарата (Глютам( позволяет получить на 18,9-87% больше пригодных для трансплантации эмбрионов и на 11,3% выше уровень их приживляемости, по сравнению с общепринятой обработкой. Оптимальная схема использования препарата для увеличения выхода пригодных эмбрионов у коров-доноров заключается в интравенозном его введение в дозе 140 мл утром в первые два дня обработки ФСГ и двухразовая внутримышечная инъекция (Тетравита( (первый раз в дозе 10 мл при синхронизации половой охоты, второй - в дозе 5 мл вначале гормональной обработки). Предложена схема биологического действия препарата (Глютам( в организме животных.

     Разработана и теоретически обоснована новая схема использования препарата лютеинизирующего гормона (Овогон-тио(. Иньекция коровам препарата за час до искусственного осеменения (согласно (Инструкции( ), увеличивает приживляемость эмбрионов на 6-13,5%, введение его по новой схеме на 7-8-й день полового цикла или дважды в день искусственного осеменения или на 7-й или 8-й день после его увеличивает приживляемость эмбрионов на 25-37%. 

     Подтверждено, что коррекция биосинтетических процессов эстрогенов в организме самок при помощи экзогенного андрогенного гормона тесто-стерона стимулирует у них половую охоту, проявление которой соответст-вует физиологической норме. Двухразовая иньекция животным смеси эффиров тестостерона - препарата (Тестенат( в дозе 2 мл с интервалом 7 дней у 50-70-% коров и телок, стимулируя половую охоту обуславливает приживляемость эмбрионов на том же уровне, что и у животных при спонтанной охоте. Повышению эффективности (Тестатната( (на 15%) способствует одновременное введение витаминного препарата (Тетравит(.

     Ключевые слова: биотехнологические методы, трансплантация эмбрионов, искусственное осеменение, корова-донор, телка-реципиент, биологически активные вещества, приживляемость, (Глютам(, биологически активная точка.



Sheremeta V.I. Theoretical basis and development of the methods to increase of the efficiency of the cattle reproduction biotechnology.- Manuscript.

Thesis for a scientific degree of the doctor of agricultural sciences in speciality 03.00.20- biotechnology. - Bilotserkivskiy State Agricultural University, Bila Tserkva, 1999.

Thesis is devoted to the inssues to increase of the efficiency for methods of embryo transplantation and artificial insemination. In the thesis the new trend of female’s preparation is elaborated which is based on the concept of normalization and stimulation of the metabolism during sexual cycle, induction of the carnal lust and superovulation of cows-donors for the account of biological active substances. It is established that feeding and injecting of females with the developed mineral premix, preparation “Glutam” as well as exogenous hormone preparations during these periods favors to increase a number of avalable embryos and their survivability. Several ways of selection of recipients, the method and formula of advisable insemenation of the cows are proposed. The basic results of work were practically introduced for biotechnological methods of reproduction.

Key words: biotechnical methods, embryos’, transplantation, artificial insemination, cow-donor, heifer-recipient, biological active substances, survivability, “Glutam”, biological active point.
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