Лекция №22
Тема: Биотехнология размножения. 

1. Основные направления биотехники размножения. 

2. Стимуляция и синхронизация половых циклов. 

3. Получение химерных и трансгенных животных, клонирование искусственное оплодотворение.

 1. Под биотехнологиями размножения понимают любые манипуляции на репродуктивной системы. На  сегодняшний день эти работы проводятся кроме воздействия на само животного, также  на клеточном и геномном уровне и направлены на повышение продуктивности и породных качеств к данным методом относят.
Стимуляция – приведение животного в состояние половой охоты.

Синхронизация охоты  - это приведение группы животного в состояние охоты одновременнно.
Суперовуляция - это гормональная обработка самок при которой в ее яичниках созревает и овулирует больше яйцеклеток в одну охоту, чем это заложено физиологически. Так, у коров максимально получали за один цикл 23 яйцеклетки.

Разделение спермы по полу или по другому называемая сексированным  семенем - это сперма производителей, разделѐнная по полу (Х- или Yхромосом), от Х-хромосом рождается потомство женского пола, а от Y-хромосом - особи мужского пола.
В 1999 году в США была разработана технология разделения спермы по полу. Эта технология основана на том, что различные спермии, имея гаплоидный набор хромосом, несут либо Х-хромосому, либо Yхромосому. У спермиев с Y-хромосомой содержание ДНК на 4% меньше, чем в спермии с Х-хромосомой. 

В процессе разделения спермии окрашиваются специальным флуоресцентным красителем, и спермии с Х-хромосомой поглощают красителя на 4% больше, чем спермии с Y-хромосомой. Далее спермии облучаются лазерным лучом, и у таких спермиев проявляется повышенная интенсивность свечения. Далее поток спермиев пропускается через биметаллические пластины цитометра с разной полярностью, при этом спермии сортируются на содержащие Х или Y хромосому в зависимости от их заряда. 

Кроме того данная технология позволяет отбирать спермии практически без каких-либо аномалий. Эффективность данной технологии составляет порядка 90%, то есть после осеменения коров или телок вероятность рождения приплода желаемого пола составляет порядка 90%. 90 С учетом значительно более высокой стоимости дозы разделенной по полу спермы (jколо 80-90 $) в одной спермодозе для осеменения содержится немногим более 2 млн. активных спермиев, т. е. в 8-10 раз меньше, чем в обычной спермодозе для осеменения коров или телок. В связи с этим оплодотворяемость после первого осеменения составляет на уровне 35-50%
С учетом такой стоимости и при том что оплодотворение в первого раза не происходит в наших хозяйствах не используют секированное семя.
Трансплантация эмбрионов представляет собой интенсивное разведение животных по материнской линии, тогда как искусственное осеменение  по отцовской линии.
2. К важнейшим методам активизации половой активности самок относят улучшение условий кормления и содержания. Так же к сильному специфическому стимулятору можно отнести самца. Он влияет на самку по средствам действия на зрительные, обонятельные, тактильные и слуховые органы чувств с активизацией гормонопродуцирующих структур яичников. При этом лучше создаются условия в матки для оплодотворения за счет утолщения эпителия и мышечного слоя оболочек матки. К тому же под  действием самца ярче проявляется охота и сокращается время охоты и овуляции. По опытам В.С. Шипилова доказано, что у ремонтного молодняка  к случному возрасту половые органы доказывают оптимальное развитие. 

Часто хороший эффект достигается от физиотерапии. Массажа яичников

 и матки через прямую кишку  с продолжительностью в 5 мин. Не приходящим в охоту коровам массаж повторяют с интервалов в  один - два дня. Превосходный эффект приобретен при сочетании массажа с вливанием во влагалище гипертонического раствора (3 столовые ложки на 0,5 литр. воды) бикарбоната натрия. Стимулирующий эффект оказывает смазывание слизистой оболочки влагалищной части шеи матки 1%-ным спиртовым раствором йода (с повторением через 2—3 дня) или производят так называемое провоцирующее осеменение. При этом в канал шейки матки вводят 1,0—1,5 мл спермы или орошают спермой влагалищную часть шейки матки. Совместно с масажем рекомендуется за 10—15 мин до него орошать шейку матки и влагалище теплым веществом сахара (10%), хлористого натрия (1%) либо соды (2%), 15 мл 5%-ной эмульсин йодвисмутсульфамида, нагретой до 38—40° . 
Из гормональных препаратов применяю:  сыворотку жеребых кобыл (СЖК), кровь жеребых кобыл (КЖК), гравогормон — с целью стимуляции половой функции для коровам инъецируют в дозе 2500—3000 и. е. , телкам 1500-1700 МЕ. по 1800-2000МЕ на каждую матку однократно. Для синхронизации охоты у телок применяют ацетата мегестрола, или 0,4 мг ацетата меленмегестрола, или 40 мг прогестерона.
Фоллимаг® - гонадотропин сыворотки крови жеребых кобыл (ГСЖК), очищенный от иммуногенных белков. Препарат стимулирует рост и развитие фолликулов у самок сельскохозяйственных животных. 

Препарат применяется для: стимуляции половой охоты и повышения оплодотворяемости свиноматок.

Сурфагон - содержит сурфагон (аналог гонадотропин рилизинг-гормона). Препарат стимулирует гонадотрофы передней доли гипофиза. Препарат применяется для: ранней индукции полового цикла; лечения гипофункции и фолликулярных кист яичников; повышения оплодотворяемости самок с/х животных; повышения уровня зачатий и увеличения средней продолжительности половых циклов. Инъекция сурфагона в дозе 15-20 мкг однократно.

Магэстрофан® - содержит клопростенол (синтетический аналог прстагландина F2a). Препарат обладает специфическим лютеолитическим действием. Препарат применяется для: индукции и синхронизации полового цикла у самок с/х животных; профилактики и лечения субинволюции матки и эндометритов; прерывания беременности при патологии плода. 

Но при применение этих препаратов в завышенных дозах либо повторно может вызвать  реакцию со страны яичников с перерождением паренхимы яичников  в виде биологической кастрации. Маленькие дозы СЖК (1000—1200 н. е.) в сочетании с тканевым продуктам из селезенки и печени (20—30 мл) повышают оплодотворяемость в период стимулированной половой охоты. Для вызывания охоты у каракульских овец в неслучный сезон необходимо ежедневно применять 5 мг ацетата мегестрола в течении 7-8 дней (всего 35-40 мг).При всем этом отсутствуют отягощения в форме анафилаксии и кистозного перерождения яичников.  Можно использовать нейнротропные препараты (0,5%-нын прозерин, 0,1%-нын карбахолнн и 1%-ный фурамон) при гипофункции яичников и матки двукратно по 2 мл с промежутком в 24 ч . При употреблении нейротропных препаратов нужно учесть, что завышенные дозы могут вызвать летальный исход.

Необходимо осознавать, всю ответственность за такое вмешательство в организм животных. 
Из всех искусственных стимуляторов отдают предпочтение тканевым препаратам. Н. А. Пантюшев указывает, что двукратные подкожные инъекции тканевого препарата из селезенки, приготовленного по методу академика Филатова, в дозе 5 мл с интервалом в 7 дней вызывают полноценную стадию возбуждения полового цикла у овец. Для животных, не проявляющих стадию возбуждения полового цикла, можно использовать биостимульгин (тканевый продукт из последа скотин), тот или иной вводят внутримышечно в дозе 30—50 мл трехкратно через один день. Разрешается использование 30 мл биостимульгина с 2 мл 0,1%-ного водного раствора карбахолина. Молозиво здоровых животных, полученное через 12—18 ч после отела, также оказывает стимулирующее действие на воспроизводительную функцию. К 500 мл молозива набавляют пенициллин (1 млн. ед.) и вводят под шкуру 20—30 мл; по мере необходимости повторную инъекцию проводят на 7—8-е день. 
Использование этих средств лучше применять  с инъекциями тривитамина АДЕ (15 мл) с витамином Е (4 мл).

Методы стимуляции половой функций животных дают, как правило, положительный эффект, если применяются на фоне хорошего кормления и содержания животных. 

Основные направления в регуляции воспроизводительной функции у самок 

· Восстановление половых циклов. 
При гипофункции яичников у коров. 
1. Внутримышечно 5-10 мл Сурфагона (в зависимости от степени гипофункции), КМП – 10-15 мл, витамины – 10 мл, АСД-2 – 2 мл. Дополнительно – Агофоллин -1-2 мл. 
2. Препараты ФСГ – 10-15 мг (10-15 Арм. ед.) 
 При персистенции желтого тела или лютеиновых кистах у коров.
 Внутримышечно препараты простагландинового ряда: Эстрофан, Эструмейт, Эстрофантин, Биоэстрофан – по 2 мл, Магэстрофан – по 3-4 мл. Тимэстрофан – по 5-7 мл. 
При фолликулярных кистах яичников у коров. Отдавливание кисты. Внутримышечно 6-7 мл 2%-го раствора прогестерона, в последующие 3 дня – по 5-6 мл. 2. 
Синхронизация половой охоты.
 В скотоводстве.
 1. Внутримышечно препараты простагландинового ряда, через 10-11 дней не пришедшим в охоту повторно.
 2. Введение прогестерона (по 2 мл) в течение 16-19 дней. Охота наступает через 2-6 дней после прекращения инъекций. Имплантанты с прогестероном (Крестар) – на 7-12 дней. Охота наступает через 2-3 дня после их удаления. 
В свиноводстве. 
1. Скармливание препарата Суисинхрон или эвертас в течение 20 дней по 5 г/гол ежедневно. Охота наступает через 4-5 дней поле прекращения дачи препарата. 
2. В день отъема или на 8-й день после отъема, если охота не наступила, внутримышечно препарат ПГ-600 или Фертипиг. 
· Вызывание многоплодия В скотоводстве. Препараты ФСГ – 8-15 мг. 
В скотоводстве стимулирование многоплодия связано с определенной опасностью. Организм коров по разному может отреагировать на экзогенный ФСГ. У одних животных внутримышечное введение такой дозы гормона может и не вызвать какую-либо ответную реакцию со стороны яичников. У других животных может вырасти и овулировать 2-3 и более фолликулов. Многоплодная беременность у коров связана с опасностью рождения мертвых, недоношенных, ослабленных и нежизнеспособных телят. 
В овцеводстве. Пропускают первую охоту, через 14-15 суток СЖК по 1000 ме.
 В свиноводстве. В период осеменения внутримышечно по 5-10 мл йод- и железосодержащих препаратов и Сурфагон – 10-15 мкг/гол. (2-3 мл). 
 Коррекция времени овуляции; 
 В скотоводстве. В период охоты по 2 мл (10 мкг) Сурфагона. Оплодотворяемость может повышаться на 10-20%, особенно летом. 
В свиноводстве. 10-15 мкг сурфагона ускоряет овуляции на 5 ч.
4. Химера – составное животное, несущее в себе признаки нескольких животных, отличающихся между собой по генотипу. Сущность данной технологии заключается в искусственном объединении с помощью микрохирургических манипуляций эмбриональных клеток 2-х и более животных, относящихся к разным породам или даже видам.
Межвидовая пересадка эмбрионов (от овец козам или наоборот) приводит к абортам по причине иммунной реакции матери на инородные антигены плода и нарушения функции плаценты. Такая несовместимость может быть преодолена получением химерных эмбрионов. 
В настоящее время существует 2 метода получения химерных животных.
 1. Объединение бластомеров из эмбрионов одного вида, но от 2-8 родителей. При этом 2-х, 4-х или 8-ми клеточные эмбрионы переносят внутрь эмбриона реципиента находящегося на стадии бластоцисты (т.е. на стадии 120-240 бластомеров). Далее химерные эмбрионы культивируют до стадии бластоцисты в яйцеводах, перевязанных лигатурой, а затем пересаживают реципиенту.
 2. Слияние клеточной массы 2-х и более эмбрионов внутри 1-й прозрачной оболочки. При этом 8-клеточные эмбрионы культивируют в среде с протеолитическими ферментами, растворяющими прозрачную оболочку. Освободившиеся бластомеры разных эмбрионов соприкасаются, их клетки сливаются и перемешиваются. Таким образом можно получать межвидовые химеры. Однако приживляемость таких химерных эмбрионов крайне низкая – около 10%. 
Химерные животные поддерживают ценные хозяйственнополезные признаки лишь на протяжении одного поколения, и не передают потомству характерную для них генетическую мозаичность. Однако в хозяйственном отношении представляют определенный  интерес, поскольку химерные животные могут сочетать в себе различные важные хозяйственно-полезные признаки, например мясную и молочную продуктивность, которые трудносовместимы в одном организме. 
Хемерное животное – это животное полученное путем составления нескольких эмбрионов, признаки которого не закреплены генитически.

Технология получения трансгенных животных включает в себя этапы:
1. Получение яйцеклеток от самок-доноров после индукции полиовуляции и осеменения путем промывания яйцеводов;
 2. Проведение микроинъекции в мужской пронуклеус зиготы трансгенной конструкции (чужеродной или созданной);
 3. Культивирование зиготы до момента пересадки; 
4. Пересадка зиготы суррогатной матери (реципиенту);
 5. Получение приплода;
 6. Отбор проб крови для доказательства интеграции ДНК в геном трансгенного животного. Цели получения трансгенных животных.
 1. В скотоводстве – выведены животные, резистентные к кровепаразитарным заболеваниям (трипаносомоз и др.), вирусу лейкоза. Получение животных способных синтезировать большее количество  лактоферина в тканях молочной железы и повысить резистентность к маститу 
2. В РБ утверждена программа “БелРосТрансген” по получению трансгенных коз, вырабатывающих с молоком человеческий белок лактоферрин, который будет использоваться в производстве смесей для кормления детей. Наличие данного белка в смесях снижает заболеваемость детей гастроэнтеритами. 
3. В 2004 году в России получены трансгенные овцы, которые с молоком продуцируют фермент химозин, применяемый в сыроделии. Ранее химозин получали из сычугов молочных телят и ягнят. Стоимость химозина, полученного от трансгенных животных в 10 раз ниже, чем полученного из сычугов. При этом сохраняется жизнь телятам и ягнятам. От 1 такой овцы за лактацию можно получить до 30 г фермента, которого достаточно для приготовления 30 т твердых сыров.
 4. Получение белков для медицины: антитрипсин, интерферон, антитромбин, и др.
 Клонирование животных.
 Клон – это популяция клеток или организмов – потомков 1-й клетки или организма, полученных неполовым путем. Все клетки организма животных несут одинаковую генетическую информацию. Однако в процессе морфогенеза соматические клетки дифференцируются, в результате чего часть генома репрессируется. Чем выше уровень специализации клеток, тем меньше их тотипотентность, т. е. у более специализированных клеток снижается возможность образования нового организма с исходным генотипом. Эта закономерность была установлена в экспериментах по пересадке ядер. 
Впервые пересадку ядер соматических клеток зародышей в клетки лягушки осуществили в 1952 году. Пользуясь микропипеткой, были удалены ядра из яйцеклеток лягушки, а вместо них пересажены ядра клеток эмбрионов, находящихся на разных стадиях развития. Ядра ранних эмбрионов в стадии поздней бластулы и даже ранней гаструлы обладают тотипотентностью и обеспечивали нормальное развитие эмбрионов и далее головастиков примерно в 80% случаев. Если же развитие зародыша, донора ядра, продвинулось на следующую стадию - гаструлу, то лишь менее чем в 20% случаев оперированные яйце88 клетки развивались нормально. При пересадке ядер из более дифференцированных клеток (мезодермы и средней кишки) поздней гаструлы у эмбрионов наблюдалось недоразвитие и даже отсутствие нервной системы. После пересадки ядра из клеток более позднего развития яйцеклетки вообще не развивались. Пересадки ядер у млекопитающих начались в 80-х годах. 
Этапы клонирования: 
1. Извлечение яйцеклеток; 
2. Удаление ядра из яйцеклетки (энуклеация яйцеклетки); 
3. Культивирование соматических клеток. Чаще всего эпителиальные клетки молочной железы; 
4. Перенос ядра соматической клетки в энуклеированную яйцеклетку;
 5. Пересадка яйцеклетки. Методом клонирования были получены лягушки, крупный рогатый скот, овцы.
 Самое знаменитое клонированное животное – овечка Долли. В феврале 1997 года человечество было потрясено известием из шотландского Института Рослина о рождении и нормальном развитии первого млекопитающего, полученного путем переноса ядра - овечки Долли. 
При получении Долли в качестве донорской клетки использовались зрелые, дифференцированные фибробласты (один из типов клеток соединительной ткани) из нижней части вымени овцы, находившейся на четвертом месяце беременности. Беременное животное было выбрано из-за того, что при беременности клетки вымени овцы активно делятся и, следовательно, хорошо выживают в культуре. Кроме того, такие фибробласты содержат стабильные по физической структуре хромосомы, что позволяет надеяться на сохранность всей генетической информации. По сообщениям специалистов Института, все полученные ими рекомбинантные яйцеклетки начали нормально делиться и развиваться. Однако при подсадке их суррогатной матери лишь немногие зиготы стали развиваться. Помимо этого, после рождения клонов были отмечены определенные патологии. Так, некоторые из новорожденных были ненормально велики. Таким образом, подтвердилась статистические данные предыдущих исследований по переносу ядра, согласно которым нормально развивается лишь один из тридцати полученных эмбрионов. Информация о слишком быстром старении Долли объясняется той гипотезой, что старение происходит в силу запрограммированного ограничения количества делений и продолжительности жизни каждой клетки высших организмов. Поскольку в качестве донорской при создании Долли использовалась клетка уже взрослого животного, которая претерпела до этого по крайней мере несколько делений, что и могло определить общий биологический возраст клонированного организма. 
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