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При разведении крупного рогатого скота набирает популярность метод трансплантации эмбрионов. Первые успешные пересадки эмбрионов были осуществлены в 1950-х годах в Англии, а на 70-е годы приходится разработка и внедрение в практику нехирургического метода [10, 14, 20].
Репродуктивный потенциал каждого новорождённого теленка ‒ это 150 тысяч яйцеклеток у самок и миллиарды сперматозоидов у самцов. При естественном размножении реализуется только часть этого потенциала. Искусственное осеменение помогло реализовать потенциал быка, а трансплантация эмбрионов помогает реализовать потенциал генетически высокоценных коров [20, 34].
Цель работы. Оценка результатов внедрения метода трансплантации эмбрионов при разведении крупного рогатого скота в АО Агрообъединение «Кубань» Усть-Лабинского района Краснодарского края. 

Задачи исследований. Определение алгоритма и оценка уровня освоения метода в условиях хозяйства; определение зоотехнических и экономических показателей разведения животных методом трансплантации эмбрионов.
Материалы и методики исследований. Исследования были проведены в условиях молочно-товарных ферм и лаборатории по оценке качества эмбрионов АО «Агрообъединение «Кубань» Усть-Лабинского района Краснодарского края. 

Обработке подвергли информацию из документов хозяйства за период времени с 2014 года по август 2015 года, а также результаты собственных исследований. Общая схема исследований отражена на рисунке 1.
С 2014 года в АО Агрообъединение «Кубань» начата работа по разведению крупного рогатого скота путем пересадки эмбрионов. В первую очередь осуществляется отбор коров по происхождению, продуктивности, состоянию здоровья, способности реагировать на экзогенные гонадотропины и выделять достаточное число качественных зародышей. Направленность – голштинизация, поэтому донорами служат коровы голштинской породы, реципиентами – коровы айрширской породы.

Отбор коров – доноров заключается в осуществлении 2-х этапов работы: 

1. оценка животных голштинской породы по происхождению (в том числе – по продуктивности предков), экстерьеру, состоянию здоровья [72-102].

2. оценка ответа на индукцию суперовуляции − на основании оценки характера реакции организма на применяемый комплекс гонадотропинов в сочетании с простагландинами [15-19; 37-47].



Исходное поголовье телок или коров для использования в качестве доноров эмбрионов должно превышать планируемое число доноров в 2-3 раза; продуктивность предков коров-доноров должна превышать 10 тыс. кг за 305 дней лактации. 

Позитивным ответом на индукцию суперовуляции после однократной гормональной стимуляции считается наличие желтых тел в определенный срок после инъекции препаратов. 
Оптимальный интервал между повторными обработками животных − 60-70 дней, поэтому от донора можно получать эмбрионы до 5 раз в год. Если у коров-доноров уровень реакции полиовуляции не превышает 6 желтых тел, то интервал уменьшается до 35-45 дней.

Дополнительными критериями отбора животных для трансплантации эмбрионов являются гормональный статус и метаболическая активность потенциальных доноров. 
3. Процесс «вымывания эмбрионов» в хозяйстве осуществляется согласно рекомендациям − на 7-8-е сутки после первого осеменения [48-67].
Перед процедурой животное выдерживают на суточной голодной диете, дезинфицируют наружные половые органы, в рог матки вводят катетер с надувным баллончиком с 10 см3 воздуха, которым закрывают выход из рога матки. В рог вводят промывную жидкость (PBS) – до 500 мл и осторожно массируют. Вымывание повторяют 5-8 раз в течение 20-50 мин. на оба рога матки; извлекают более 50 % эмбрионов. Промывная жидкость служит средой для кратковременного культивирования эмбрионов. После вымывания в матку вводят раствор антисептика[68-71].
Оценку эмбрионов производят морфологическим методом. По морфологическим признакам и эмбриональной стадии развития эмбрионы разделяют на пригодные и непригодные к трансплантации. Критерии морфологической оценки: форма зиготы, состояние зоны пеллюцида, число бластомеров, равномерность дробления, выраженность эмбриобласта и трофобласта [123-131, 152-156].

Для дополнения основного метода оценки эмбрионов (морфологического) используют их оценку по адсорбционным свойствам оболочек и цитоплазмы бластомеров к различным красителям. Флюоресцентная окраска позволяет отличить живые эмбрионы от погибших; метод наиболее пригоден для оценки жизнеспособности эмбрионов крупного рогатого скота после их культивирования и замораживания. С помощью флюоресцентных красящих веществ FDA и DAP-1 через 3–10-минутный период осуществляется надежное определение способности эмбрионов к развитию в ранних стадиях. Живые эмбрионы и живые бластомеры ярко флюоресцируют после инкубации в FDA, но не флюоресцируют после инкубации в DAP-1. 

В хозяйстве проведены исследования эффективности синьки Эванса: в живых эмбрионах при температуре 37° она окрашивает лишь зону пеллюцида, которая в дальнейшем обесцвечивается в растворе Рингера. В мертвых же эмбрионах краска прочно фиксируется на бластомерах [103-107; 114-122]. 

В АО Агрообъединение «Кубань» применяют кратковременное культивирование (до 95 ч при температуре ок. 37 о С), а затем подсадку эмбрионов реципиентам либо их хранение – методом криоконсервации (глубокое замораживание эмбрионов в ампулах с криопротектором). 

4. Подсадку эмбрионов коровам-реципиентам после их отбора и гормональной подготовки осуществляют специалисты фирмы, внедрившей метод в практику хозяйства. Реципиентов – коров айрширской породы – оценивают по состоянию здоровья и экстерьеру[11-13; 21-36]; их поголовье должно превышать количество доноров в 5-6 раз. 

Зоотехнические и экономические показатели внедрения метода трансплантации эмбрионов определяли на основании соответствующих расчетов с использованием компьютерных программ (Microsoft Excel). 

Результаты исследований. В таблице 1 приведены основные характеристики стада коров АО Агрообъединение «Кубань».

Таблица 1 – Продуктивные и воспроизводительные качества коров 
	Показатель
	Год

	
	2013
	2014
	2015

	Средний удой на фуражную корову в год, кг:
	6058,13
	6711,54
	3900

	Коровы айрширской породы
	5925,73
	6548,33
	-

	Коровы голштинской породы (МТФ № 3)
	6426,78
	7496,19
	-

	Коровы голштинской породы (МТФ № 4)
	-
	-
	8561,6

	Выход телят на 100 коров, голов
	70
	63
	45

	Соотношение телочки/бычки, %
	-
	40\60
	40\60


Для использования в качестве доноров эмбрионов нужны животные с зарегистрированной продуктивностью предков не ниже 10 тыс. кг за лактацию. Эта цель предусматривает формирование «нуклеусного» стада с уровнем продуктивности 10-11 тыс. кг молока; соответствующая работа осуществляется на МТФ № 4. В настоящее время средняя продуктивность коров на этой ферме не достигает требуемой на 23%, т.е. поголовье телок с высокой продуктивностью предков пока недостаточно для формирования собственного нуклеусного стада.

Для коров айрширской породы главным критерием отбора для использования в качестве реципиентов при трансплантации эмбрионов является состояние здоровья [108-113; 132-151]. В таблице 2 представлены сведения о численных параметрах обеспеченности хозяйства животными − донорами эмбрионов и реципиентами.

Данные таблицы 2 свидетельствуют об увеличении общего поголовья коров голштинской породы − на 29,4 % и количества коров-доноров − на 69 % за 1 календарный год. Особо отмечаем, что нам не удалось получить сведения о потенциальной продуктивности доноров эмбрионов. Учитывая официальные показатели молочной продуктивности, мы предполагаем нарушение уже на первом этапе реализации метода трансплантации эмбрионов. 

Таблица 2 − Результаты отбора коров-доноров и коров-реципиентов из стада АО Агрообъединение «Кубань»

	Показатель
	Год

	
	2014
	2015

	Поголовье коров, гол.
	85
	110

	Поголовье телок с продуктивностью матерей 10 тыс. кг молока и выше
	сведения 

отсутствуют
	сведения

отсутствуют

	Коров-доноров, голов
	26
	44

	Пригодность коров к донорству эмбрионов, %
	30
	40

	Количество суперовуляций на 1 корову в год
	4-5
	5-6

	Срок использования коров-доноров, лет
	1
	2

	Поголовье коров-реципиентов, гол.
	130
	264

	Поголовье коров-реципиентов в расчете на 1 донора, гол.
	5
	6


Установлено повышение показателя пригодности коров к донорству. Так, рост показателя положительного ответа на экзогенную гормональную стимуляцию (возникновения полиовуляции) в 2015 году составил более 33 %. Это позволяет дать положительную оценку схемы, применяемой для индукции суперовуляции. 

Начальное поголовье коров айрширской породы для использования в качестве реципиентов достаточно (требование – 5-6 голов на 1 донора), однако показатель выхода телят на 100 коров не позволяет обеспечить не только расширенное воспроизводство, но и ремонт стада. В качестве причин, можно предположить следующие: 

· недостаточно строгий отбор будущих реципиентов в соответствии с установленными критериями;

·  нарушения в схеме гормональной подготовки, а также времени и процедуры подсадки;

·  погрешности в обслуживании стельных коров (питание, микроклимат и т.д.). Эти предположения требуют особого исследования. 

Процедуру вымывания эмбрионов следует признать хорошо отработанной, поскольку в промывной жидкости обнаруживается заданное методикой число эмбрионов; в этой же жидкости происходит их кратковременное культивирование. 

Установлено, что результаты имплантации эмбрионов зависят от того, насколько полно оценена способность оплодотворенных яйцеклеток к развитию. В результате оценки эмбрионов по результатам морфологического исследования степени развития и адсорбционных свойств оболочек брак составляет около 25 %, что соответствует средним значениям в РФ.

Оцениваемые морфологические признаки жизнеспособных эмбрионов: объем, характер окраски, расположение клеток, величина перивиталлинового пространства и вид неповрежденной зоны пеллюцида. Форма идеального эмбриона – сфера, он должен быть компактным, однородной окраски, с клетками равного размера; гладкой зоной пеллюцида, плоской и равномерно сформированной, без включений в перивителлиновом пространстве [157-173; 1-9].

При констатации факта замедленного развития эмбрионов, то есть несоответствии требованиям по важнейшему критерию оценки качества − интенсивность развития стадий − такие эмбрионы отбраковываются.
Процесс оценки эмбрионов в данном хозяйстве следует признать достаточно хорошо отработанным. В таблице 3 представлены некоторые результаты внедрения метода в скотоводстве хозяйства за два года.

Таблица 3 – Показатели внедрения метода трансплантации эмбрионов крупного рогатого скота в АО Агрообъединение «Кубань»

	Показатель
	Год

	
	2014
	2015

	Количество эмбрионов на 1 корову; шт. в год
	25
	30

	Общее количество извлеченных эмбрионов, шт.
	650
	1320

	Пригодных эмбрионов к трансплантации (при отбраковке 25%); шт.
	487
	990

	Приживаемость эмбрионов у реципиентов, %
	57
	57

	Получено телят-трансплантатов, гол.
	278
	564

	Получено здоровых телят, гол. (1 % уродств)
	275
	558

	Получено телочек, гол.
	110
	223

	Стоимость 1 теленка-«эмбриона», тыс.руб.
	8,0
	8,5

	Использование коровы в качестве донора, лет
	1
	2

	Выбраковка коров-реципиентов после однократного использования: %
	80
	80

	Голов
	104
	212


Подсадка эмбрионов коровам-реципиентам после их отбора и гормональной подготовки осуществляется специалистами фирмы, внедрившей метод. Выявлено увеличение показателя получения эмбрионов – как на одну корову-донора, так и общее (на 20 % и на 103 % соответственно); увеличилось количество эмбрионов, пригодных к подсадке (на 103,3 %). Число выбракованных эмбрионов осталось на уровне 25 %.

Наиболее важный показатель – приживаемость подсаженных эмбрионов в организме коровы-реципиента – находится на очень низком уровне – 57 %, что согласуется с показателем выхода телят на 100 коров и указывает на явные погрешности в отборе и подготовке коров-реципиентов. Кроме того, считаем необходимым тщательно оценить качество выполнения и самой процедуры подсадки эмбрионов. 

Анализ цифрового материала таблицы 3 показывает увеличение количества телят, полученных путем трансплантации эмбрионов в течение года с момента внедрения метода на 103 %. 

Официальный показатель врожденных уродств телят-трансплантатов не отличается от такового при разведении крупного рогатого скота традиционными методами. Вместе с тем 43 % попыток пересадки эмбрионов оказываются неудачными. Так, причиной около 70 % из них является неплодотворное осеменение, и около 30 % ‒ выкидыши плода на разных сроках стельности. 

Считаем необходимым серьезное изучение всех аспектов проблемы приживаемости трансплантированных эмбрионов. На рисунке 2 представлено фото неприжившегося эмбриона. 
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Рисунок 2 – Неприжившийся эмбрион: абортированный трансплантат (срок– 3 мес.)

В конце 2014 году практически 100 % коров, использованных в качестве доноров эмбрионов, были выбракованы, поскольку после 4-го-5-го индуцированного полового цикла прекратили реагировать на экзогенную гормональную стимуляцию (не приходили в охоту). Во второй год внедрения метода показатели улучшились, количество половых циклов увеличилось до 5-6, но срок использования коровы в указанном качестве не превышает 2-х лет. 

Проблема снижения продуктивного долголетия коров до 1,8-2 лактаций признана во всем мире. Это значит, что при традиционных способах разведения от коровы может быть получено не более 2-х телят, то есть в 4-12 раз ниже, чем показатель выхода телят на 1 корову-донора эмбрионов. 

В таблице 4 приведены некоторые суммарные сведения, характеризующие воспроизводительные качества доноров и реципиентов эмбрионов.

Таблица 4 ‒ Эффективность использования коров в качестве доноров эмбрионов в АО Агрообъединение «Кубань» Усть-Лабинского района
	Показатель
	Год

	
	2014
	2015

	Количество полиовуляций на 1 корову
	5
	6

	Количество доз спермы на 1 плодотворное осеменение
	2
	2

	Получено жизнеспособных эмбрионов от 1 коровы за весь срок использования:
	18
	45

	Получено здоровых телят с учетом приживаемости эмбрионов
	9
	24


Таким образом, выявлена положительная динамика результативности экзогенной гормональной стимуляции, количества получаемых от коровы эмбрионов, а также выхода телят на 1 корову-донора. 
Вероятно, результативность биологической и зоотехнической стороны метода следует оценить также с учетом полового соотношения рождающихся бычков и телочек (60 % /40 %). Необходимо учесть факт, что от коровы-донора не будет получено молоко. 

Для оценки продуктивных и воспроизводительных качеств коровы-первотелки, полученной методом трансплантации эмбрионов, требуется срок более 3-х лет (от подсадки эмбриона суррогатной матери до конца первой лактации оцениваемой первотелки-«эмбриона»). 

Телят, полученных в хозяйстве методом трансплантации эмбрионов, метят особыми бирками с меткой «ЭМ», что означает «эмбрион».
Внедрение нового элемента любого технологического процесса должно иметь достаточное экономическое обоснование. Фактическая стоимость процедуры успешной подсадки одного эмбриона с учетом стоимости гормональной схемы на одну корову-донора, затрат на плодотворное осеменение, стоимости манипуляций по извлечению и культивированию эмбрионов, подготовки коровы-реципиента, себестоимости успешной подсадки эмбриона с учетом приживаемости составляет 12208 рублей.
В таблице 5 приведена информация, позволяющая оценить эффективность использования высокопродуктивных коров в сравнительном аспекте:

·  в качестве доноров эмбрионов

·  в качестве продуктивных животных (молоко и телята).

От коров – доноров эмбрионов не получают молоко, но фактическое количество получаемых телят позволяет считать метод трансплантации эмбрионов перспективным, но с учетом широкого спектра факторов.

Таблица 5 ‒ Перспективы использования коров голштинской породы с удоем 11тыс. кг молока за лактацию

	Показатель
	Продуктивные

коровы
	Коровы-доноры

эмбрионов


	Продолжительность использования, лактаций
	2
	2

	Получено молока, кг
	22000
	‒

	Получено телят, гол.;
	2
	24

	бычки
	1
	14

	телочки
	1
	10

	Цена реализации 1 кг молока, руб.
	25
	‒

	Себестоимость 1 теленка руб.
	8000
	12208

	Цена реализации 1 теленка, руб. (по 200 руб/кг; бычки)
	8000
	8000

	Валовый доход, тыс. руб.
	558
	112


В таблице 5 приведены сведения только по производству и реализации бычков. Видно, что себестоимость новорожденного теленка-трансплантата выше, чем цена реализации, поэтому сторона метода, касающаяся производства бычков для последующего откорма на мясо, является убыточной. Оценка использования телочек может быть произведена по истечении 3-х лет после успешной подсадки эмбриона (будущей телочки). 

Метод можно считать достойным внедрения, если телочки, полученные путем трансплантации эмбрионов, проявят продуктивность на уровне предков (10-11 тыс. кг). Для повышения эффективности метода трансплантации эмбрионов в АО Агрообъединении «Кубань» считаем необходимым выявить причину сниженного значения позитивного ответа коров – реципиентов на экзогенную гормональную подготовку.

Выводы. В АО Агрообъединение «Кубань» отработана и внедрена технология разведения крупного рогатого скота голштинской породы методом трансплантации эмбрионов. Показатели пригодности коров стада хозяйства в качестве доноров  яйцеклеток и реципиентов соответствуют средним значениям в России. Показатель ежегодной выбраковки коров-доноров и реципиентов превышает средние значения в мировой практике на 25 %. Приживаемость эмбрионов в хозяйстве ниже средних показателей на 30 %. Себестоимость новорожденного теленка-«эмбриона» в среднем в 10 раз превышает себестоимость теленка, полученного в результате искусственного осеменения спермой, не разделенной по полу. При использовании несексированного семени метод не является экономически оправданным.
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2. Зоотехнические показатели внедрения метода трансплантации эмбрионов:
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