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The researches of the quality of 34 donor cows estrus detection during superovulation induction period, after Pg F2α injections were carried out. The clinical heat index was set up and applied. The clinical heat index is clinical prognostic criterion of successfulness of superovulation induction and embryo productivity. It was shown that donor cows showing signs of oestrus during 48-72 hours after Pg F2α injections had the best embryo collection qualities while certain increase of degenerated or aborted embryos and unfertilized oocytes is determined in embryo collections from cows showing signs of oestrus before or after that period
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	Репродуктивные биотехнологии (РБ) всё больше и повсеместно занимают свою нишу в практическом воспроизводстве поголовья в сельскохозяйственном животноводстве. Важность применения РБ в целях ускорения селекционной работы, размножения и преимущественного сохранения животных с желательным проявлением фенотипических признаков, консолидации имеющихся и получения генетически трансформированных животных не вызывает сомнений [5]. 
	Наиболее востребованными и широко применяемыми РБ практически во всех странах [1] являются суперовуляция и трансплантация эмбрионов. Данные методы позволяют максимально использовать биологический репродуктивный потенциал самки-донора и включают в себя: индукцию суперовуляции, осеменение доноров, извлечение эмбрионов из матки донора хирургическим или нехирургическим методом (через цервикальный канал матки) и трансплантацию их реципиенту [3,4,11].
[bookmark: _GoBack]	Индукция суперовуляции и трансплантация эмбрионов дают довольно стабильные результаты, а опыт их разработки и применения накапливается уже в течение 30-ти и более лет [17]. В последнее время в мире проводят до миллиона транспланатций эмбрионов коров в год, 40% из них — после заморозки и оттаивания и 18% — полученных in vitro [16]. Однако важность РБ для решения ряда задач по сохранению и улучшению сельскохозяйственных животных требует дальнейшего развития методов прогноза результатов оплодотворяемости яйцеклеток и нарушений процессов эмбриогенеза, а также результатов эмбриопродуктивности коров-доноров.
	По мнению многих исследователей, большую роль в результативности осеменения и выхода оптимального количества качественных эмбрионов, находящихся на соответствующей стадии развития, играет полноценность, последовательность и время проявления признаков охоты у доноров в период после введения гонадотропинов и простагландина F2α [2,12].
В этой связи целью настоящего исследования стало изучение возможности влияния полноценности и времени проявления признаков половой охоты на результативность эмбриосборов. Для этого были поставлены следующие задачи: оценить по балльной системе клинические признаки половой охоты коров-доноров эмбрионов; определить клинический индекс охоты (КИО) у исследуемых животных; провести анализ зависимости характеристик эмбриосборов от клинического индекса охоты (КИО) донора.
	Материалы и методы
	Исследования проводили на коровах молочных пород со сроком 2-3 месяца после отела. Для индукции суперовуляции применяли препарат фолликулостимулирующего гормона в общей дозе 1000 международных единиц по стандартной 10-кратной схеме введения в убывающих дозах в лютеальную фазу полового цикла, для лизиса желтого тела и индуцирования половой охоты через 48 часов после первой инъекции гонадотропина вводили препарат простагландина Pg F2α. После введения простагландина через 48 часов проводили процедуры искусственного осеменения ректоцервикальным способом 3-х кратно, по схеме утро-вечер-утро [13]. Для определения полноценности половой охоты у коров-доноров эмбрионов отмечали проявления клинических признаков эструса, при этом фиксировалось время проявления признака, период его продолжительности и присваивался соответствующий ему балл, а также по совокупности присвоенных баллов определяли клинические индексы охоты (КИО) донора (таблица 1).







Таблица 1- Балльная оценка проявления клинических признаков охоты; Клинический индекс проявления охоты (КИО)
	Клиническое проявление
	Баллы
	Наличие признака

	
	
	Да
	Нет

	Рефлекс неподвижности
	40
	+
	-

	Набухание вульвы
	15
	+
	-

	Гиперемия слизистой
	5
	+
	-

	Наличие слизи
	15
	+
	-

	Попытки садок
	25
	+
	-

	КИО
	100
	



	На седьмой день после первой процедуры осеменения оценивали результативность индукции суперовуляции путем пальпации яичников per rectum и подсчетом образовавшихся на них желтых тел и в случае хорошей ответной реакции проводили извлечение эмбрионов. Процедуры по извлечению и сбору эмбрионов проводили катетерами и устройствами, разработанными в Федеральном государственном бюджетном научном учреждении «Центр экспериментальной эмбриологии и репродуктивных биотехнологий» (ФГБНУ ЦЭЭРБ) [6,7,8,9,10]. Далее определяли характеристики полученных эмбриосборов, при этом вымытые эмбрионы дифференцировали на пригодные к трансплантации и/или криоконсервации, дегенерированные и остановившиеся в развитии, а также определяли неоплодотворенные яйцеклетки [14,15].
	Результаты и обсуждения
	Полноценность проявления половой охоты у исследуемых животных доноров показаны в таблицах 2,3,4. Проведено исследование 34 коров-доноров, которые были распределены на 3 группы в соответствии со сроками проявления феноменов половой охоты. В группу 1 (n=12) были включены животные с проявлением признаков охоты в первые 24 часа после инъекции Pg F2α, и интенсивность и активность проявившихся признаков снижалась и/или затухала совсем через 48 часов; в группе 2 (n=11) - клинические проявления эструса у животных отмечались через 48 часов, и к 72 часам наблюдалось снижение активности и интенсивности проявления признаков половой охоты; группу 3 (n=11)  составили животные, у которых клиническое проявления эструса отмечалось в период через 72 и более часов после введения Pg F2α.

Таблица 2- Клинические индексы охоты у коров-доноров эмбрионов 1 группы
	Доноры
номер по порядку
	Клинические признаки проявления половой охоты - наличие/балл
	
КИО донора

	
	Рефлекс неподвижности
	Набухание вульвы
	Гиперемия слизистой
	Наличие слизи
	Попытки садок
	

	1
	-
	+/15
	+/5
	-
	+/25
	45

	2
	+/40
	-
	-
	+/15
	-
	55

	3
	-
	-
	+/5
	+/15
	-
	20

	4
	+40
	+/15
	-
	+/15
	+/25
	95

	5
	-
	+/15
	-
	-
	+/25
	40

	6
	-
	-
	-
	+/15
	+/25
	40

	7
	+/40
	+/15
	-
	-
	+/25
	80

	8
	-
	-
	+/5
	+/15
	+/25
	40

	9
	+/40
	-
	-
	-
	+/25
	65

	10
	-
	-
	+/5
	-
	+/25
	30

	11
	-
	+/15
	+/5
	+/15
	-
	35

	12
	-
	+/15
	+/5
	+/15
	+/25
	60

	КИО в среднем на донора по выборке
	50,4







Таблица 3- Клинические индексы охоты у коров-доноров эмбрионов 2 группы
	Доноры
номер по порядку
	Клинические признаки проявления половой охоты – наличие/балл
	
КИО донора

	
	Рефлекс неподвижности
	Набухание вульвы
	Гиперемия слизистой
	Наличие слизи
	Попытки садок
	

	1
	+/40
	+/15
	+/5
	+/15
	-
	75

	2
	+/40
	+/15
	-
	+/15
	+/25
	95

	3
	+/40
	+/15
	-
	-
	+/25
	80

	4
	-
	+/15
	+/5
	+/15
	-
	35

	5
	+/40
	-
	-
	+/15
	+/25
	80

	6
	+/40
	+/15
	-
	+/15
	+/25
	95

	7
	+/40
	+/15
	+/5
	+/15
	+/25
	100

	8
	+/40
	-
	+/5
	+/15
	+/25
	85

	9
	-
	+/15
	+/5
	+/15
	+/25
	60

	10
	+/40
	+/15
	-
	+/15
	+/25
	95

	11
	+/40
	-
	+/5
	+/15
	+/25
	85

	КИО в среднем на донора по выборке
	80,4


Таблица 4 - Клинические индексы охоты у коров-доноров эмбрионов 3 группы
	Доноры
номер по порядку
	Клинические признаки проявления половой охоты – 
наличие/балл
	
КИО донора

	
	Рефлекс неподвижности
	Набухание вульвы
	Гиперемия слизистой
	Наличие слизи
	Попытки садок
	

	1
	-
	-
	+/5
	-
	+/25
	30

	2
	+/40
	-
	+/5
	-
	+/25
	65

	3
	+/40
	+/15
	+/5
	-
	-
	60

	4
	-
	+/15
	+/5
	-
	+/25
	45

	5
	-
	+/15
	-
	+/15
	+/25
	55

	6
	-
	-
	+/5
	+/15
	+/25
	45

	7
	-
	+/15
	+/5
	+/15
	+/25
	60

	8
	+/40
	-
	+/5
	+/15
	-
	60

	9
	-
	-
	+/5
	+/15
	+/25
	45

	10
	+/40
	+/15
	-
	+/15
	-
	70

	11
	-
	+15
	+/5
	+/15
	-
	35

	КИО в среднем на донора по выборке
	51,8



	Так наиболее высокие значения КИО определялись у животных 2 группы и колебались от 35 до 100 баллов, что в среднем составило 80,4 балла по выборке. 
У коров 1 группы клинические индексы охоты определялись в пределах 20-95 баллов, и в среднем по выборке КИО равнялся 50,4 балла.
Для животных 3 группы колебания клинических индексов охоты определялись в пределах 30-70 баллов, и КИО составил 51,8 балла в среднем по выборке.
	Таким образом, период проявления и продолжительность клинических признаков эструса у исследуемых животных после инъекции Pg F2α влияли на полноценность наступления половой охоты и определяли значения КИО коров-доноров.
	В таблицах 5,6,7 представлены данные по результативности индукции суперовуляции и эмбриосборов полученных от включенных в исследование коров-доноров 
Таблица 5- Результативность эмбриосборов у коров-доноров 1 группы
	Доноры номер по порядку
	КИО 
	Кол-во ж.т
	Получено эмбрионов
	Качественных эмбрионов (штук)
	Эмбрионов дегенерированных и с остановкой развития (штук)
	Неоплодотворенных яйцеклеток (штук)

	1
	45
	8
	8
	4
	4
	-

	2
	55
	9
	7
	3
	4
	-

	3
	20
	5
	5
	4
	1
	-

	4
	95
	16
	12
	7
	4
	1

	5
	40
	9
	5
	1
	3
	1

	6
	40
	7
	7
	2
	5
	-

	7
	80
	12
	9
	5
	3
	1

	8
	40
	6
	6
	2
	4
	-

	9
	65
	12
	12
	5
	5
	2

	10
	30
	5
	3
	-
	-
	3

	11
	35
	7
	7
	1
	6
	-

	12
	60
	10
	9
	9
	-
	-

	Всего
	605
	106
	90
	43
	39
	8

	(в среднем на донора)
	50,4
	8,8
	7,5
	3,6
	3,2
	0,6


Так от животных 1 группы было получено в общем 90 эмбрионов, что составило в среднем 7,5 эмбрионов на одного донора, при этом общее количество овуляций было 106, или 8,8 на донора. При этом общее количество пригодных для трансплантации эмбрионов составило 43, или 3,6 в среднем на донора, в тоже время общее число эмбрионов с дегенерированными формами или с остановкой развития равнялось 39, или 3,2 в среднем на корову, а общее количество неоплодотворенных яйцеклеток было 8, или в среднем 0,6 на одного донора.

Таблица 6- Результативность эмбриосборов у коров-доноров 2 группы
	Доноры номер по порядку 
	КИО 
	Кол-во ж.т
	Получено эмбрионов
	Пригодных эмбрионов (штук)
	Эмбрионов дегенерированных и с остановкой развития (штук)
	Неоплодотворенных яйцеклеток (штук)

	1
	75
	12
	12
	12
	-
	-

	2
	95
	17
	15
	10
	2
	3

	3
	80
	21
	17
	10
	1
	6

	4
	35
	7
	7
	-
	-
	7

	5
	80
	11
	10
	10
	-
	-

	6
	95
	15
	10
	10
	-
	-

	7
	100
	14
	12
	11
	1
	-

	8
	85
	10
	10
	10
	-
	-

	9
	60
	8
	8
	6
	-
	2

	10
	95
	16
	11
	7
	4
	-

	11
	85
	9
	5
	4
	1
	-

	Всего
	885
	140
	117
	90
	9
	18

	(в среднем на донора)
	80,4
	12,7
	10,6
	8,1
	0,8
	1,6



У животных 2 группы, в общем, было определено 140 овуляций, или 12,7 на одно животное, и получено всего 117 эмбрионов, или 10,6 в среднем на донора, при этом общее и среднее на донора количество пригодных для трансплантации эмбрионов составило - 90 и 8,1; эмбрионов с дегенерированными формами или с остановкой развития - 9 и 0,8, и неоплодотворённых яйцеклеток - 18 и 1,6 в среднем на донора. 
Таблица 7- Результативность эмбриосборов у коров-доноров 3 группы
	Доноры номер по порядку
	КИО 
	Кол-во ж.т
	Получено эмбрионов
	Пригодных эмбрионов (штук)
	Эмбрионов дегенерированных и с остановкой развития (штук)
	Неоплодотворенных яйцеклеток (штук)

	1
	30
	8
	7
	-
	1
	6

	2
	65
	11
	9
	4
	-
	5

	3
	60
	14
	14
	1
	-
	13

	4
	45
	9
	9
	3
	1
	5

	5
	55
	7
	7
	-
	1
	6

	6
	45
	6
	6
	1
	-
	5

	7
	60
	15
	12
	5
	3
	4

	8
	60
	10
	10
	8
	-
	2

	9
	45
	8
	7
	-
	-
	7

	10
	70
	17
	17
	12
	-
	5

	11
	35
	7
	7
	-
	3
	4

	Всего
	570
	112
	105
	34
	9
	62

	(в среднем на донора)
	51,8
	10,2
	9,5
	3,1
	0,8
	5,6



От животных 3 группы было получено 105 эмбрионов, или 9,5 на одного донора в среднем, при этом общее количество овуляции составило 112, или 10,2 на одну корову в среднем. Количественно- качественный состав при этом распределился в следующих соотношениях: пригодных для трансплантации эмбрионов - всего 34 штуки, в среднем на донора 3,1; эмбрионов с дегенерированными формами или с остановкой развития – всего 9 штук, в среднем- 0,8; неоплодотворённых яйцеклеток – всего 62 штуки, что составило в среднем по выборке на донора 5,6.
Для определения группы с лучшими показателями эмбрипродуктивности был проведен анализ общих результатов эмбрисборов в исследуемых группах (таблица 8).



Таблица 8- Сравнительный анализ результатов эмбриопродуктивности у коров-доноров эмбрионов
	Показатели
	Группы коров-доноров

	
	Группа 1, период охоты 24-48 часов
	Группа 2, период охоты 48-72 часа
	Группа 3, период охоты >72 часов.

	Исследовано коров-доноров, гол.
	12
	11
	11

	КИО в среднем у донора в группе
	50,4
	80,4
	51,8

	Общее число овуляций в группе
	106
	140
	112

	Получено зародышей всего в группе
	90
	117
	105

	Эмбрионов пригодных всего в группе
	43
	90
	34

	- в % от общего числа
	47,8*
	76,9*
	32,3*

	Эмбрионов дегенерированных всего в группе
	39
	9
	9

	- в % от общего числа
	43,3**
	7,6**
	8,5

	яйцеклеток всего в группе
	8
	18
	62

	- в % от общего числа
	8,9
	15,3***
	59,0***

	Оплодотворяемость яйцеклеток, %
	91,1
	84,7
	41,0


*, **, *** p<0,001
	Процентное соотношение общего количества пригодных эмбрионов от общего количества полученных в группах было следующим – 1 группа- 47,8%; 2 группа -76,9%; 3 группа -32,3%, при этом достоверная разница этого показателя группы 2 относительно группы 1 и группы 3 была p<0,001. При анализе относительного количества дегенерированных эмбрионов отмечалось их достоверное уменьшение (p<0,001) в группе 2 в сравнении с группой 1. В тоже время в группе 2 также отмечалось достоверное уменьшение относительного количества неоплодотворенных яйцеклеток (p<0,001) в сравнении с группой 3.
Таким образом, КИО является интегральным показателем полноценности проявления половой охоты и прогнозирования эмбриопродуктивности коров-доноров и может быть использован в качестве критерия оценки успешности результатов репродуктивных биотехнологий на практике.
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