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AZ X- ES Y-KROMOSZOMA MIKROSZKOPOS FELISMERESE
BIKAONDOSEJTEKBEN (IRODALMI ATTEKINTES)

REVAY TAMAS — P. TARDY ERIKA — MOHAMED HASSANANE —
NAGY SZABOLCS — EDVI M. ERIKA — HIDAS ANDRAS — WILLEM RENS —
INGEMAR GUSTAVSSON — KOVACS ANDRAS

OSSZEFOGLALAS

Az ivarspecifikus és ivarorientalt spermamintak ellenérzésének korszerii laboratériumi mod-
szere az X- és Y-kromoszomak azonositasa az onddsejtek fejében kilonbozd szinl fluoreszcens in
situ hibridizacioval. Ismertetik az X- és Y-specifikus DNS-probak eldallitdsanak és jeldléesenek
kiilonbézd modszereit. A kettds jeldlést bikasperman elséként kozdltek. A bikaonddsejtek ivaranak
és élé/elhalt statuszanak egyideji értékelésérdl az idén szamoltak be.

SUMMARY

Révay, T. — P. Tardy, E.Ms. — Hassanane, M. - Nagy, Sz. — M. Edvi, E.Ms. — Hidas, A. — Rens, W.
— Gustavsson, |. — Kovacs, A.. MICROSCOPIC IDENTIFICATION OF X-AND Y-
CHROMOSOMES IN BOVINE SPERMATOZOA (METHODOLOGICAL REVIEW)

Identification of the X- and Y-chromosomes in the heads of spermatozoa by fluorescence in situ
hybridization (FISH) with different colours is the most modern method of laboratory control of sex-
determined, or sex-oriented semen samples. Different methods for producing and labeling X- and Y-
specific DNA-probes are discussed. Dual labeling of bovine spermatozoa was first published by the
authors. Simultaneous evaluation of sex and viability status of bovine spermatozoa was published
this year.

A tejtermelés és a szaporasag a ndivarhoz kététt, mig a hastermelésben a
himivar van félényben. Az X-, illetve Y-kromoszémat hordozé spermiumok ara-
nyanak eltoldsa (ivarorientalt sperma), vagy szeparalasuk (ivardeterminalt
sperma) alapvetéen véltoztatna meg a szarvasmarha-tenyésztés stratégiajat
(Horn és mtsai, 1974, Blottner és mtsai, 1990; McEvoy, 1992).

Az X-kromoszémat hordoz6 bikaondosejtek teljes DNS-tartalma 3—4%-kal
haladja meg a himnemdlekét, ennek alapjan aramlasi citometriaval megoldottak
akar 95%-os tisztasdgl ivar szerinti elvalasztasukat. Az igy eléallitott ivarde-
termindlt spermaval végzett termeékenyitésbdl a vart aranyban a kivant ivaru
borjak szilettek (Johnson, 1995), de az el6allithatdé termékenyité adagok szama
korlatozott és azok fertilitdsa csdkkent (McEvoy, 1992; Maxwell és mtsai, 1996;
Cunningham, 1999; Caballero és mtsai, 2002; Garner és Suh, 2002).

Mas médszerek kdzul ulepités utan szamoltak be arrél, hogy az alsé frak-
ciébodl 2/3 aréanyban uszék, mig a fels6bdl hasonld aranyban bikaborjak szilet-
tek (Bhattacharya, 1958, 1962, Schilling, 1966, Knaack, 1968; Ivancsics, 1973,
1978). Az egyszerl és olcsé Ulepités az ekvilibracidés idében jél beépithetd a
melyhiitési technoldgiaba, a fertilitdst szamottevéen nem befolyasolja, de a
kozolt ivararanyok ismételhetésége bizonytalan. '

Az X- és Y-ondosejtek elkulonitésre mas modszereket - centrifugalas higi-
toban és kulonbézé gradiensekben (albumin, Percoll, cukor), a sejtek fellszta-
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tasa (swim-up), elektroforézis és fellleti eltéréseken (hidrofobicitas, ivarspe-
cifikus fellleti antigének) alapulé6 megoszlas és immunreakcié — is kiprobaltak,
de a szarvasmarha esetében nem szamoltak be ismételhetd eredményekrél
{McEvoy 1992; Cumming, 2002).

Az elkilénités barmely médjanak laboratériumi ellenérzése olcsébb, gyor-
sabb és statisztikai szempontbél is jobb, mint a termékenyités utan kilenc hé-
nappal megsziletd borjak ivararanya. Egy ilyen médszer az elkulénités hatas-
fokanak azonnali értékelése révén lehetévé teszi a folyamatos kutatast.

A himnem( ondésejtek ivaranak azonositdsat elészér Y-kromoszoma-
specifikus izotoppal jelzett DNS-prébakkal torténd in situ hibridizaciéval oldottak
meg (Schwerin és mtsai, 1991). A technika a radioaktiv Y-proba detektalasanak
hosszadalmassaga és az X-kromoszoémat hordozé ondosejtek jeldlésének hia-
nya miatt a gyakorlatban nem terjedt el.

A fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH, Pinkel és mtsai, 1986) lehetbveé
tette kettd, vagy tobb kildonbdzé kromoszdma gyorsabb, egyideji azonositasat.
Az ondésejtek fejének és kromatin allomanyanak fellazitdsa utan (papainos
emésztés) a hddenaturalt DNS- molekulahoz, a vizsgalandé szakasszal homo-
l6g, jelzett DNS-probat hibridizalunk. Nagyobb préba esetén direkt fluoreszcens
jeldlést, kisebbnél indirekt detektalas alkalmazhatunk. Ekkor a DNS-prébahoz
egy kozvetité nem-fluoreszcens molekulat kapcsolunk (haptén), ami a leggyak-
rabban biotin vagy digoxigenin. A beépitett biotin molekuldkra specifikus avidin
fehérjéhez, a digoxigeninre pedig specifikus antitestekhez kapcsolhato a fluo-
rokrom. Az egyes probak eltérd szinl fluoreszcens festékekkel jeldlhetok. Az
ember és az egér barmely kromoszémajat, vagy azok részeit specifikusan jelsl6
prébak tébb cégtél is beszerezhettk, mig a haszonallatoknal ez csak napjaink-
ban kezd megvalosulni. Ezért az egyes munkacsoportok killénb$zé médsze-
rekkel eléallitott sajat probat hasznaltak. Az X- és Y- szarvasmarha ondésejtek
egyideju jelolését elséként Hassanane és mtsai (1999) oldottak meg. Az Y-
prébat 6t Y-kromoszoma metafazisos preparatumokrél mikromanipulatorral
tortént levakarasa utan, azok DNS-ét polimeraz lancreakcioval (PCR) sokszo-
rositva és digoxigeninnel jeldlve allitottak eld, mig az X-kromoszémat klénozott
DNS-probaval (cosmid, PL44) jelolték. A mikromanipulacid nagy gyakorlatot,
biztos kezet kivan, hiszen mas kromoszomak akarcsak megérintése a tiivel
szennyezést, nemspecifikus hibridizacios jelet eredményez. Az uvegtivel izolalt
néhany kromoszomafragmens tomér szerkezetét topoizomerdz | kezeléssel
kissé kitekerjuk, majd a PCR sokszorozashoz un. random primert hasznalunk,
amely képes barmely, a reakciécsében talalhatd DNS-t révid fragmensek (atlag
300bp) formajaban megsokszorozni. Ez egyben ravilagit a technika kivitelezés-
éhez elvart extrém sterilitas szilkségességére is, hiszen minden szennyezd
DNS bekerul a késdbb mégegy PCR-el jelolt préba szekvencidjaba. Tovabbi
hatrany, hogy Y-proba ezzel a modszerrel csak limitalt mennyiségben allithatéd
elo, szikségessé téve az egész eljaras valtozo sikerl ismétlését.

A kulonbozé nagy méretii klénok (cosmid, BAC=bakterialis-, YAC=¢élesztd
mesterséges kromoszoma) egyszeriien kezelhetd, érzékeny hibridizaciés pro-
baként hasznalhatdk, azonban meg kell emliteni a kiénok folyamatos fenntarta-
sanak, szaporitasanak, a DNS sejtekbdl torténd izolalasanak munka és labor
igenyét. Mindez ugyanakkor eltérpul a kiontar létrehozasanak, egy-egy kromo-
széma specifikus klon szelekcidjanak koltség-, idé- és munkaigénye mellett.
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Piumi és misai (2001) az Y-kromoszoma felismerésére egy rovid, ismétis-
dé szekvenciakat tartalmazé probat hasznaltak (BRY4a), mig a masik ivari
kromoszoma evollcios konzervaltsagat kihasznalva a szarvasmarha X-
kromoszdmajat kecske BAC-probaval jeldltek.

Az Y-kromoszoma jel6lésére jol hasznalhatéak a kulénbozd repetitiv szek-
venciak. A rovid ismétiddd ,szekvenciamag” genomialis DNS-templatbdl kiin-
dulva egyszer(i PCR-el megsokszorozhaté, indirekt modon jeldlhetd és érzéke-
nyen detektalhaté. Révay és mtsai (2000) a BC1.2 Idkuszt jeldlték a szarvas-
marha ondésejtekben. A moédszer egyszerd és olcso, tovabba rokon fajokon
(jak, bivaly) is hasznalhatoé (Révay és mtsai, 2002a,b). Bar statisztikailag bizo-
nyitott ez utébbi proba megbizhato felhasznalasa a szexalasra, a nem jelolt
himivarsejtek ivarara csak kovetkeztethetiink. Célszeril tehat olyan hibridizacios
rendszert sszeallitani, amely mindkeét ivari-kromoszomat vizsgalni képes.

Rens és mtsai (2001) a teljes X- és Y-kromoszomat jel6l6 ,painting’prébat
allitottak el a szeparalt szarvasmarha spermiumok elvalasztasanak ellenérze-
sére. Az aramlasi citometriaval elkllénitett jak X- és Y-kromoszémakat a mar
emlitett random PCR eljarassal sokszorositottak és jelélték. Az Y-proba direkt,
az X- pedig indirekt jeldlést kapott.

A spemiumszeparalasi eljarasok a sejtek életképességére is eltéréen hat-
nak. Révay és mtsai (2002c) a bikaondosejtek membran-integritdsanak és ivari
kromoszéma tartalmanak kombinalt vizsgalatara alkalmas moédszert irtak le.
Tripankék/Giemsa festés (Kovacs és Foote 1992) utan végzett papainos keze-
lés hatasara a festetlen él6 onddsejtek feje kétszeresre duzzad, mig a
tripankékkel festett elhalt fejek nem dekondenzalhatok. Az ezt kovetdé FISH
soran az egyes sejtekhez hozzarendeljuk az ivari-kromoszémakat. Az onddsej-
tek fejének eltéré mérete mellett az alkalmazott DAPI (diamino-fenilindol) hattér-
festés szine is eltérd, a nagy élok sotét ibolya, mig a kisebb elhaltak vilagoskék
szinliek. igy az egyes sejtek neme és élé/elhalt statusza egyszerre ismerheté
fel a fluoreszcens mikroszképban. A moédszer az ivarspecifikus spermamintak
ellenérzésére hasznalhaté.
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SPERMAERTEKELES PETEBUROK
KOTODESI TESZT SEGITSEGEVEL*

SZABARI MIKLOS — NANASSY LASZLO — SZABO LASZLO — BARANYAI BENCE —
PETROVICS AGNES — KOVACS ANDRAS — ZOMBORSZKY ZOLTAN — GOCZA ELEN —
BODO SZILARD

OSSZEFOGLALAS

A kisérletekben mélyhlitétt bikaspermak in vitro peteburok kétédését (zona binding assay, ZBA)
vizsgaltak. Optimalizaitak a kumulusz sejtek eltavolitasanak modszerét. Tanulmanyoztak a kiérté-
kelhetéséget kilonbozé termékenyitékoncentraciok esetén, és az 5000 spermium/petesejt aranyt
mar gyakorlatilag- kiérfékelhetetlennek talaltak. 4000 spermium/petesejt koncentraciét valasztva ha-
rom tenyészbika spermajanak eredményei kézott jelentds kilonbséget tapasztaltak. Megallapithatd,
hogy az eljaras képes a peteburokhoz val6 kotédés tekintetében egyedi eltérések kimutatasara.

SUMMARY

Szabari, M. — Nénédssy, L. — Szab6, L. — Baranyai, B. — Petrovics, A.Ms. — Kovécs, A. -
Zomborszky, Z— Goécza, E.Ms. — Bodd, Sz.: SPERM EVALUATION USING ZONA BINDING
ASSAY

In the experiments, the zona binding ability of thawed bull sperm was examined. The method of
removing cumulus cells was optimised. The possibility of evaluating results was studied using dif-
ferent sperm concentrations for the assay. It is practically impossible to evaluate the samples at the
5,000 sperm cell/oocyte concentration. There was significant difference between three Al bulls,
when 4,000 sperm cell/oocyte was applied. It was established that the method is sensitive enough
to detect individual differences of buli sperm in the ability of binding the zona pellucida.

BEVEZETES

A szarvasmarha-tenyésztés alapvetd érdeke, hogy a legjobb genetikai értéki
és termékenyitéképesséql szaporitéanyag keriljon kézforgalomba. Ma a szapo-
ritdanyag elballitaskor elsésorban a sperma koncentraciéjat, a motilitast, illetve a
spermiumok morfoldgidjat biraljak. Az egyes értékelési eredmények és a fertilitas
kozott azonban nem talalhatdé minden esetben szoros kapcsolat. A termékenyités
komplex biolégiai folyamata megkoveteli a sperma tébb tulajdonsaganak egyideju,
kombinalt vizsgalatat. Ezt szolgaja a godolldi Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kuta-
tokdzpont alkalmazott szaporodas bioldgiai laboratdriumaban folyé in vitro komplex
spermaértékelési eljaras kidolgozasa. Ennek a komplex mindsitési rendszer része-
ként a spermanak a peteburokhoz vald kétddési képességét (zona binding assay,
ZBA) vizsgaltuk. A teszt a termékenyités soran a petesejtek burkdhoz (zona
pellucida, ZP) két6dd spermiumok szamanak a megallapitasara szolgal. A méd-
szert elséként human vonatkozasban, 1976-ban kézolték, azéta szamos haziallat
fajban elterjedt az alkalmazasa. Szarvasmarhaban (Fazeli és mtsai,1993; Graule

* A kisérleteket a D-93/2001 FVM, és az 4/031/2001 NKFP palyazat tamogatta



ALLATTENYESZTES ES TAKARMANYOZAS, 2003. 52. 2. 103

és misai, 1995; Zhang és misai, 1998, 1999; Rodriguez-Martinez, 2000; Larsson és
Rodriguez, 2000), lI6ban (Fazeli és mtsai, 1995; Juhasz és mtsai, 2000), sertésben
(Fazeli és misai, 1995, Larsson és Rodriguez, 2000), kutyaban (Mayenco-Aguirre
és Pérez-Cortés, 1998, Ivanova és mtasi, 1999), kecskében és juhban (Larsson és
Rodriguez, 2000) kozoéltek eredményeket. A petesejtburokhoz kapcsolédéd spermi-
umok szama human (Burkman és mtsai, 1988), szarvasmarha (Fazeli és misai,
1993, 1997; Rodriguez-Martinez, 2000; Zhang és mtsai, 1999) és 16 (Fazeli és
mitsai, 1995) kisérletekben igazoltan dsszefliggésben van a sperma in vivo termé-
kenyitd képességével, ezért hasznalhaté a termékenyité képesség elbrejelzésére.
Kulénbséget lehet tenni a teszt segitségével a bikak termékenyité képessége ké-
z6tt is (Gordon, 1994; Braundmeier és mtsai, 2002).

Kisérleteink célja az volt, hogy a Zhang és mtsai (1998, 1999) altal koézolt
in vitro spermaértékelési modszert adaptaljuk a mesterséges termeékenyitésre
hasznalt bikaspermak fertilitasanak pontosabb elérejelzéséhez.

ANYAG ES MODSZER

Kisérleteinket mélyhiitétt szaporitéanyaggal végeztik. A bika spermamintak
az Orszagos Mesterséges Termékenyitd Allomasrdl szarmaztak. A ZBA-hoz a
miszalmazott spermamintak felolvasztasa 37 °C-on, 12 masodperc alatt tor-
tént. Swim-up kezelést kdvetben a termékenyitd médium IVF-TALP volt, amely
5 ug/ml heparin kiegészitést is tartalmazott (Zhang, 1998).

Az in vitro vizsgalatokhoz sziikséges petesejteket, levagott szarvasmarhak
petefészkeibél, 18G-s Luer tlvel nyertik ki. A ZBA-hoz az ésszegyjtétt kumu-
luszos petesejteket le kell csupaszitani (vortexelés). A leirt protokoll szamunkra
nem bizonyult erre a célra alkalmasnak. Ezért a megfelelé médium kivalasztasa
érdekében, a petesejtek vortexelését 15 perc preinkubélas utan, 10 percig Ca*™ és
Mg™ mentes PBS-ben, illetve 2%-0s Na-citrattal kiegészitett TALP-HEPES-ben
(Liv és mtsai, 1995) is elvégeztuk. Ezt kdvetden a petesejteket TALP-HEPES mé-
diumban atmostuk, majd 3% fetal calf serum-mal (FCS) kiegészitett PBS-ben, 4 °C-
on inaktivaltuk, és a masnapi felhasznalasig taroltuk. A sejtek élé-hoft allapotat
tripan-kék festéssel jellemeztik.

Az in vitro termékenyitéskor, a swim up-pal elészelektalt spermamintak fel-
s6 340 pl-ét, 60 perc elteltével hasznaltuk fel. A sperma-koncentracio beallitasa
utan (1000, 2000, 3000, 4000, 5000 spermium/petesejt) a 40 pi spermat tartal-
mazé IVF-TALP+5 pg/ml heparin médiumbdl allé termékenyitécseppekhez ad-
tuk 10 pi térfogatban, a termékenyitendé ot petesejtet. Az 50 ul-es cseppeket, 4
oran keresztil 39 °C, 5% CO, kézegben inkubaltuk.

Ezt kovetben a termékenyitett petesejtet 3% FCS-sel kiegészitett 0,5 ml
PBS cseppben atmostuk, majd 450 um atmérdjd kapillarissal tizszer pipettazva
eltavolitottuk a lazan kapcsolodé spermiumokat a ZP-rél. A ZP-hez szorosan
kotddd spermiumok szamanak meghatarozasahoz propidium jodid DNS festék-
kel (5 ug/mL, Sigma) 30 percig 39 °C, 5% CO, inkubaltuk a petesejteket (Zhang
és mtsai, 1998). A ZP-hoz kotott spermiumokat fluoreszcens és konfokalis mik-
roszkép alatt megszamoltuk. A statisztikai elemzésekhez ANOVA tesztet és
Welsh T-probat hasznaltunk.
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EREDMENYEK

A ZBA alap kritériuma, hogy a petesejteket tellesen megszabaditsuk a rajtuk
lévé kumuluszsejtektdl, mert ez a mérés objektivitasat nagyban moédosithatja.
Eredményeink szerint a Na-citratos TALP-HEPES médiumban végzett petesejt
vortexelés, mintegy 10%-kal hatékonyabb volt, mint a Ca™ és Mg™ mentes PBS-
ben végzett (1. tablazat). Ennek alapjan Zhang és mtsai (1998) altal leirt médszer
helyett mi a Na-citratos médiumot javasoljuk a kumuluszsejtek letisztitasahoz.

1. téblazat
Kiilonb6z6 médiumok hatasa a kumulusz sejtek eltavolithatésagara
Petesejt(3) %
Osszes(4) kumuluszos(5)
Ca™és Mg"™ mentes PBS(1) 513 166 324
2% Néatrium-citrat TALP-HEPES(2) 399 91 22,8

Table 1.: Effect of different mediums in removing cumulus cells
Ca™ annd Mg*™ free PBS(1), 2% sodium-citrate TALP-HEPES (2), oocytes(3), total(4), oocytes with
cumulus cells after vortexing(5)

A ZBA-hoz a petesejtek inaktivalasa is szilkséges, ennek magyarazata az,
hogy a termékenyités soran a polispermia elleni aktiv sejtvalaszokat, a kortikélis és
zona reakcidkat kikuiszobéljuk. Ennek egyik egyszerli modszere a petesejtek lehi-
tése. Az eredeti protokoll szerint egy éjszakan keresztul hiitk a petesejteket. Az
eljaras felgyorsitasa érdekében 4 °C-on vizsgaltuk, hogy elegendé-e révidebb taro-
lasi id6? Eredményeink szerint 30 perces tarolas a vizsgalt sejtek 80%-at, az 1 éras
tarolas pedig a sejtek 100%-at elpusztitotta.

Zhang és mtsai (1999} leirt médszerben el8irt 5000 sperma/peteseijt kon-
centraci6 alkalmazasakor a_nagyszamu spermakétédés jelentésen megneheziti
a sejtszamlalast. Az értékelés konnyitése céljabdl kisebb, 1000, 2000, 3000,
4000, 5000 spermium/petesejt koncentraciok ZBA hatasat vizsgaltuk (7. dbra).

1. bra: A peteburok kotédési teszt (ZBA) killonb6z6 sperma-koncentracid fliggvényében
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1000 2000 3000 4000 5000
Koncentracié(2)
PBS Na-citrat

Szignifikans eltérés (P<0,001) a 3000-es és a 4000-es sperma-koncentracié kézott(3)

Fig. 1: Results of ZBA using different sperm concentrations
sperm(1), concentration(2), significant difference between the results of 3000 and 4000 sperm
cell/oocyte concentration(3)
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mintait hasonlitottuk 6ssze. Azt tapasztaltuk, hogy az ,C" bika ZBA eredménye a
masik két bika eredményétdl igen jelentdsen eltért (2. abra).

2. dbra: Kulonbbz6 bikak 4000 sejt-koncentracioju
spermamintainak peteburok kotodési tesztje
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*** P<0,001
Fig.2.: Results of ZBA of different bulls at 4000 sperm cell/oocyte concentration
sperm(1)

spermium(1)

KOVETKEZTETESEK

A modszer adaptalédsa sordn a petesejtek kumulusztdl valé megszaba-
ditasahoz a 2%-Na-citratos TALP-HEPES inkubalast kévetd hosszabb ideji, 10
perces vortexelést talaltuk megfeleldnek. Eredményeink szerint legfeljebb 4000
spermium/petesejt koncentracié esetén szamolhaték még a fluoreszcens jelek
spermiumonkent elkalonithetéen.

Megallapitasunk szerint a 4 °C fokos hiités 60 perc alatt teljesen inaktivalja a
petesejteket. Harom bika himivarsejtjeinek peteburokhoz valé kétédés eredme-
nyeit 6sszehasonlitva j6l kimutathato, statisztikailag is igazolhaté kalénbséget
lehetett tenni. A bikak kozoétt megfigyelheté kaldnbségeket mas, in vitro sperma-
értékelési modszer eredményével és az Gzemi termékenyitési adatokkal is 8sz-
sze kivanjuk a jovében vetni. Az adatok elemzése alapjan dénthetd el, hogy a
ZBA moédszer mennyire lehet alkalmas a bikak fertilitisanak elérejelzésére.
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SPERMAERTEKELES MIKRO SWIM UP
ELJARAS SEGITSEGEVEL*

NANASSY LASZLO — SZABAR! MIKLOS — SZABO LASZLO — BARANYA! BENCE —
PETROVICS AGNES — KOVACS ANDRAS — BALI PAPP AGNES — GOCZA ELEN —
BODO SZILARD

OSSZEFOGLALAS

Harom tenyészbika jelolt felolvasztott miiszalmajabol szarmazé spermamintakat hasonlitottak
dssze a swim up spermaszelekcios eljaras egy a szerzok altal ujonnan kidolgozott valtozataval, az.

akroszomajuk épségét vizsgaltak az ido eldrehaladtaval egy oran beliil. A létrehozott eljaras alkal-
masnak bizonyult spermamintak kdzétti killénbségek kimutatasara.

SUMMARY

Nénassy, L. — Szabari, M. — Szabé, L. — Baranyai, B. — Petrovics, A.Ms. — Kovécs, A. — Bali Papp,
A.Ms. — Gécza, E.Ms. — Bods, Sz.: SPERM EVALUATION USING MICRO SWIM-UP

Semen samples frozen from three bull Al candidates were compared using a version of Swim
up, called Micro Swim up, developed in our laboratory. The concentration, the viability, and the
acrosome status of the sperm in the supernatant were studied in the function of time in 60 min. The
new method proved to be appropriate for detecting differences between sperm samples.

BEVEZETES

A bikasperma jo termékenyitéképességének — mind in vivo, mind in vitro
— egyarant nagy jelentésége van a szarvasmarha tenyésztésben (Bodo és
mtsai, 2000). A tenyészbika jeloltek mesterséges termékenyitésre valo alkal-
massagat az ivadékvizsgalatban elért néhany szaz termékenyitésbdl jelzik els-
re, ez azonban nem mindig elegendd ahhoz, hogy biztonsdggal meghatarozzuk
ezt a tulajdonsagot. Rodriguez-Martinez (2000) szerint a sperma felolvasztas
utani motilitdsanak szubjektiv értékelése a mesterséges termékenyitésre szant
bika spermamindségének megallapitasara egy egyszeri és a legaltalanosab-
ban hasznalt médszer, de nem elegendé elérejelzéje a sperma termékenyité-
képességének. A spermamintanak csak tébb szempontbdl vald, funkcionalis
jellemzése nyujthat tajékoztatast a minta feltételezett in vivo fertilitasarol. Kisér-
leteinkben a funkciondlis jellemzést swim up (Parrish és mtsai, 1986) eljaras
segitségével végeztik. A modszer segitségével a j6 motilitdssal rendelkezd
himivarsejteket lehet az eredeti spermamintabdl koncentraini.

* A kisérleteket a D-93/2001 FVM, és az 4/031/2001 NKFP palyazat tamogatta
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ANYAG ES MODSZER

Harom Holstein-friz tenyészbika (,A”, ,B", ,C"), mélyhitést kdvetden felol-
vasztott spermajat hasznaltuk a kisérletben. A kisérleteket harom ismétiésben
végeztik el. Az eljarashoz Sperm-Talp médiumot hasznaltunk. A hagyomanyos
swim up moddszert leird protokollt egy teljes miiszalmanyi minta szeparalasara
dolgoztak ki. A Sperm-TALP médiumot 10 ml-es centrifugacsévekbe (NUNC)
toltjuk 1 ml-enként, majd ezeket 15 percre 39 °C-os termosztatba rakjuk. A mi-
szalmak felolvasztasa 39°C-os vizben térténik. Tartalmukat tébbszéri pipetta-
zassal 6sszekeverve homogenizaljuk, majd mintanként az 1000 pl-nyi Sperm-
TALP ala 170 pl spermat rétegzink. Ezutan a mintakat fuggéleges helyzetben
visszahelyezzik a termosztatba, és a cséveket 60 percig inkubaljuk. Az id6
leteltével, a feluluszébdl, 750 ul-t 1,5 ml-es Eppendorf csébe helyezziink at,
majd 300 g-n 10 percig centrifugaljuk. Centrifugalas utan a felsé 500 pl-es részt
eltavolitjuk, majd a maradek folyadékot hasznaljuk a mérésekhez.

Kisérletunkben a swim up eljaras egy 6ras inkubacids ideje alatt bekdvet-
kezd valtozasokat akartuk vizsgalni, ezért 5-15-30-45—-60 percenként vettink
mintat. Mivel a hagyomanyos eljarashoz mérésenként egy miszalmara van
szliikség, kidolgoztunk egy aranyosan kicsinyitett eljarast, amit mikro swim up-
nak neveztink el, igy egyetlen miiszalma felhasznalasaval lehet a bekoévetkezd
idbbeli valtozast tanulmanyozni. Elénye, hogy a médszer késébbi, gyakorlatban
valé alkalmazaskor az esetenként igen draga szalmak felhasznalasa csokkent-
heté. A mikro swim up esetén egy miiszalmabdl szarmazé 170 ul-nyi spermat
osztunk 6t részre, s 25 pl-t rétegezve 147 pl Sperm-TALP ala 500 pul-es PCR
csOvekbe. A feluluszdbdl 110 pl-t centrifugalunk le, majd 73 pl-nyi feltliszot el-
tavolitva a csapadékot a maradék médiumban felkeverjik. Az egyéb inkubacios
és mintaveételi lépések megegyeznek a hagyomanyos swim up-nal leirtakkal.

A kiindulasi frakcidban bekdvetkezé valtozasokat is nyomon kivantuk ké-
vetni, ezért eltartasi tesztet végeztink. A swim up soran felhasznalt sperma egy
részébdl 4:1 aranyu higitast készitettink Sperm-TALP-pal, majd az id6 eléreha-
ladtaval a swim up mintakkal megegyezdéen vizsgaltuk.
hasznaltunk.

A spermiumok életképességét és akroszomajuk épségét Kovacs és Foote
(1992) altal kidolgozott festési eljaras segitségével vizsgaltuk. Az életképes-
séget 0,2% tripankék-oldattal (Sigma, T8154 0,4% torzsoldat fizioldgias séoldat-
tal higitva 1:1 aranyban) hataroztuk meg, az akroszémat Giemsa-val (3 ml 7,5%
Sigma, GS500 torzsoldat 37 ml desztillalt vizben oldva) festettiik. A festédott ré-
szek szinezédése alapjan hét kategériat tudtunk elkiléniteni (Nagy és mtsai,
1999). A statisztikai értékelést az INSTAT nevii szamitogépes program segitsé-
gével végeztik.

EREDMENYEK

Els6 |1épésben, a hagyomanyos swim up soran nyert feluluszoban az id6
fuggvényében, a koncentracidvaltozast vizsgaltuk. Minden egyes bika mintaja-
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ban, 30 percnél mértuk a legnagyobb a koncentraciéértékeket. Ezt a koncentra-
ciovaltozast dsszehasonlitva a mikro swim up feltliszéjaban kapott valtozasok-
kal, mind a harom bika esetében ugyanolyan lefutasu, 30 percnél csticsot muta-
t6 gorbéket kaptunk A harom bika mikro swim up soran kapott felliliszoé és a
kailag igazolhatd kulénbségeket kaptunk. ,A” bika esetében az 6sszes spermi-
um 25,5%-a, ,B” bika esetében 15,4%-a, mig ,C” bika esetében 13,9%-a Uszott
fel, a maximalis feltliszé koncentraciot adé idépontban (1. tablazat).

1. tablazat
A bikak mikro swim up-jaban kiilonb6z6 id6pontokban mért
feluluszé koncentracidértékek, x s
1d6(1) 5 15’ _ 30’ 45’ 60’
A bika(2) 6,4+0,5° | 12,8405 | 153+12% | 145:04%> | 133+0,2%*
.B" bika(2) 4,8+0,3*" 8,6+0,3%* 9,340,1%* 7,8+0,9% 6,3+0,2°
.C" bika(2) 4,2+1,0* 6,8+0,4™ 8,4+0,2* 6,8+0,3™ 6,3+0,5™

Statisztikai proba: ANOVA a,b,c,d: az oszlopokban levé szignifikans kiilonbségek (P<0,05);
*, ™%, ** sorokon bellli szignifikans kuidnbségek (P<0,05)(3)

Table 1: Spermatozoa concentration in the supernatant of semen during micro swim up, X *s
time(1), bulls(2), significant differences (P<0.05) in rows are indicated by letters, differences in
columns are indicated by asterisk and cross; Measurements were replicated three times, data were
analysed by ANOVA(3)

A tablazatban lathato, hogy ,A” bika feltluszéjaban statisztikailag szignifi-
kéansan nagyobb a himivarsejtek koncentréaciéja, mint ,B” bika és ,C" bika ese-
tében a 15. perctél fogva. Az utébbi két bika kdzott a koncentracioban statiszti-
kailag igazolhat6 kulonbséget nem taldltunk. ,A” bika és ,C" bika esetében a 30
perces koncentraciécsucs igazolhaté, ,B” bika esetében ez nem annyira kifeje-
zett, a negyedodras és féléras eredmények nem térnek el jelentésen egymastél.

A kiindulasi frakcioban, 60 perc utdn, az egyes kategéridkba esé sejtek
aranya nem valtozott, az él6 ép akroszémaju sejtek aranya ,A’ bika esetében
81,4%, ,B” bika ehhez hasonléan 80%. A ,C” bika mintaja azonban csupan 60%
€16 ép akroszdmajl sejtet tartalmazott.

2. tablazat
Az élG, ép akroszomaju sejtek atlaga a kiindulasi,
illetve a felilliszé frakciéban (,,C” bika), X *s”
1dé(1) 5 15' 30 45 60'
Eltartasi t.(2) 120,0+4,6* 122,012, 7* 121,0+3,6* 118,7£2,7* 118,746,1*
Felulisz6(3) 165,445,0* 172,0+3,6* 170,043 ,6** 165,7+3,8* 167,0+4,0**

®: kenetenként leszamolt 200 sejtbsl az &6, ép akroszémaju sejtek szama, a statisztikai teszt:
Student-t proba. A szamlalast 3 ismétlésben végeztik, * P<0,0001(4)

Table 2.: The average of live spermatozoa with intact acrosomes in the fresh semen and in the
supernatant in samples of Bull C, X ts
time(1), storage test(2), supernatant(3), . number of live and intact cell counted in 200 cells in
smear; statistical test: Student-t test. Counting were repeated three times(4)
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A feluluszo vizsgalatakor az é16 ép akroszomaju sejtek aranya az id6 el6re-
haladtaval nem valtozott: ,A" bika és ,B" bika esetében 90% kérili (90,5 és
89,6%), ,C" bikanal 84%. A" bika és ,B” bika esetében a mikro swim up javité
hatdsa 9 és 9,6%, amig ,C" bikanél ez az érték 24%, ami szignifikans kilénb-
séget jelent (2. téblazat).

Az akroszéma sérilt és a sérilt farki spermiumok aranya sem a feluliszo-
ban, sem a kiindulasi frakcioban nem valtozott a 60 perces inkubacio alatt.

KOVETKEZTETESEK

Kisérleteink soran sikerult kidolgozni a mikro swim up eljarast, melynek se-
gitségével a hagyomanyos swim up soran térténd valtozasokat modellezhetjik.
Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a mikro swim uppal jél modellezhe-
t6 a hagyomanyos, in vitro termékenyitésben elterjedt swim up eljaras. Lehetb-
ségunk nyilt eltéré mintékra jellemzé egyedi koncentracio, és motilitasi értéke-
ket vizsgalatara. Az inkubacio alatt a felilluszé spermiumkoncentraciéjaban az
id6é elérehaladtaval lényeges valtozast tapasztaltunk. Mindharom bika swim up
soran kapott feltluszéjanak koncentracio-maximuma 30 percnél volt. Késébb a
koncentracié csokkenni kezdett, ezért a vizsgalt bikak in vitro fertilizacidéban
valé hasznalatakor javasolhaté a swim up 60 perces inkubéacios idejét 30 percre
cstkkenteni, a maximalis motilis spermiumot tartalmazé termékenyitd oldat ki-
alakitéasahoz. A swim up képes jelentésen javitani termékenyité anyag min6sé-
gét: ,C” bikanal az eljaras 24%-kal noévelte meg az ép, motilis himivarsejtek
aranyat. Az id6 elérehaladtaval, egy éran belili eltartast vizsgélva a himivarsej-
tek akroszéma, és farok membran allapota nem valtozott.

A mikro swim up eljaras segitséget nyujthat az in vitro embrid-elballitasi
programok soran a megfeleld bika kivalasztasahoz, ha a kivélasztasnal az id6
fuggvényében felrajzolhatd koncentracio gorbe fél orat kdvetd ereszkedésének
mértékét, és a koncentracié-maximumot veszzik figyelembe. A bikak kézott
megfigyelhetd kiulénbségeket az iizemi termékenyitési adatok tukrében is érté-
kelni fogjuk. Az adatok alapjan megallapithaté lesz, hogy a spermat funkcionali-
san értékelé mikro swim up médszer mennyire lehet alkalmas a bikak fertilita-
sanak megjoslasara.

Egyetlen vizsgalati modszer hasznalata természetesen nem adhat elég in-
formaciét a sperma mindségérél, ezért érdemes tébb szempontbdl, morfologiai-
lag és funkcionalisan is tébb maodszerrel (pl. swim up, CTC vizsgalat, peteburok
kotédési teszt, in vitro termekenyités) vizsgalni a termékenyitd anyagot az ob-
jektivabb jellemzés szamara.
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A TERMEKENYULESI EREDMENYEK JAVITASANAK
LEHETOSEGEI TEJELO SZARVASMARHA ALLOMANYBAN

GABOR GYORGY — SZASZ FERENC

OSSZEFOGLALAS

A szerzék a tejeld szarvasmarha szaporodasi eredményeinek javitasat célzé kutatasi program
keretében bikakban a here hészabalyozasat tanuimanyoztadk alapkutatdsi szinten és megallapi-
tottak, hogy egyszeri GnRH injekcio hatasara a here hészabalyozasara jellemzé folyamatok tanul-
manyozhatdk az altaluk kifejlesztett titermisztorok és egy tobbcsatornas szamitogépes adatgylijté
segitségével. A here ultrahangos vizsgalati eredményei, valamint a sajat fejlesztésl szamitégépes
sperma motilitasvizsgalé segitségével a gyakorlatban felhasznalhato vizsgalati médszereket fejlesz-
tettek ki.

A teheneknél a két ellés kozotti id6 csokkentése volt a cél. Vizsgalataik alapjan azt a kovetkez-
tetest vontak le, hogy a kisérletek soran alkalmazott Ovsynch és Provsynch ovulacié szinkronizalasi
modszerek és az idéhoz kétott programozott termékenyités, valamint a korai (28-35 nap kozétti)
vemhességvizsgalat egyarant alkalmas a kitlizott cél megvalésitasara. A korai vemhességvizsgalati
modszerek kdzil az ultrahang segitségével azonnali informaciok nyerheték, és az Ures tehenek
kivalogatasaval egy iddben a petefészkek vizsgalata is megtorténik. A diagnoézis felallitdsa utan
azonnali oktani kezeléssel a tehenek vemhesitésre torténé elokészitése megtorténik.

A vemhességi fehérje (VSPB) vérmintabdl valo kimutatasan alapuld ELISA teszt ugyancsak al-
kalmas az Ures tehenek kivalogatasara és eredményesen hasznalhato, a két ellés kozotti idd csok-
kentésére.

SUMMARY

Gébor, Gy. — Szész, F.: POSSIBLE METHODS FOR THE IMPROVEMENT OF FERTILITY
RESULTS IN DAIRY HERDS

The aim of the recent examinations described by the authors was the improvement of the fertil-
ity result in dairy cattle. The testicutar thermoregulation of the bulls was studied in a basic research
programme with the help of custom needle thermocouples and a computerized, multi-channel data
collector system. They stated that a single GnRH injection starts the testicular thermoregulation and
the above described devices are useful for its study. Examination of the testicular echotexture by
ultrasound and the semen motility by a computer assisted (CASPAR) semen analyzing method are
useful on a practical level.

The aim of the examinations in cows was decreasing the parturition interval. The authors con-
cluded that all methods, including Ovsynch and Provsynch protocols, timed Al and the early preg-
nancy detection (28-32 days after Al), are effective for decreasing the parturition interval. Rectal
ultrasound is a quick, non-invasive method for detecting open cows and examining ovaries, and
also gives a chance for the immediate treatment of the cows, in order to prepare them for the next
Al. Examination of pregnancy specific protein B (BPSPB) by a custom ELISA test in the biood sera
is also an effective tool for the decreasing of parturition interval.
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BEVEZETES

A magyar tejelé szarvasmarha tehén populacié (kézel 360 ezer tehén) tébb
mint 90 szazalékat mesterségesen termékenyitik. A termékenyitések altalaban
az ivarzd allatok kivalogatasa, majd annak pozitiv elbiralasa utan torténnek
meg.
A tejelb tehenészetek szaporodasbioldgiai problémainak fébb okai napja-
inkban Magyarorszagon:

— viszonylag nagy létszamu allomanyok

— kotetlen tartas bevezetése

— tejtermelés ndvekedése

— takarmanyozasi hibak

— az ivarzb egyedek kivalogatasa az elégtelen személyi feltételek miatt
rossz hatasfoku

— a mesterséges termékenyitéssel kapcsolatos hibak (spermaminéség,
spermakezelés)

— management hianyossagok (adatnyilvantartds, adatszolgaltatas) és a
szamitogépes nyilvantartasok alkalmazasanak hianya, vagy nem szakszeri
hasznalata)

SAJAT VIZSGALATOK

Kutatasi munkaterviink megtervezésekor arra térekedtink, hogy a fogam-
zast azonos meértékben meghatarozé him- és néivarral kapcsolatos gyakorlati
problémakkal egyarant foglalkozzunk.

A him ivarral kapcsolatos kutatasainkat két 6 részre osztottuk:

— A here hészabalyozasa (alapkutatas).

— A here morfoldgiai vizsgalata, spermaminésités (alkalmazott kutatas).

A here hészabalyozésa: A kutatdbmunka soran harom &llatfaj (szarvasmar-
ha, juh, sertés) ivarérett, tovabbtenyésztésre nem kijeldlt (vagy tenyésztési se-
lejt) apaallatainak vizsgalatat végeztik. A juh kisérletek legfébb célja a médsze-
rek kidolgozasa volt, mivel a kosok kezelése jar a legkevesebb problémaval,
ugyanakkor a herék, ill. a hereborék mérete nagyban megkdnnyitette az eléke-
szité munkat. A bika és a sertés kan kisérletek célja a mesterséges termekenyi-
tésre leginkabb hasznalt fajok vizsgalata volt. A kisérleteket az OTKA 32317 sz.
elnyert palyazat tamogatasaval vegeztik.

A here hémérsékleti adatainak vizsgalatara egy 16 csatornas adatgy(ijtét
készitettunk. Ez azt jelenti, hogy egyidejlileg 16 hémérsékleti adatot tudunk
mérni, és rogziteni. A ti termisztorokat a kisérleti és a kontroll allat heréibe he-
lyeztik a vizsgalat megkezdése el6tt (harmat intratesztikularisan, egyet pedig a
hereborék bére ald), herénként tsszesen négyet (egyet a here csucsan, egyet
az aljan, egyet kdzépen mélyen a herébe nyomva, a negyediket pedig kézépen
boér ald). A rektalis hémérdket a végbélben rogzitettilk a vizsgalat kezdete el6tt.
Amikor a hémérséklet stabilla valt (altalaban a rogzités és a termisztorok behe-
lyezése utan 25-40 perc mulva), kezdtuk az allatok kezelését GnRH-val.
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Egyszerre egy-egy kisérleti és kontroll allat parhuzamos vizsgalatat ve-
geztik el. A GnRH (ill. a placebo) kezelés elétt epiduralis érzéstelenitést alkal-
maztunk (Rompun 0,35 ml/allat, desztillalt vizzel 2,5 ml-re higitva) majd vért
vettink (LH és tesztoszteron plazma koncentracié meghatarozasara). Az epidu-
ralis érzéstelenités hatékonysaganak ellenérzése utan a mindkét allat heréibe
és a hereborék ala (3-3 ponton: cslcs, kézép, alap; illetve kbézépen a bér ald)
injekciés tiikbe épitett termisztorokat helyeztiink be. A termisztorok adatait fo-
lyamatosan a multiplex mérés-adatgy(ijté segitségével szamitéogépen rogzitet-
tik a GnRH kezelés el6tti perctdl kezdve 20 percen keresztil. A GnRH kezelést
kovetd 90. percben pedig hormon-meghatarozas céljabdl ismét vért vettink
(Post és mtsai, 1987; Gabor és mtsai, 1995). Az allatok a kisérlet végén vagas-
ra kerlltek.

Az eddigi adatok alatamasztani latszanak a korabbi hlpoteZISunket ill. Ki-
sérleti adatainkat, miszerint a GnRH hatasara a here(borék) hémérséklete meg-
emelkedik, és a regulacios folyamatok azonnal miikodésbe lépnek ennek kom-
penzalasara (Coulter és mtsai, 1988; Gabor és mtsai, 1998abc, 2001). Az eddi-
gi adatok arra utalnak, hogy a hereborék bérén keresztul tavozik az extra hé na-
gyobbik része, és talan kisebb szerepe lehet a here vérelldtasanak valtoztata-
saval (testicular blood flow) jaré folyamatoknak.

A here morfolégiai vizsgalata, spermamindsités: 1993 6ta foglalkozunk a
himivaru haziallatok androlégiai vizsgalataval. A here ultrahanggal térténé diag-
nosztikai vizsgalatat Coulter és Baily (1988) cikke nyoman kezdtik meg, akik
agy talélték, hogy az ultrahang diagnosztika még egy viszonylag hossza 1dé-
szakban torténd alkalmazasa sem eredményezi a szaporodasi ,kapacitas”
csOkkenését, azaz egy olyan ,non invaziv’ beavatkozas, ami a bels6 szerkeze-
tet a képalkotas médszerével a vizsgdld szamara értékelheté maodon jeleniti
meg. Eleinte egy Scanner 450 VET ultrahang késziléket hasznéltunk egy 7,5
MHz-es linearis transducerrel és azt talaltuk, hogy a here ultrahangos szerkeze-
tének (echotexture) vizsgalati mddszere a gyakorlat igényeinek megfelelhet. Az
altalunk 1996-ban kidolgozott ultrahangos here vizsgalati médszer a here finom
szerkezetének morfolégiai vizsgélata révén kiegésziti a spermavizsgalatot, és
igy alkalmassa véalhat a gyenge fertilitasd himivarl tenyészallatok kiszlirésére.
Ezt a modszert az évek soran folyamatosan fejlesztettilk (jelenleg is), és termé-
szetesen a gépparkot is fejlesztettik (ma Scanner 100 VET tipusu ultrahanggal
és kétfrekvencias linearis fejjel vizsgalunk 6 ill. 8 MHz-en). A vizsgalatok végzé-
séhez tobb, az eljarast standardizalé segédeszkdzt és szoftvert fejlesztettiink ki,
és eredményeinket folyamatosan konferenciakon ill. szakiapokban |smertettuk
(Géabor és mtsai, 1997, 1998abc, 1999, 2001).

A jelenleg is folyd OTKA kutatasunkban is kiemelt szerep jut az ultrahan-
gos herevizsgalatoknak, mivel az eddigi tapasztalatok alapjan az egyes egye-
dek eltér6 modon reagélnak a GnRH kezelésre, és ennek oka egyértelmiien a
herében keresendd. A vizsgalat utani in vitro (pl. szévettani) vizsgalatok a tii
termisztorok miatti széveti roncsolédas miatt nem, vagy csak korlatozottan le-
hetnek alkalmasak az okok pontos feltarasara, ezért egyértelmien a kezelések
elétti in vivo, a here finomszerkezetét vizsgald modszerek johetnek széba. Ezek
kdzil pedig az ultrahang a legalkalmasabb, mivel ez még a ti termisztorok pon-
tos lokalizacigjat is lehetévé teszi.
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A tenyész apaallatok fertilitdsanak vizsgalata a sperma minéségének és az
dllatok szexualis viselkedésének tanulmanyozasan alapszik. Az ejakulatum ob-
jektiv vizsgalatara mar rendelkezésre allnak a kutatas (videomikrograf, Leid/,
1987) és a gyakorlat szamara (HTM motility analyzer, IMV, L'Aigle, France)
egyarant alkalmas eszkézdk. A CASA (Computer Assisted Semen Analysis)
modszer elterjedését a szamitastechnika elmult években tapasztalt fejlédése
nagyban elbsegitette (Farrell és mtsai, 1998).

A sperma vizsgalatara sajat fejlesztésii CASA rendszert hasznalunk
(CASPAR). A modszer lényege, hogy a sperma vizsgalatara hasznalt mikrosz-
képhoz kamerat csatlakoztatunk, és annak a jeleit 2-3 méasodpercen kereszti!
rogzitjuk (Géabor és mtsai, 2002). A rogzités a szamitégép merev lemezére
térténik olyan moédon, hogy elészér a kamera altal kdzvetitett analdg képet egy
digitalizalo kartya segitségével digitalis jelekké alakitjuk, hogy a szamitdgép
szamara értelmezhetd legyen (36 kép percenként). Ezt kdvetben a szoftver
masodpercenként 3 mintat (képet) kiemel, és azokat egymasra masolja. Ezzel a
sperma motilitas gyors értékelése mar lehetségessé valik, mivel az €l§, egye-
nes vonalban elére haladé sejtek gyongyflizért formaznak, mig a holt sejtek
egyedi sejtekként jelennek meg. Az él6, de gyenge motilitasu, sejtek kort for-
maznak. A szoftver alkalmas az élé sejtek aranyanak meghatarozasara, ezen
kivil még a normalis motilitasu sejtek sebességének a merésére is. Az eljaras
alkalmazasat az teszi lehetévé, hogy a tetszéleges higitasu ejakulatumot 10 um
rétegvastagsagot biztositdé Makler kamraba cseppentjik, és ez garantalja azt,
hogy a sejtek 1 rétegben jelennek meg a mikroszkép latoterében, és a felvéte-
lek mélységélessége nem romlik, mivel a sejtek nem képesek mélységben el-
mozdulni, kizarélag sikban mozoghatnak.

A néivarral kapcsolatos vizsgalatok: A szaporodasbiologiai munka ala-
csony hatékonysagat a gyenge fertilitasi eredmények, ill. az ivarzok megtalala-
sanak alacsony aranya jelzi (amerikai adatok 50% alatti eredményesseget tar-
tanak realisnak). Az persze egy kulén tanulmanyt is megérne, hogy a csendes
ivarz6k aranya-e nagyon magas, vagy pedig személyi problémak miatt ilyen
gyenge az ivarzo dllatok kivalogatasa. Az ivarzék kivalogatasanak a kérdése
nemcsak hazankban okoz problémat, hanem kulféldén is. Nem véletlen, hogy
tobb automatikus ivarzas megfigyel® rendszert is kidolgoztak mar.

Az ivarz6 egyedek kivalogatasanak fébb jelenlegi modszerei a hazai és a
nemzetkdzi gyakorlatban:

— vizualis, hagyomanyos maodon,

— markerek hasznalata,

— festékek, .

— beépitett radiéadd (Senger, 1994),

— a fiziolégiai valtozasok mlszeres, vagy automatikus detektalasa,

— tej mennyiseg csdkkenese,

— lépésszamlalas,

— hémeérséklet emelkedésének mérése (rektalis ill. infravoros thermomet-
ria, thermogréafia).

A fentiekbdl is latszik, hogy bar a médszerek sokasodnak (még napjaink-
ban is), ami arra utal, hogy szaz szazalékig megbizhaté megoldas a mai napig
nem ismeretes.
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Ezt felismerve amerikai kutatok ujra elévettek korabbi protokollokat, ame-
lyek PGF,, segitségével végzett ivarzas indukcios eljarasok voltak. Ezek az
eljarasok hatékonyak voltak, de csak akkor, ha vaitozatlanul kétédtek az ivarza-
sok detektalasahoz. A cél ugyanakkor egy olyan eljaras kialakitasa volt, aminek
a segitségével a meghatarozott idépontban ivarzas detektalasa nélkul ,vakon”
lehet termékenyiteni. Az a tény, hogy ezek a kutatasok elsésorban Wisconsin-
ban és Floridaban folytak azt jelzi, hogy a féként a nagy tejtermelési, ili. a h-
stressznek jobban kitett allomanyok az érintettek az alacsony reprodukcié okoz-
ta karokban.

Az elmult években harom ivarzas-, ill. ovulacié szinkronizalasi modszer ter-
jedt el a tejel6 tehenészetek szaporoddsi zavarainak csékkentésére.

1. Targeted Breeding protokoll

0. nap(1) ’ “14. nap(1) 28. nap(1) 31. nap(1)
lvarzok keresése és mesterséges termékenyitése(3)

! I !

25 mg PGFy, 25 mg PGF_, 25 mg PGF3,

mesterséges terméke-
nyités (72-80. 6ra)(2)

2. Ovsynch protokoll

0. nap(1) 7. nap(1) 9. nap(1) 10. nap(1)
100 pg GnRH 25 mg PGF2, 100 ug GnRH

mesterséges termé-
kenyités (72-80. ara) (2)

3. Provsynch protokoll
0. nap(1) 14. nap(1) 26. nap(1) 33. nap(1) 35. nap(1) 36. nap(1)

! P ! f

25mg PGF. 25mg PGFa, 100 ug GnRH 25 mg PGF,, 100 pg GnRH
mesterséges

termékenyités
(72-80. ¢ra) (2)

day(1), Al(2), heat detection and Al(3)

A modszerek kozotti f6 kulonbség, hogy mig a Targeted Breeding esetén
szinkronizalt ivarzasrol, az Ovsynch és a Provsynch esetén pedig szinkronizalt
ovulaciorol van szo6. Egy 6sszehasonlité vizsgalat soran (1. téblazaf) a laktacio
60-75. napja kozotti allatok esetén a Targeted, a 76. nap folotti egyedeknél
pedig az Ovsynch modszer volt a jobb. Uszék esetén egyértelmien a Targeted
maodszer szerepelt jobban: a vemhestlési arany 74,4, ill. 35,1% volt.
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1. téblazat

A Targeted Breeding és az Ovsynch médszer ésszehasonlité vizsgalata tehenekben
(Nebel és Jobst, 1998)

Vemhesiilés, %(2)
Az elléstél eltelt id6(1) Targeted Breeding Ovsynch
n=154 n=156
60, és 75. nap kozo6tt(3) 39,4 26,0
76. nap f6lott(4) 38,8 433
Osszesen(5) 39,0 37,8

Table 1.: Comparative study of the Targeted Breeding and Ovsynch protocol in dairy cows (Ne-
bel and Jobst, 1998)
days after calving(1), pregnancy rate(2), day between 60-75(3), over 76 days(4), total(5)

Ovsynch protokoll: Elsé vizsgalatainkat 1997 és 2000 koézétt végeztik
(Gébor és mtsai, 2002). Az allomanyszintli vizsgalatok soran az anésztruszos
allatok kezelésére az Ovsynch médszert valasztottuk, mivel el akartuk kertlni
az ivarzék kivalogatasaval jard procedura okozta hibakat. Kizarolag lathaté
ivarzasi tuneteket nem produkald allatokkal kezdtik a vizsgalatokat. A fentiek-
ben leirt eredeti protokollt hasznaltuk (Burke és mtsai, 1996; Pursley és mtsai,
1997; Risco és mtsai, 1998) és valamennyi allat mindharom kezelést megkapta.
A GnRH Fertagyl (Intervet, 100 pg, im.) volt, mig a PG készitmény a Dinolytic
(Upjohn, 35 mg, im.). Osszesen 25 allat kezelését végeztik el.

A késébbiekben a GnRH dézisat megemeltik 150 ug/allatra (a kezelés val-
tozatlanul im. tértént), mivel az 1 ml beadasa (révid, vastag injekciés td) a gya-
korlati koralmeények kéz6tt nem mindig garantalta a teljes dozis egyértelm( be-
jutasat a kezelt allatok szervezetébe.

A protokollt kifejleszté kutatdk szerint a tejeld tehenek tobb mint 90%-a
szinkronizalt ovulacidval reagal a kezelésre és koézel 40%-0s a vemhesilési
arany. Usz6k esetében a szinkronizalt ovulacié aranya 70% alatt marad. Azt
valoszinlsitik ennek hatterében, hogy a tejeld teheneknél majdnem két tiisz6-
érési hulldm alakul ki egy ciklus soran, mig az Gszdéknél 3 tiszéérési hullam van
a ciklusban. Mig a tehenek esetében a sargatest (CL) megakadalyozza az ivar-
zasi tineteket ill. az ovulaciét (egészen a 2. GnRH injekciodig), addig az Uszék-
ben a CL gyors regresszidja ill. az Gjonnan megérett tiszé a PG kezelés id6-
szakaban ivarzast valthat ki.

Vizsgalataink soran ezért mi kizarélag teheneket kezeltunk.

Az eredmények igazoljak mas szerzéknek a programozott termékenyitésre
vonatkozé korabbi adatait. A GnRH és a prosztaglandin készitmények kivalasz-
tasa az irodalmi adatok mellett sajat korabbi nem publikalt kisérleti eredménye-
inken alapult. A kereskedelmi forgalomban kaphatd GnRH készitmények &s-
szehasonlité vizsgalata soran ugyanis azt tapasztaltuk, hogy a GnRH kezelésre
adott 40, 60 és 90 perces szérum LH szintek a Fertagyl esetében a tébbi ké-
szitménnyel 6sszehasonlitva szignifikdnsan magasabb értékeket mutattak.

A vizsgalati eredmények alapjan arra a kévetkeztetésre jutottunk, hogy a
termékenyulési eredmények javithatok ovulacio-, ill. ivarzas szinkronizalas utani
programozott termékenyités segitségével tejelé szarvasmarha allomanyban,
illetve megeldzheté a szaporasagi mutatok romlasa a meredeken emelkedd
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tejtermelés ellenére is. A modszer alkalmazasa a laktaciés anosztrusszal 6sz-
szefuggd esetekben indokolt. A kezelés eredményessége a kezelésre ker(ld
allatok kivalogatasan mulik. A rektalisan tapinthaté (vagy ultrahanggal vizsgal-
hatd) inaktiv petefészkek és jol involvalt méhek diagnosztizalasa esetén indo-
kolt a beavatkozas.

Véleményilnk szerint az Uszék esetében feltétlenil hasznos lehet a Targe-
ted Breeding modszer alkalmazasa, mig a tehenek esetében az ellés utani 60—
75 nap kozott a PMSG kezelés, azt kévetden pedig az Ovsynch protokoll alkal-
mazasa latszik célszerlinek. Az irodalmi adatok alapjan az Ovsynch modszer
hatékonységa a termékenyités idépontjanak véltoztatasaval nem javithatd, de
— korébbi endokrinolégiai vizsgalati eredményeink birtokaban — nem tartjuk
kizartnak, viszont, hogy a GnRH intravénas alkalmazasa (a némileg gyorsab-
ban kialakulé LH csucs miatt) esetleg javithatna a vemhesdulési eredményeken.

Provsynch protokoll: A PROVSYNCH mdédszer lényege, hogy az ellést ko-
vetd 35. nap korll (14 nap kuldnbséggel) 2 prosztaglandin kezelést kell végezni
(0. és 14. nap), majd a szokasos OVSYNCH protokollt kell alkalmazni (GnRH a
26. napon, prosztaglandin a 33. napon, ismét GnRH a 35. napon, és terméke-
nyités a 36. napon, Moreira és mtsaj, 2000). Folyamatos ivarzas megfigyelés
esetén, ha barmelyik kezelt allat a kezelés soran ivarzasi tineteket mutat, akkor
sem termékenyithetd, ha az ivarzas elbiraldsa pozitiv. Ez a mddszer tébb okbdl
elényos lenne:

1. Az eredeti OVSYNCH protokoll ugyanis csak az ellést kdvetd 75. nap
utan eredményes (ez kb. 30% vembhesiilést jelent), mig a PROVSYNCH proto-
koll esetében a 71-72. napon mar a termékenyités is megtorténik.

2. A korai laktacidés antsztruszos esetek szama eredményesen csokkent-
hetd, ill. a szubklinikai metritiszes esetek hamarabb felderitheték és eredmé-
nyesen kezelheték.

Eddigi sajat vizsgalataink eredményei a 2. tdbldzatban lathatok.

2. tablazat

-A Provsynch médszer eredményessége

Thatcher és misai (2001)  |Sajat vizsgalatok (2001-2002)(1)
Termékenyitett tehén(2) 462 164
Vemhes tehén(3) 233 62
Vemhesiilés, %(4) 50,4 37,8

Table 2: Efficiency of the Provsynch protocol
experiments(1), No. of Al cows(2), No. of pregnant cows(3), pregnancy rate(4)

Nagyon lényeges azonban, hogy minden kezelés eredményessége a keze-
lésre kerll6 allatok kivalogatasan mulik. A rektalisan tapinthatd (vagy ultrahang-
gal vizsgalhaté) inaktiv petefészkek (PMSG az 50. nap utan vagy a Provsynch
a 35. naptdl) ill. aktiv petefészek és jol involvalt méh diagnosztizélasa esetén
(Ovsynch a 75. nap utan) indokolt a beavatkozas. Az irodalmi adatok alapjan
ugyanakkor az Ovsynch moédszer hatékonysaga a termékenyités idépontjanak
valtoztatasaval nem javithatd, ezért kiprobalasa nem indokolt, az utolsé6 méhke-
zelést kdvetd 16—24 dran belul el kell végezni.
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Korai vemhességvizsgalat: A két ellés kozotti id6 csokkentésére jelenleg a
kiulonbozé szinkronizalasi eljarasokon kival a korai (a termekenyités utani 26—
32 nap) vemhességvizsgalati modszerek alkalmasak. Ezek térténhetnek:

— Ultrahanggal: Az ultrahang vizsgalatok legfébb elénye az, hogy az ures
tehenek kivalogatasaval egy idében a petefészkek vizsgalata is megtérténik, és
a diagnozis felallitdsa utan azonnali oktani kezeléssel a tehenek vemhesitésre
torténd elékészitése megtorténik. Hatranya azonban a készilékek relative ma-
gas ara és az azok Uzemeltetéséhez szikséges szakértelem megszerzésének
hosszu ideje. Altalanossagban elmondhatd, hogy csak hosszu tavon megtéruld
(és akkor sem olcsd) befektetésnek tekinthetd.

— Vemhességi fehérje (VPSPB) kimutatasaval vérmintabdl: Vemhesség-
specifikus protein B (VSPB) a vemhes kérédzé allatok vérszérumaban talalhato
fehérje, aminek létezésérdl elészor a idahoi egyetem kutatéi szamoltak be.
Radioimmun diffuziés modszerrel megallapitottak, hogy kalonbézik az a-feto-
proteintél a fetuintdl és a szarvasmarha plancentalis laktogéntél. Egy dupla
antitest radioimmunoassay (RIA) modszert fejlesztettek ki egy kozel tiszta
VSPB ellen termeltetett nydl antiszérummal (Ruder és mtsai, 1988). Ezt az
assay-t hasznaltak a VSPB szérum szintjének meghatarozasara vemhes tehe-
nekben és igy fejlesztettek ki egy pontos, korai szerologiai tesztet a vemhesség
megallapitasara. A késdbbiek soran fejlesztettek ki egy ELISA tesztet, amelyet
mi is alkalmazunk.

A korai vemhességvizsgalat a két ellés kdzotti idét jelentésen csdkkentheti.
A jelenlegi gyakorlat 45—90 nap k&zotti rektalis vizsgalatot jelent az izemekben.
Egy altalunk 2002-ben elvégzett vizsgalatban 5200 termeékenyitést ellendriztink
le az ELISA teszt segitségével és megallapitottuk, hogy a magyar fertilitasi ada-
tokat figyelembe véve a VSBP teszt alkalmazasa minimum 6 (de atlagosan
legalabb 15) nappal csékkenthetné a két elles kézotti idét, ami mintegy 18—45
USD koltség megtakaritasat tenné lehetévé, a maximum 6 USD-ba kertld teszt
segitségével (3. tablazat).

3. tablazat

A vemhességspecifikus teszt (VSPB) eredményei

2001. 2002. 2002/2.
Tehenek, n(1) 69 5200 168
Pontos diagno6zis(2) 69 4010 164
Fals pozitiv 0 1040 4
Fals negativ 0 150 0

Table 3.: Results of the BPSPB test
No. of cows(1), correct diagnosis(2)
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NYULSPERMA MELYHUTESENEK ERTEKELESE
MORFOLOGIAI VIZSGALATTAL ES MESTERSEGES
TERMEKENYITESSEL*

BARANYAI BENCE — VIRAG GYORGY! — POLGAR ZSUZSANNA —
BODO SZILARD —KOVACS ANDRAS — GOCZA ELEN

OSSZEFOGLALAS

A kisérletekben a mélyhltésnek a nyudlspermara kifejtett hatasat vizsgaltak. Husz tenyészbak
onddgjat vizsgaltak in vitro modszerekkel és mesterséges termékenyitéssel fagyasztas elétt é€s utan.
A visszanyert sejtek aranya a friss ond6éhoz viszonyitva annal nagyobb, minél kisebb az eredeti
koncentraci6. A fagyasztas jelentdsen megvaltoztatta az élé/holt sejtek aranyat. Ezek az eredmé-
nyek viszont nem tilkrozédnek a termékenységi mutatokban: nem talaltak kilénbséget a
fagyasztott-felolvasztott és a friss ondo termékenyitoképessége kézott. Fagyasztas hatasara az €16,
ép akroszomaju sejtek aranya jelentdsen csékken. Az onddnak fagyaszta’ssal szemben mutatott
érzékenységét bizonyithatoan genetikai tényezdk is befolyasoljak: h“=0,6 érokletességi egyitthato
becsiilhetd meg. A tapintott vemhesiilés nagyobb volt annal, mint a tényleges fialas. Ennek hatteré-
ben allhat, hogy a termékenyité ondosejtek genetikai anyagat is karosithatta a fagyasztas, ami
embriéelhalast eredményezhetett.

SUMMARY

Baranyai, B. - Virdg, Gy.Ms. — Polgar, Zs.Ms. — Bodé, Sz. — Gécza, E.Ms.: EVALUATION OF RAB-
BIT SEMEN CRYOPRESERVATION WITH MORPHOLOGY ASSESSMENT AND ARTIFICIAL
INSEMINATION

The effect of cryopreservation on rabbit spermatozoa was evaluated. The semen of twenty
breeding bucks was evaluated with in vitro methods and Al. The recovery rate of cells was higher
when original concentration was lower. Cryopreservation decreased the ratio of living cells signifi-
cantly, but it was not proved in Al results: there was no difference between the fertilisation ability of
fresh and frozen semen. Cryopreservation significantly reduces the live spermatozoa with intact
acrosome. Presumably there are genetic factors that affect the sensitivity of the spermatozoa to
cryopreservation, since the heritability (h?) was estimated to be 0.6. Palpated pregnancies were
found to be higher than that of Borns. It can be explained by the early death of the embryo due to
possible genetic damage of the fertilising spermatozoa caused by cryopreservation.

* A vizsgalatokat az FVM 56805/2001 palyazat tamogatta
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BEVEZETES

A mesterseéges termékenyités alkalmazasa az elmult évtizedben a nytilte-
nyésztd telepeken is altalanossa valt. A tetszéleges idépontban és helyen torté-
né termékenyitéssel a tenyésztéi munka Utemezhetd, egyszerlibb és olcsébb.
Egyben ellenérizhetd és fontos tényez6 lett a bakok ondotermelése, és lehetévé
tette a him allatok termékenységének kozvetlen, in vitro értékelését.

Az egy idében termékenyitett anyalétszam emelkedésével, kilonosen ak-
kor, ha tobb csoportban termékenyitik azokat, egyre nagyobb igény mutatkozik
a valamilyen formaban tartésitott ondé felhasznalasara. Ennek oka a sajat ba-
kok hasznalata esetében példaul az, hogy egyes kevéssé eredményes termé-
kenyitések utadn nagyszamu visszaforgé anya adodik hozza a kévetkezé cso-
porthoz, vagyis a csoportok létszama ingadozik. Ebben az esetben a baklét-
szamot az elképzelhetd legnagyobb anyalétszamhoz kell igazitani, ami azon-
ban egyes esetekben felesleges mennyiségli, maskor pedig csak szikdsen
elég ondéellatast biztosit.

A nyul ondéjanak mélyhiitéses tarolasara mar tobb kézlemény jelent meg,
de a gyakorlatban az eljarast nem haszndljak. Az okok kozétt szerepelhet, hogy
a friss, ill. hiitve tarolt sperma értékelésérél, a kulénbdzd véddanyagok toxicita-
sarol, valamint a tarolt sperma hasznalatarél (legkisebb sziukséges sperma-
szam/dozis) eltérd adatok lattak napvilagot (Alvarifio, 2000). Az ondomélyhiités
sikeres alkalmazasat befolyasolja, hogy az egyes bakok ondéjanak fagyasztha-
tosaga kulénbozé lehet, amint az a szakirodalomban eddig kézzétett eredme-
nyek (Chen és mtsai, 1989) alapjan feltételezhetd.

Kisérleteinkben a mélyhitésnek a nyulspermara kifejtett hatasat vizsgaltuk.
Munkank célja volt a hosszu tavu tarolhatésagot meghatarozé tulajdonsagok
genetikai és kornyezeti hatasokra létrejévd variabilitasanak megismerése is. Az
elsé szakaszban a KATKI ujzélandi fehér nyul térzsbak allomanyanak nem ro-
kon egyedei spermajanak jellemzdéit vizsgaltuk meg. Ebbél a célbdl bakonként
négy spermamintat gydjtottunk és értékeltink. A megfelelé motilitasu mintakat
fagyasztottuk, majd felolvasztas utan ismét megvizsgaltuk. A masodik szakasz-
ban a mélyhiitott/felolvasztott ondéval termekenyitettink, kontrollként az ugyan-
attél a baktél levett nyers ondét hasznalva. A harmadik szakaszban bakok és fiu
utédaik spermajanak tulajdonséagait, fagyaszthatosagat és termékenyitéképes-
ségét hasonlitottuk 6ssze.

ANYAG ES MODSZER

A vizsgalatokat a godollsi Kisallattenyésztési és Takarmanyozasi Kutatoin-
tézet kisérleti telepén, fajtatiszta tj-zélandi fehér himektél mahively segitsége-
vel vett ondéval végeztilk. Az allatok a KATKI nyul térzstenyészetének terme-
kenyité bakjai, amelyeket azonban a stlygyarapodasuk alapjan valasztottak ki,
az ondominéség eddig nem szerepelt szelekcios célként. Az ondét a torzs ter-
mékenyitése utani els6 hét végén, vagyis egy héttel a megel6z6 hasznalat utan
gyujtottik.

A bakok killon teremben (16 vilagos 8 sotét megvilagitas, mesterséges
szelloztetés), egyszintes ponthegesztett racsketrecekben voltak elhelyezve. Vi-
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zet szopokas onitatordl, takarmanyt dnetetékbdl ad libitum fogyasztottak. Ta-
karmanyozasukra kereskedelmi forgalomban kaphatoé hizonyul tapot hasznal-
tunk.

Az 8sszes, a kisérletben hasznalt vegyszer a Sigma Chemical Co. (Saint
Louis, USA), ,cell tested” vagy ,embryo tested” minéségii terméke volt.

Az ondd mennyiségi és minéségi tulajdonséagainak értékelése

Vizsgalt paraméterek:

Térfogat (ml). Az egy ugratas soran leadott onddé mennyisége a kocsonyas
rész eltavolitasa utan.

Atlagos térfogat (ml): A négy mintavétel alkalmaval kapott sperma mennyi-
ség atlaga.

Termékenyitési %: /In vivo termékenyitéssel kapott utddok szama alapjan
szamolt termékenyitési szazalék.

Becsiilt motilitas (%): Az egyes mintavételkor gyljtétt spermamintakban
kapott becsiilt szubjektiv motilitas szazalékban.

Koncentracié (*106 db/mi). A négy mintaban szamolt sperma koncentracié-
ertekek atlaga. Meghatarozasat Makler-kamra segitségével végeztiik. A szam-
lalashoz az ondobdi kivett mintat formaldehid tartalmu PBS oldatban higitottuk.

El6/holt sejtek aranya (%): A Kovacs-Foote féle festés utan, az egyes min-
takban szamolt él6 spermiumok aranyanak atlaga.

Az akroszoma éllapota: ép, sérilt, hidnyzd (Kovéacs-Foote festés)

A spermiumok életképességének meghatarozasahoz a szarvasmarha mel-
lett a nyulondéra is eredményesen alkaimazhaté Kovacs-Foote féle festést (Ko-
vacs és Foote, 1992) hasznaltuk. A festéshez a higitast 0,9%-os NaCl oldattal
végeztuk. A moédszer Trypan-kéket és Giemsa oldatot két lépésben alkalmazé
egyszerl festési modszer. Az alkalmazott festési eljarassal az él és elhalt sej-
tek megkilénbéztetéséhez a fej hatulsé része és a farok, az akroszéma Aalia-
potanak elbiralasahoz a fej elllsd része nyujt informaciét. Az él6 spermiumok
akroszoma mogotti része vilagos a hoitaké sotét. Az ép akroszéma szine bibor,
a fellazulté ugyancsak bibor (ivelt hatarvonallal), a sérilté vilagos levenduia,
mig az akroszoma hianyat fehér (szirke) szin jelzi. A festédétt farok szine feke-
te. Az akroszéma allapota alapjan az éI6 és a holt spermiumok k&ézoétt harom-
harom csoport kénnyen megkulénboztethetd: az ép, a fellazult/sérilt akroszé-
maju, valamint az akroszéma nélkili spermiumok csoportja. Az éld és ép akro-
szoémaju spermiumokon belll még egy festédd farku csoportot is megkildn-
béztetink: ezek, bar élnek, de mozgasra nem képesek. Ezzel az él6 és ép
akroszomaju, az €lé, de karosodott akroszémaju, a holt, de ép akroszémaju és
a holt, karosodott akroszémaju sejtek aranyanak gyors meghatarozasa mellett a
mas festési eljarassal élének latszd, de valdjaban sérilt farku, termékenyitésre
nem alkalmas spermiumok is kimutathaték és aranyuk is meghatarozhaté
(Nagy és mtsai, 1999). E mddszer hasznalata elsésorban nem a frissen fel-
hasznalt, hanem a felhasznalas el6tt fagyasztva tarolt ondd mindsitésenél
hasznos.

A bakok kozétti és a fagyasztas-felolvasztas hatasara Iétre;ﬁtt kilénbségek
jelentésegének Osszehasonlitasara a GeneStaté szoftver Chi® eljarasat hasz-
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naltuk. A mennyiségi mutatdkat GeneStat6 szoftver variancia és covariancia
analizis eljarasaval értékeltik.

Az ond6 tulajdonsagainak jellemzése in vivo

A fagyasztott majd felolvasztott ondéval 16 hetes koru, sz(iz ujzélandi fehér
fajtaju, 3,5+0,21 kg testsulyu ndivaru nyulakat termékenyitettiink. A kontroll cso-
port azonos jellemzékkel rendelkezé (3,33+0,78 kg) anyanyulainak termékenyi-
téséhez azonos bakoktdl frissen vett, mindsitett és azonos koncentraciéra higi-
tott ondét hasznaltunk. A termékenyitéssel egy idében adott 26 NE GnRH ana-
léggal (Ovurelin inj. AUV, Reanal Finomvegyszergyar) idéztuk el a peteleva-
last. A termékenyités steril tveg katéterrel végeztuk. Egy termékenyitdé adag
mintegy félmilliliternyi higitott ondét tartalmazott. A higité nyers ond6 esetében
kereskedelmi forgalomban kaphatd készitmény (Spermicum, Anivet) volt, fa-
gyasztott ondé esetében a védbanyagot tartalmazé higitdé volt. A spermakon-
centracié 20 millié/ml| volt, igy egy inszeminalaskor kb. 10 millié himivarsejt
kerult a néi nemi utakba.

A vemhesilést a 12. napon tapintassal ellenériztilk, az anyak a terméke-
nyitést kovetd 31-33. napon fialtak, amikor ellenériztuk az alomletszamot. Fel-
jegyzésre kerult a fialasi szazalék, az élve és halva szlletett alomlétszam és
bakonként is értékeltiik a szaporasagi mutatokat.

A hosszu tava tarolhatdsag vizsgdlatara alkalmazoft modszerek

A mélyhitési folyamatok soran igen lényeges az a sebesség, amivel a sejt
viztartalmanak leadasara képes. A gyakorlat a programozhaté hitégéppel vég-
zett hagyomanyos (lassd) és az altalaban a kézvetlenil folyékony nitrogénben
(IN2) vagy elétte annak gézében végzett gyors hitést (vitrifikaciot) egyarant
ismeri. Az an. vitrifikaldédaskor a jégkristaly-képzédésbél eredd karosodasokkal
nem kell szamolni, ugyanis a magas védbdanyag-koncentraciénak és a gyors
lehltésnek kdszénhetéen egy amorf, szilard, kristalyszerkezet nélkili halmazal-
lapot alakul ki.'A magas koncentracié miatt azonban fokozott lehet a véddanyag
toxicitasa. Az utébbi években a vitrifikacié gyakorlatilag elérte a programozott
hités hatasfokat.

Elékisérleteink soran a hossz( tavl tarolhatdésag (mélyh(ités) vizsgalatara
két, az irodalmi adatok szerint j6 tulélési eredményeket mutatd vitrifikacios
médszert prébaltunk ki (Besenfelder, szébeli kozlés; Vicente és Viudes-de-
Castro, 1996). E moédszerek az alkalmazott védéanyagok ill. azok koncentracio-
ja tekintetében kulénbdznek egymastol. Olyan modszert kerestiunk, ami a te-
nyésztéi gyakorlatban is viszonylag kénnyen és jél hasznalhatdé. A kisérletek
alapjan (Baranyai és mtsai, 2001) a Besenfelder-féle modszer tlint hatéko-
nyabbnak, ezért jelen kisérletinkben ezt hasznaltuk. E médszer tovabbi elénye,
hogy anyag- és eszkdzigénye viszonylag csekély, a melyhuteshez szilkseges
hémérsékleti [épcsdk kénnyen reprodukéalhaték.

Az eljaras soran a szobah&mérsékletii ondét kétszeres mennyiségl, 9
viv% Me,SO-t és 15 viv% tojassargajat tartalmazd, Tris-citrat alapu védé-
anyaggal kevertik ossze (csepegtetve), majd 90 percre haztartasi hditégép
5 °C-os hitoterébe tettik. A szikséges eszkdzoket (csovek, pipettak) és
anyagokat el6zéleg ugyancsak erre a hémérsékletre hitottik le. Ezutan az
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gokat elézéleg ugyancsak erre a hémérsékletre hitottuk fe. Ezutan az ondo
eredeti térfogataval megegyez6 mennyiségl lehdtott (5 °C) 4 viv% glicerint és
15.viv% tojassargajat tartalmazo tris-citrat alapu véddanyagot adtunk hozza,
majd Ovatosan Osszekevertiuk. A keveréket 0,5 ml-es miiszaimakba (IMV,
France) toltottuk, azokat polyvinyl-alkohol porba martottuk, ami nedvesség
hatasara megkeményedve a szalmat lezarta. A szalmakat a hiitébe (5 °C) tet-
tuk. 30 perc elteltével a folyékony nitrogén gézébe helyeztuk ket 20 percre,
majd a nitrogénbe meritettik. A felolvasztas 39 °C-os vizflrdébe torténs, 10-12
mp-ig tartd meritéssel toértent.

A vizsgalatok soran 16 bak spermamintainak teljes kérd feldolgozasa tér-
tent meg.

EREDMENYEK
In vitro vizsgélati eredmények

A fagyasztas soran a sejtek egy része oly modon karosodik, hogy sejtként
a felolvasztas utan mar nem azonosithaté. {gy a fagyasztas alatti sérlések elsé
hatéekony mutatdja a visszanyert sejteknek az eredeti sejtszamhoz viszonyitott
aranya. A visszanyert se;’tek szamat eilsésorban a nyers minta koncentraciéja
befolyasolja (P<0,001, R°=0,17, b=+0,7), és ebben a tekintetben a bakok telje-
sen egyformak. A visszanyert sejtek aranya viszont a friss ondééhoz viszo-
nyitva annal nagyobb, minél kisebb az eredeti koncentracio (P=0,06, R?=0,04,
b=-0,6) és itt sem figyelhet6 meg egyedek kozott jelentds kalonbség. A kapott
alacsony R® értékek raadasul arra figyelmeztetnek, hogy szamos egyéb ténye-
z6 is befolyasolhatja az eredményeket.

Fagyaszott sejtek esetében a modszer sikerességének egyik legfontosabb
fokmérdje az élé/holt sejtek aranya. Ezt vizsgaltuk a friss és a felolvasztott min-
takban és értékeltik a bakok kézotti kulonbségeket is. Az eredményeket az 1.
abra mutatja.

Jol lathatd, hogy a fagyasztas jelentésen befolyasolta az élé/holt sejt
aranyt, az él6 sejtek aranya alacsonyabb volt a felolvasztott mintakban (Pear-
son-féle Chi® értek 12 szf-al 521,43, ami P<0,001 szignifikans hatast mutat,
ezen belll a bakok koézotti jelentds eltérésekkel). A 1027 és 28396 szamu ba-
kok kiemelked6en jo mindségl ondét termelnek, szemben a 28815-¢s allattal,
melynek mar a friss onddjaban is magas a holt sejtek aranya. A 1027-es allat
ugyanakkor a legtdbb holt sejtet tartalmazza a felolvasztas utan, tehat sejtjei
igen érzékenyek a fagyasztasra. A 28815-¢s allat a felolvasztott ondo tekinteté-
ben is a legrosszabbak kozétt van. Viszont a 28284-es bak spermiumseijtjeit az
atlagnal kevesbe erinti a fagyasztas. Ezek az eredmények viszont — a jelenlegi
adatok alapjan — nem tikr6zédnek a termékenységi mutatokban.

Az &l6/holt arany azonban nem ad felvilagositast a sejt funkcionalis allapo-
tarol. Ezt spermium esetében a termékenyités folyamataban kulcsszerepet
jatszd akroszéma allapota mutatja. Termékenyitésre csak él6, ép akroszomaju
spermium képes.
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1. ébra: Az él6-holt arany a fagyas;
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Fig. 1.: Live:dead ratio of spermatozoa in samples before and after cry preservation
buck(1), live(2), dead(3)

Fagyasztas hatasara az él6, ép akroszomaju sejtek aranya jelentésen
cstkken. A fagyasztas komoly sériléseket okoz, igy a termékenyitésre képes
frakcié karara n6 az €16, de sérilt akroszdmaju sejtek, az ép, de holt sejtek,
valamint a holt és sérilt sejtek aranya (2. §bra).

2. dbra: Kovacs-Foote festéssel elkiilonithet6 sejtek aranya fagyasztas el6tt és utan
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Fig. 2.: Spermatozoa fractions in fresh and frozen-thawed samples identified by Kovacs-Foote
staining
fresh(1), thawed(2), live, intact(3), live, damaged(4), live, detached(5), dead, intact(6), dead, dam-
aged(7), dead, detached(8)
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Az él6, ép sejtek aranyat az ondoban a bak valamint az ondé allapota egy-
arant szignifikansan befolyasolja (3. dbra). A fagyasztas-felolvasztas soran ez
az eérték a felére csékken.

3. 4bra: Az é16, ép akroszomaju sejtek aranya az egyes bakok
ondoéjanak friss és fagyasztott mintaiban
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Fig. 3.: The ratio of living spermatozoa with intact acrosome in fresh and cryopreserved semen
samples of bucks
buck(1), fresh(2), thawed(3)

Az apanak az utod értékeire kIfEJtett hatasa P<0,001 szinten igazolt, és a
teljes variancia jelent6s részéért (R?=0,73) felelés. Ugyanakkor a variancia okai
kozott szerepel a fagyasztas-felolvasztas folyamata is (P<0,001), aminek ered-
menyeként az él6 és ép sejtek aranyanak atlaga 35%-kal lett alacsonyabb. Az
apa és fil értékek kozott erésebb a kapcsolat a felolvasztas utan, vagyis ez a
kapcsolat kélcsonhatasban van az ondé allapotaval. A felolvasztas utani ondo-
ban 1 érték emelkedes az apa esetében 0,3 érték emelkedést jelent az utédok-
nal, amibsl h’=0,6 6rokletességi egyitthatd becstilheté meg. Tehat az ondénak
a fagyasztassal szemben mutatott érzékenységét bizonyithatéan genetikai té-
nyezék is befolyasoljak.

Termékenyitési eredmények

Két alkalommal 6sszesen 67 termékenyités tortént janiusban és.oktober-
ben. A friss onddval termékenyitett 32 anyabol nyolc fialt le (25%), mig a
fagyasztott onddval termékenyitett 35 anyabol tiz fialt (29%).

Az oktoberben végzett termékenyités 1ényegesen jobb eredményt hozott;
ugyanez az arany 38, ill. 41% volt (5/13 ill. 7/17). Tehat nem talaltunk kalénb-
séget a fagyasztott-felolvasztott és a friss ondd termékenyitéképessége kozott
az in vivo vizsgalatok soran, holott az in vitro értékelések bebizonyitottak a fa-
gyasztas elkerilhetetlen karos hatasat. Azonban az eredmények a friss ondéval
termékenyitett csoportban is az elvartnal sokkal rosszabbak lettek. A juniusi
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rosszabb vemhesulési és fialdsi adatok okaként elsésorban az igen kedvezétlen
nagy meleg jelélhetd meg. Az oktéberi adatok sem tul jok azonban, még a fris-
sen gyujtott ondod esetében sem. Erre az adhat magyarazatot, hogy a terméke-
nyitd adagok sejtszamat, a bakok kozoétti kilénbségek megtalalasa érdekében
szandékosan igen alacsony értékre (10 x 10° db/0,5 ml) allitottuk be. Meg kell
azonban jegyezni azt is, hogy ez a sikeres termékenyités elfogadott alsd k-
szdbszintje. A tapintott vemhesilés magasabb volt annal, mint ami fialas meg-
tértént. Ennek hatterében allhat, hogy a termékenyité ondésejtek genetikai
anyagat is karosithatta a fagyasztas, ami embridelhalast is eredményezhetett.

Az atlagos alomlétszamot a fagyasztas (3,72+0,6 illetve 7,3211,2, P<0,02)
tenye befolyasolta elsésorban. Erre az évszak (meleg) nem volt hatassal és a
bakok k&zott sem voltak igazolhatok a kulénbségek.

KOVETKEZTETESEK

A nyulondd hosszu tavu eltarthatdésagara iranyuld kisérleteink, mind az
életképességet (él6/holt arany), mind a funkcionalitast (€16, ép akroszémaju sej-
tek aranya, termékenyitési adatok: vemhesulési szazalék) tekintve, az irodalmi
adatokkal ésszevethetdk. A vemhesilési szazalék abszolut értékének alacsony
volta a nativ spermaval tértént termékenyitéskor a rossz klimatikus viszo-
nyokkal, ill. annak az anyakra kifejtett kedvezbtlen hatasaval magyarazhato.

Az ondd eletkepességének in vitro vizsgalatakor alkalmazott eljarasok ko-
z6tt a Kovacs-Foote festés az élé és termékenyitbképes sejtek szamanak/ara-
nyanak meghatarozasara kuléndsen a fagyasztas okozta karosodasok értéke-
lése esetében volt eredményes. Kiértékelése a jelenlegi technoldgiaval munka
és idéigényes. Mivel az él6 és mozgasképes sejtek egymastdl j6l meghataro-
zhatéan elkildnilnek, ezért a jévében érdemes lenne erre a célra szamitoge-
pes képanalizald modszert is kidolgozni.

Sajnos, az in vivo termékenyitési eredményekkel az in vitro ondéértékelés
(Kovécs-Foote szerinti €16 és termékenyitdképes ivarsejtek) eredményei nem
mutattak korrelaciot. Raadasul a hasznalt médszer (anyak mesterseges termék-
enyitése és fialtatasa) igen hosszadalmas, szamos egyéb killsé hatas befolya-
solja és a szilkséges nagyobb szamu termékenyités (kuléndésen rossz eredmé-
nyek esetében) igen draga is. Ezért a jovében jobb lenne ezeket a vizsgalatokat
in vitro termékenyitési tesztekkel vagy az anyaknak a termékenyités utan 96
oraval végzett laparoszkopos vizsgalataval végezni. Ez esetben a sargatestek
és az embriok is igen pontosan megszamolhatdk, mialtal a késéi embridelhalas
és a magzatelhalas okozta veszteségek kiszirheték.

A tovabbiakban érdemes lenne vizsgalni, hogy a fagyasztas a sejtmorfolo-
gia karositasa mellett miként befolyasolja az onddsejt genetikai anyagat, igy a
létrejott embridk életképességét.
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SUMMARY

Artificial insemination is a common and frequently used method in animal breeding. The semen
of boars of high genetic value can be used in a wider range using this method and, moreover, it
makes swine meat production more efficient by ensuring a higher reproduction rate. The different
staining processes elucidate the rate of living/dead cells, and the integrity of acrosomes. Most re-
cently, fluorescent microscopy became one of the fundamental techniques of plasma membrane
integrity examinations. Its advantage is its rapidity, less subjective, thus less dependent from tech-
nical routine.

During the examinations, we applied the trypan blue-Giemasa stain (Kovacs and Foote, 1992
stain), and the modified Harrison and Vickers (1990) fluorescent stain method. The aim of the ex-
periment is the daily calculation of living/dead sperm and to trace the acrosome changes during the
7 day-long storage experiment. Samples were taken from the diluted sperm stored at 17 °C each
day during the 7 days of the examination; smashes were prepared, and stained with both methods.
200 sperm were examined by each smash with 400 times magnification and classified afterwards.
We experienced by examining the five boars’ semen that the moving sperm rate is 80% in the
ejaculate. The quality of the semen proved to be higher by applying the Kovécs and Foote (1992)
staining method, compared to the fluorescent method. This tendency remained throughout the 7
days. Both staining methods showed that the quality of the semen declined day by day during the
examination. The rate of living sperm with sound acrosome by Kovacs and Foote (1992) stain is
above 82% during the first 5 days, however, the same type of sperm is only above 75% during the
first 4 days by fluorescent stain. By Kovdcs and Foote (1992) the last 2 days, still above 80%,
meanwhile with the fluorescent stain value is only 45%. The number of dead cells grew in the high-
est quantity at the cost of the living cells, but what most significantly grew within this category is the
rate of the damaged acrosome sperm.

OSSZEFOGLALAS

Makkosné Petz B. — Deék E. — Bali Papp A. - Ivéncsics J.t. KULONBOZO KANOK TERMEKENYi-
TO ANYAGANAK VIZSGALATA ROVID IDEJU TAROLAS SORAN

A mesterséges termékenyités ma mar széles korben elterjedt és hasznalt médszer az allat-
tenyésztésben. A nagy genetikai értéket képviseld apaallatok termékenyitd anyaga szélesebb
korben felhasznalhaté a modszer segitségével, és tobbek kozott eredményesebbé teszi a sertés-
hustermelést a magasabb szaporulat biztositasaval A killonbdzé festési eljarasokkal fény deril az
élé/elhalt sejtek aranyara és az akroszéma integritasara is. Ujabban a fluorescens mikroszképia az
alapvetd technikak egyike lett a plazmamembran integritdsanak vizsgalataban. Elénye, hogy gyors,
kevésbé szubjektiv, ezért kevésbé fugg a technikai jartassagtol.

Vizsgalataink soran a Kovécs és Foote (1992) féle festést, és a médositott Harrison és Vickers
(1990) fluoreszcens festést is alkalmaztuk. A kisérlet célja, hogy in vitro kérilmények kdz6tt napon-
ta megbecsdljik az élé/elhalt spermiumok szamat, valamint az akroszoma véltozasokat is nyomon
kévethessik a 17 °C-on végzett hét napos tarolasi kisérlet soran.

A 17 °C-on tartott higitott spermabél a vizsgalat hét napja alatt minden nap mintéat vettiink, ke-
neteket készitettink, majd mindkét médszerrel megfestettiik és minden kenetnél kétszéz spermiu-
mot vizsgaltunk meg négyszazszoros nagyitassal és osztalyoztuk a spermiumokat.

Az 6t kan termékenyitd anyaganak vizsgalatanal azt tapasztaltuk, hogy az ejakulatumban lévé
mozgd spermiumok aranya 80%-ra tehetd. A Kovdcs és Foote (1992) féle eljarast hasznalva a
termékenyité anyag mindsége valamivel magasabbnak mutatkozott, mint a fluoreszcens festést
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alkalmazva. Ez a tendencia végig megmaradt a hét nap soran. A vizsgalat sordn mindkét festési
eljaras azt mutatta ki, hogy a termékenyité anyag mindsége naprdl napra romlik. A Kovécs és Foote
(1992) féle festésnél az élé, ép akroszémaval rendelkezd spermiumok szama az elsé 6t napon 82%
folotti, mig ugyanezen tipusu spermium a fluoreszcens festésnél az elsé négy napon 75% feletti, az
utolsod két napon ez a tipus az elsd festéssel még mindig 80% feletti de a fluoreszcens festéssel
csak 45%-os értéket mutatott. A tarolas soran a legnagyobb mennyiségben az elhalt sejtek szama
névekedett meg az élé sejtek szamanak rovasara, ezen kategdrian belll is a sérilt akroszémaéju
spermiumok aranya ndvekedett legjelentésebben.

INTRODUCTION

Artificial insemination is a.common and frequently used method in animal
breeding. The semen of boars of high genetic value can be used in a wider
range using this method and, moreover, it makes swine meat production more
efficient by ensuring a higher reproduction rate. The different staining processes
elucidate the rate of living/dead cells, and the integrity of acrosomes. Most re-
cently, fluorescent microscopy became one of the fundamental techniques of
plasma membrane integrity examinations. Its advantage is its rapidity, less sub-
jective and, therefore, less dependent on a technical routine.

During the examinations, we applied the Kovécs and Foote (1992)
stain, and the modified Harrison and Vickers fluorescent stain method. The aim
of the experiment is the daily calculation of living/dead sperm and to trace the
acrosome changes during the 7 day-long storage experiment. Samples were
taken from the diluted sperm stored at 17 °C each day during the 7 days of the
examination.

MATERIALS AND METHODS

The essence of the simple and accurate Kovécs and Foote (1992) is the fol-
lowing:

To demonstrate the living/dead sperm, we used a 0,25% concentrated Try-
pan blue (Sigma T 6164) stain in a 0,81% concentrated NaCl - solution. The
rear part of the living sperm will develop a light colour, such as white or light
pink, and the same part of the dead sperm will turn black, grey or dark violet.

The stain of the acrosome is a 5-7,5% concentrated Giemsa solution in dis-
tilled water. Sperm with intact acrosome turn dark purpie and sperm with dam-
aged acrosomes will turn light lavender. The front part of the head of the living
sperm without acrosomes is white or light pink, and it is white or light grey at the
same part of the dead sperm without acrosomes, and the postacrosome ring is
red. We took ejaculate from ten boars that we diluted for a five times amount.
We took a sample of the diluted sperm every day of the week, which was kept
at 17 °C. The sampling was performed using a pipette. We dropped onto the
slide one drop of the sperm and one of the stains, and mixed using another
slide, then making a smear right away. The smear was dried at 21 °C, placed in
a vertical position. After drying, the smears were put into a fixing bath for two
minutes, then washed with drinking water and distilled water. They were dried
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again and put into a Giemsa for 24 hours. Next, they were washed with distilled
water and dried again. We examined 200 sperm from each smear under a 400
times magnifying Zeiss microscope. Then, the counted sperms were catego-
rised:

. Living sperms with intact acrosome.

. Living sperms with damaged acrosome.

. Living sperms without acrosome.

. Dead sperms with intact acrosome.

. Dead sperms with damaged acrosome.

. Dead sperms without acrosome.

The fluorescent stains can be divided into two main groups: according to
their colour, they are either living or dead cells. The stains which colour the
living cells are the substrates of those enzymes which are active only in the
living cells or they are those kinds of stains which fluoresce only in the living
cells because their fluorescence depends on exist of the operating ion-pump.
The Ca-acethyl-methyl-aesther (CAM) and the 6-charboxy-fluorescein-diacetat
percolates through the membrane of the living cell as it hardens, causing an
enzymatic split that will make it fluoresce in green colour.

The stains, which colour the dead cells cannot percolate through the mem-
brane of the living cell, but the damaged membrane and the membrane of the
dead cell. The fluorescence of these stains is low but their fluorescent linkage to
the DNA shows very high value. The stains of the living and death cells are
used together.

The essence of the fluorescent staining that we used is the following:

The intracellular esterase in the living cells transform the permeable char-
boxyfluorescein-diacetat into non-permeable carboxifluorescein and, in this
way, the acrosome, the mitochondrion and the cytoplasm of the living cell fluo-
resce in green colour. The non-permeable propidium-iodide can accumulate
only where the charboxyfluorescein did not accumulate (death cells). We took
samples from examined matter every day and we stained them and then we
counted out 200 sperm under a 200 times magnifying fluorescent microscope.
Adopting the fluorescent staining, we could rank the sperms into four different
classes:

1. Cells that fluoresce in green.

2. Most of the cell stained red, but the front part of its head fluoresces in
green.

3. The postacrosomal ring fluoresces in green and the rest of the cell is
stained red.

4. The whole cell is stained red.

O HWN -

RESULTS

The examination of the five boars’ semen showed that the rate of the mov-
ing sperms in the ejaculate is about 80%. The quality of the semen proved to be
higher by applying the Kovacs and Foote staining method compared to the fluo-
rescent staining method. This tendency remained through out the 7 days. Both
staining method showed that the quality of the semen declining day by day dur-
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ing the examination. The rate of the living sperms with intact acrosome by
Kovacs and Foote (1992) stain is above 82% during the first five days, however
the same type of sperm is only above 75% during the first 4 days by fluorescent
stain. By Kovéacs and Foote (1992) the last 2 days still above 80% meanwhile
with the fluorescent stain value is only 45%. The number of dead cells grew in
the highest quantity at the cost of the living cells, but what most significantly
grew within this category is the rate of the damaged acrosome sperms.

Fig. 1.: The change of the number of the living sperms with
intact acrosome during the 7 days storage
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The season when the .insemination happened cannot be left out of consid-
eration. It is proved by this examination. Studying the semen of the same boar,
the quality of the ejaculate that was taken in March was much better than the
one was taken at the end of June or at the beginning of July.

THE ASSESMENT OF THE STATISTICAL RESULTS

The number of the sperms with intact acrosome reduced during storage by
both methods. Wondered if the tendencies of the quality decompose is the
same in both staining method. So we made an F-test. | took into consideration
at the statistical assessment the average results of the four boars then | com-
pared them to each other. '

The chart above shows that the value “F" is lower than the critical F-value,
so these two methods proved that there is no different between the variance of
the quality variation’s tendency range.
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Table 1.
The basic data of the statistical sample, day/%
Groups(1) 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.
Trypan blue 80.125 79 73 52.5 40.75 37 25.75
Fluorescens 45.375 44.375 33.375 | 20.375 18.375 9.375 2
1. tablazat: A statisztikai minta alapadatai, nap/%
csoport(1)
Table 2.
The variance of the two samples F-test
Trypan blue Fluorescens
Expected value(1) 55.44643 2475
Variancy(2) 486.4576 283.1094
Observations(3) 7 7
Df 6 6
F value(4) 1.718267
P 0.263567
F 4.283862
2. tablazat: A kétmintas F-proba variancidja
vart érték(1), variancia(2), megfigyelések(3), F-érték(4)
Table 3.

The two-sample t-test at equal variance

Trypan blue Fluoreszcens
Expected value(1) 55,44643 2475
Variancy(2) '486,4576 283,1094
Observations(3) 7 7
Weighted variancy(4) 384,7835
Df 12
t value 2,927613
P(T<=t 0,00633
t critical 1,782287
P(T<=t) 0,01266
t 2,178813

3. tablazat: A kétmintas t-préba eredményei egyenlé szérdsok esetén
vart érték(1), variancia(2), megfigyelések(3), sulyozott variancia(4)

Afterwards we made a two-sample t-test with the data of the examination
which test can be used at equal variance.

The counted t-value is higher than the critical t-value, which means that
there is a significant difference between the trypan blue-Giemsa staining
method and the fluorescent staining method.
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CONCLUSION

The above-mentioned results proved that the two different methods were
used in the same time during the examination lead to different change in the
tendency of the quality. This difference might have many reasons. The fluores-
cent method is not that widely used, meanwhile the Kovacs-Foote stain method
has been used for a long time. The difficulty of the sperm- ranging and the fact
that | am inexperienced could lead to some mistakes. | think the Kovacs-Foote
stain method is much more true because the data of my experiment mesh the
data of others experiment.

Both staining method is easy to carry out, the fluorescent staining is
quicker because it can be reviewed in an hour. The Kovacs-Foote staining
method shows the rate of the living and dead sperms and also the integrity of
the acrosome, which can help at the selection of the breeding animals. Although
the fluorescent staining is more expensive it is still easier and faster method.
Both methods are good to select the boars, which give the best quality of se-
men.

To raise the level of fertility, to provide more progeny we are not sup-
posed to forget about the macroclimatic conditions.
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MENSPERMIUMOK ELO/ELHALT
ES AKROSZOMA FESTESE

KUTVOLGY| GABRIELLA — NAGY SZABOLCS — CZIMBER GYULA —
BALOGH ATTILA — STEFLER JOZSEF — KOVACS ANDRAS

SUMMARY

Kutvélgyi, G.Ms. — Nagy, Sz. — Czimber, Gy. — Balogh, A. — Stefler, J. — Kovécs, A.: VIABILITY AND
ACROSOMA STAINING OF STALLION SPERMATOZOA '

A trypan blue-neutral red-Giemsa combined staining method was applied for simultaneous
evaluation of the integrity of acrosome, sperm head and tail membrane and the morphology of
stallion spermatozoa. The staining technique is simple and the slides can be evaluated by light
microscopy. The standard (overnight) method is described and A trypan blue-neutral red-Giemsa
combined staining method was applied for simultaneous evaluation of the integrity of acrosome,
sperm head and tail membrane and the morphology of stallion spermatozoa. Different types of cells,
morphological characteristics and abnormalities of stallion spermatozoa are shown on microscopical
pictures.

BEVEZETES

Méneknél, a bikakkal ellentétben nem tortént spermatermelésre, laboratériu-
mi mindségre, mélyhithetéségre és fertilitasra generacidk 6ta folytatott szelekcio.
Ezzel magyarazhatd, hogy az egyes lovak spermdjanak e jellemzéi igen véltoza-
tosak, magas aranyban nem megfeleléek A fagyasztott ménsperma mindsége,
ill. fertilitasa joval elmarad a friss spermaétél, ami jelenleg alkalmazésat korla-
tozza. A hagyomanyos spermabiralat erésen szubjektiv, a vizsgald szakember
tapasztalatan alapul, féleg a sperma sirliségére és a sejtek motilitasara (ill. prog-
ressziv motilitasara) iranyul. A mozgasi képesség jo elérejelzéje a sejtek életké-
pességének, de nem minden esetben nyuijt kielégité adatot 5nmagéaban a sper-
ma mindségének megitélésében. Katila (2001), szamos kilénb6zd laboraté-
riumban végzett — spermaminéségre, minéség és fertilitdas kozotti dsszefug-
gésre iranyulé — kisérletet attekintve ramutat arra, hogy nagyon kevés tanul-
manyban talaltak korrelaciét az adott laboratériumi teszt és a fertilitas kézott.
Ennek egyik oka, hogy nehéz és koéltséges megfelelé szamu kancat terméke-
nyiteni és a kisérletbe bevonni, masrészt az egyes laboratoriumi metodikak
altalaban a spermiumok életképességének és termékenyitéképességének csak
egyes kiragadott jellemzéit vizsgaljak. A tudomany mai allasa szerint tébb teszt
kombinaciéja szikkséges a ménsperma fertilitasanak elérejelzéséhez, ez kulo-
nosen igaz fagyasztott sperma esetén. Megbizhato in vitro sperma-éertékelési
modszer az eltfeltétele a mélyhitési technoldgiak fejlesztésének.

Szamos laboratériumi moédszer ismert a sperma mindségének vizsgalata-
ra. Ezek egy része valamilyen festési technikan alapul, amelyek tébbsége fluo-
reszcens eljaras. E helyen egy egyszer(l, fénymikroszkopos technikat ismerte-
tank.
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A tripankék-Giemsa kombinaciojaval végzett élé/elhalt és akroszéma fes-
tés — els6 alkalmazasa (Kovdcs és Foote, 1992) 6ta — szamos allatfajon kipro-
balasra kerilt, a ménsperma festésének bemutatasa 2000-ben tértént (Kovéacs
és mtsai, 2000). A festés minden eddig prébalt haziemlésén (szarvasmarha, ser-
tés, nyul, juh, kecske, kutya, 16, jak, gimszarvas, damszarvas, bivaly, egér) ered-
ményesen alkalmazhaté volt.

IRODALMI ATTEKINTES

Szamos vizsgalati modszer hasznalatos a spermiumok morfolégiajanak ta-
nulmanyozasara. A leggyakrabban hasznalt festési eljaras az eosin-nigrosin festés
(Dott és Foster, 1972), az eosin-anilinkék (Van der Schaaf, 1952) és a Giemsa
(Hancock, 1952;- Graham, 1996). Az egyszerl fénymikroszkoppal értékelheté
kombinalt élé/elhalt + akroszéma festest Talbot és Chacon (1981), Didion és mtsai
(1989), Dudenhausen és Talbot (1982), Kusunoki és mtsai (1984, 1987, 1988),
Varner és mtsai (1987) irtak le. Az elhalt sejtek tripankékkel, az akroszéma, a
kombinaciétol fiuggéen rose Bengal-lal vagy Giemsa-val fest6dott. A spermat a
tripankékkel 10-15 percig inkubaltak, majd mostak a kenetkészites elétt. Ez az
eljaras tal bonyolult volt a rutin vizsgalatokhoz, sok miterméket eredményezett, a
sejttipusok nehezen voltak differencialhatéak a tripankék elhalvanyodéasa és a
Giemsa hasonl6 szine miatt (Cross és Meizel, 1989; McBride és mtsai, 1990, Ko-
vacs és Foote, 1992). Rose Bengal hasznalataval sziikségessé valt egy ,triple-
stain” technika kidolgozasa, amelynek soran Bismarck barnat hasznaltak harmadik
festékként a Rose Bengal, sejtek hatsd felébdl torténd kiszoritasara (Talbot és
Chacon, 1981; Dudenhausen és Talbot, 1982; Kusunoki és mtsai, 1984, 1987).
Aalseth és Saacke (1986) ,fast green-eosin’-t hasznalt komplex festékként. Bam-
ba (1988) eosin-t kombinalt interferencia kontraszttal a sejtek élé/elhalt és
akroszoma statuszanak értékeléséhez. Kovacs és Foote 1992-ben tripankék,
neutralvérés és Giemsa kombinacidjaval egy egyszer(, élé/elhalt és akroszéma-
festést dolgozott ki. A festési eljarassal az ondosejtek farokmembranjanak festék-
permeabilitasa (él6/elhalt volta) is elbirathaté (Nagy és misai, 1999; Kovéacs és
mtsai, 2000; Domes és Stolla, 2001). A festédé farku sejtek nem mozognak, igy a
vizsgalat szoros korrelaciot mutat a sejtek életképességével (Nagy és misai,
2000).

ANYAG ES MODSZER

A festési modszer egy kombinalt eljaras, amely lehetévé teszi, hogy az ondé-
sejtek élb/elhalt statuszan kivil az akroszéma épségét és a spermiumok morfolo-
gigjat is elbiraljuk. Az eljaras elénye, hogy nem igényel specialis felszereltséget,
a kenetek egyszerii fénymikroszképpal 40x, vagy 100x immerziés objektivvei
vizsgalhatdk. Hatranya viszont, hogy az utolsé festési mozzanat (Giemsa fes-
tés) hosszadalmas, tébb 6ras eljaras, amit szeretnénk a médszer egyes fazisa-
inak és anyagainak kisebb valtoztatasaval leréviditeni, hogy a festés a rutin
spermabiralat soran is hasznalhatéva valjon.
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Festési eljaras, felhasznélt anyagok: A standard festési eljards soran
elé/elhalt festésre 0,27% tripankék oldatot (Sigma T-8154 / pufferolt NaCl 2:1),
fixaloként 0,2% neutralvérost (Sigma N-2880) és 5% formalint tartalmazé 1N HCL
odatot, az akroszéma festésére 7,5% Giemsa tdrzsoldatot (Sigma GS-500) hasz-
nalunk:

— A friss, vagy mélyhitott/felolvasztott spermat festés elétt pufferolt NaCl ol-
dattal (0,06% K,HPO, anhidratot és 0,825% NaCl-ot tartalmazé oldat) higitjuk. A
higitas mértéke: 5-10x.

— A targylemez kdézepére egy csepp lripdnkéket, majd arra egy csepp sper-
mat teszlink, 6sszekeverjik és a parhuzamosan elhuzott lemezekkel két kenetet
készitlnk.

— Légszaritas kozel fuggbleges helyzetben.

— Két perc fixalas.

— Oblités csap-, majd desztillalt vizzel.

— Giemsa-festés 3,5-24 6raig (egy éjszakan at), minimum szobahd!! (20 °C
alatt az akroszéma nem festédik)

— Oblités csapvizzel, 2' differencialas desztillalt vizben.

— Légszaritas utan lefedés Entellan-nal (Merck), vagy DPX-szel (BHD), majd
mikroszkopos vizsgdlat 100x immerzids objektivvel. Ertékelés, szamlalas counter-
rel, vagy papiron.

A kenetek fénymikroszkopos vizsgélatanal sarga fénysziirét (~500 nm) al-
kalmazva az egyes szinarnyalatok sokkal jobban elkulénithetdek, igy jobban
differencialhatéva valnak az egyes sejttipusok.

EREDMENYEK

Ertékelés, sejttipusok: A kildnbézd sejttipusok eltéréen festédnek, igy
kénnyen megkulénboztethetéek. A neutralvords fekete/ibolyaszini csapadékot
alkot a tripankékkel, igy az elhalt sejtek feje ill. farki része sététre festédik, az é16
sejtek fejének hatulsé része festetlen marad, ill. 16nal sok esetben halvanykek
arnyalatu. A fej elulsé részét boritd akroszéma biborszini lesz, ha ép, a sérul-
tek sotét levendulaszinire festédnek, a levalt akroszémaju sejtek fejének elilsd
része szurkésfehér szinl. Az eljaras kulén elénye, hogy a sejtek farki részének
membranintegritasa is éntékelhetd. Az ondoésejtek farka rézsaszinre festédik és
altalaban hullamos lefutasu, ha intakt; sotétkék/fekete és egyenes, ha elhalt.
Azok az ondosejtek, amelyek farki membranja séralt, nem képesek mozgasra,
igy termékenyitésre sem. A killonb6zd sejttipusokat az 1., 2. és 3. 4bra mutatja.

MEGBESZELES

A festési médszer nehézségei és ezek kikiisz6bolése ménsperma esetén:
Ménspermanal az ondoplazma festédése idénként erés hatteret eredményez,
ugyanez érvényes a fagyasztd spermahigitoban 1évé tojassargajara is. Ezert a
friss és mélyhitott spermat minimalisan 5-10x-re higitani kell. A friss és fa-
gyasztott/felolvasztott ménspermaban lévé ondosejtek egyarant érzékenyek a
kornyezeti hatasokra (higitdé hémérséklete, pH-ja, ozmolalitasa). Féleg a hirte-
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len, nagyfoku kornyezeti valtozasok (hidegsokk, hyper/hypo-ozmozis stb.) okoz-
hatnak tdmeges sejtpusztulast, a valésnal rosszabb spermaminésitést eredmé-
nyezve. Ezért a spermat festés elétt hasonld hémérsékletl, foszfat puffert tar-
talmazé fiziologids oldatban higitjuk, igy stabilizaljuk a pH-t, ezzel allandébb
kornyezetet alakitunk ki az ondésejtek szamara. Formalint tartalmazé pufferol-
datok higitoként torténé alkalmazasa is kiprobalas alatt all. Elénye, hogy fixélja
a sejtmembrant, tehat a sejteket a festédés szempontjabdl eredeti allapotukban
(élé/elhalt) tartja, igy a tovabbi kérnyezeti hatasok kiiktathatok. Eddigi kisérlete-
inkben hatranyként tapasztaltuk, hogy a fixaldo csokkentette az elhalt sejtek
tripankék festddését és fokozta a hatteret.

Ménspermiumoknal esetenként nemcsak az akroszéma, de kisebb mérték-
ben a posztakroszémalis régié is festédik Giemsa-val, ami az egész sejtnek s6-
tétebb arnyalatot kélcsdnéz és zavarhatja az értékelést. Egészen friss felis-
merésink szerint ez leginkabb a késdbbi idépontban fixalt kenetekné! fordult
elé. Ezért ménsperma esetében javasolt a tripankékkel tortént festés utan minél
hamarabb lefixalni a kenetet.

Szintén utdbbi megfigyelés, hogy a Giemsa-festést elengedhetetlen mini-
malisan szobahdn végezni, mivel alacsony hémérsékleten (20 °C alatt) az
akroszoma nem festddott, valészinileg a kémiai reakcionak alsé hdmérséklet-
kiiszébe van.

Kisérletek a festés gyorsitasara: Gyors, révid idén belill értékelheté ered-
menyt szolgaltatd festési eljaras kialakitasan dolgozunk a standard festési méd-
szerbdl kiinduldéan. Ez nagyban megkdnnyitené a rutin spermabiralatot. A mén-
spermium akroszémaja meglehetésen gyorsan festédik Giemsaval, ami lehetévé
teszi, hogy 2 ora alatt értékelheté mintat kapjunk (4. abra). Eddigi vizsgalataink
alapjan uagy latjuk, hogy tdményebb tripankék oldat és hosszabb fixalasi id6 (34
perc) szilkséges a biztonsagos elbiralashoz. Az optimalis paraméterek meghata-
rozasa folyamatban van.

Morfolégia: Az eddig vizsgalt 15 mén ejakulatumainak élé/elhalt+akroszo-
ma festése és morfologiai birdlata soran azt tapasztaituk, hogy nagy aranyban
fordulnak elé Retzius-féle plazmacseppet hordozé sejtek mind az él8, mind az
elhalt spermiumok kézétt (mas vizsgalt allatfajok ejakulatumaiban ez nem jel-
lemz8). Az ilyen ondésejtek egyarant megfigyelhetéek a gyakran ugratott (tul-
ugratott) és a ritkdbban hasznalt mének spermajanal is. Gyakrabban disztalis (a
plazmacseppes sejtek 50-80%-a), ritkabban proximalis plazmacseppet talalunk
(5. abra). A disztalis plazmacseppel rendelkez6 sejtek egy részének farokrésze
visszahajlik és un. violinkulcsot alkot (6. abra). Motilitasvizsgalat soran ezek a
sejtek retrograd iranyban Usznak. A plazmacseppes sejtek fiatal, még az érési
folyamatban 1évé sejtek. A tapasztalat szerint a disztalis plazmacseppet kon-
nyen elhagyjak (ezzel lezarul az érési folyamat), a proximalis plazmacseppel
rendelkezdk viszont &ltaldban nem vesznek részt a termékenyitésben. Ezért
fontos ezeknek a sejteknek a felismerése a friss és mélyhl(itott sperma értékelé-
sénél egyarant, mivel nagyaranyu el6forduldsuk csokkentheti a sperma fertilita-
sat. Eltartasi préba soran (10 éra, szobahémérsékleten, pufferolt fizioldgias séol-
datban) azt tapasztaituk, hogy a kedvezétlen kérnyezetet a fiatal plazmacseppes
sejtek jobban toleraltak, a spermiumok nagy része elhalt, a szérvanyosan eléfor-
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duld élék mindegyike disztalis plazmacseppes vagy azt éppen elhagy6 onddseit
volt (7. abra). A vizsgalt mének kozott egy egyednél Dag-defektushoz hasonlé
morfologiai rendellenességet észleltiink. Masik két mén mélyh(itétt spermamin-
tainak vizsgalatakor kett6s fejd, illetve kettds fejli és microcephal ondésejteket is
talaltunk (8. abra), melyek a vizsgalt méneknél kbzel 5%-ban voltak jelen.

A standard és a ,gyors” festés egyarant alkalmazhaté a spermaminéséget
meghatarozo paraméterek vizsgalatéra, igy meghatarozhatjuk a s(rliséget, az
élé/elhalt sejtek aranyat, a sejtek akroszémajanak allapotat, a morfolégiailag hibas
sejteket. Ez lehet6vé teszi a folyékony tarolas, a mélyhtés, felolvasztas és hét(iré

préba soran bekdvetkezd karosodasok részletes elemzését is.

1. bra: EI8, ép ondoésejt proximalis plaz-
macseppel (a); elhalt, sérilt akroszomaju
sejt, disztalis plazmacseppel (b)

Fig. 1.: Live spermatozoon with intact
acrosome and proximal cytoplasmic droplet
(a); dead spermatozoon with damaged
acrosome and distal cytoplasmic droplet (b)

3. abra: EI5, ép akroszomaju sejt, dis-

ztalis plazmacseppel (a); élofejii, elhalt

farokrészii spermium (b); elhalt, levalt
akroszomaju sejt (c)

Fig. 3.: Live, intact cell with distal
cytoplasmic droplet (a); spermatozoon with
live head and dead tail (b); dead cell with lost
acrosome (c)

2. abra: El8, ép akroszémajG spermiumok
(a); elhalt, levalt akroszomaju spermium,
disztalis plazmacseppel (b)

b

Fig. 2.: Live, intact spermatozoa (a);
dead spermatozoon with lost acrosome and
distal cytoplasmic droplet (b)

4. abra: Ep sejtek (a); élofej, elhalt farku
sejt (b); elhalt, levalt akroszomaju sejt (c)

Fig. 4.: Intact cells (a), live head, dead tail
of spermatozzon (b), dead spermatozoon
with lost acrosome (c)
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5 abra: EI8, ép akroszémaju, disztalis
plazmacseppel rendelkezo sejtek

7. abra: Eltartasi proba soran plazma-
cseppet éppen elhagyo ,tulélé” ondoseijt

az elhalt sejtek tomegében

Fig. 5.: Live spermatozoa with intact

Fig. 7.: Losing cytoplasmic droplet of
acrosome and distal cytoplasmic droplet

survivor spermatozoon in the crowd of dead
cells after 10 hours storage in room

temperature
6. abra: EI8, visszahajlott (violinkulcsos) 8. abra: Kettos fejii sejt
farku sejt
L “
;\‘.
A\
L
# A

Fig. 6. Live cell with hairpin curved tail Fig. 8. Double-dead defect
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X0 SZINDROMA KANCAKBAN
IRODALMI OSSZEFOGLALO ES ELOZETES ESETISMERTETES

BOZSAKY EVA — CZIMBER GYULA — KOVACS ANDRAS

SUMMARY

Bozsaky, E.Ms- Czimber, Gy. — Kovécs, A.. X0 SYNDROME IN THE MARE. LITERARY BACK-
GROUND AND A CASE REPORT

Chromosomal abnormalities, especially of the sex chromosomes, have been associated with in-
fertility in horses. Earlier reports pointed out that about half of breeding age mares with primary
infertility and gonadal hypoplasia had detectable chromosomal abnormality. To determine the exact
chromosomal change in addition to clinical examinations (behavioral observations, physical exami-
nation, palpation of the ovary per rectum, ultrasonography of the ovary per rectum, hormone analy-
sis, ovarian biopsy), the cytogenetic analysis (karyotyping) is required. Types of chromosomal
aberrations that can be visualized in karyotypes include changes in chromosome number (ane-
uploidy) and structure.

— The most commonly observed and reported karyotypic abnormality of the mares with primary
infertility is 63,X0 (or 63,X) — X-monosomy, in which only a single sex chromosome is present. The
condition may occur when the sex chromosome pair fails to separate during meiosis (nondisjunc-
tion), producing one gamete without a sex chromosome and another with two sex chromosomes.
This karyotype — probably first reported in 1968 in mares — is analogous to Turner's syndrome in
humans. Affected horses are often small in size for their age and breed, have small ovaries lacking
follicular development and underdeveloped uterus. X0 mares may exhibit anestrous or irregular
estrous behavior and occasionally stand to be mated. True X0 mares are considered to be sterile.

— Among mares with detectable X-monosomy and gonadal dysgenesis were estimated that
about 15-30% demonstrated a second cell line with structurally normal sex chromosomes,
63,X0/64,XX, probably the result of chromosome loss during mitosis. Mares with this mosaic or
chimeric karyotype are not always small in stature and some have been reported to produce a foal.

— The second most commonly observed karyotypic abnommality in the infertile mares is 64,XY
sex reversal syndrome for which phenotypic sex does not match chromosomal sex. The syndrome
is manifested by both genotypic and phenotypic heterogenity. Characteristics are similar to 63,X0
gonadal dysgenesis, but the phenotypic spectrum ranges from the feminine mare with a reproduc-
tive tract that is within normal limits to the greatly masculinized mare. Pedigree analyses suggest
that the most probable mode of inheritance is X-linked recessive transmitted through the female.

Numerous other chromosomal abnormalities have also been reported — 65,XXX (X-trisomy),
64,XX/64,XY and 63,X0/64,XY, trisomy of autosomes No. 23, 26, 27, 28 and 30 and different struc-
tural changes of gonosomes or autosomes — however, the incidence of these is quite low.

A 6-years-old Hungarian halfbred mare was clinically examined because of anestrous and infer-
tility despite of treatment for induced oestrus and ovulation. The ultrasonography showed underde-
veloped ovaries and uterus. Supposing the genetical cause of this phenotype the cytogenetic inves-
tigation was carried out on peripheral lymphocytes cultured in vitro. Microscopical evaluation of
Giemsa stained slides showed the abnormal chromosome count 63 suggesting the probable 63,X0
syndrome. To specify the exact chromosomal abnormality type the further banding procedures are
required.

The above-mentioned literary data emphasize that chromosome analysis is an important tech-
nique for the diagnosis of some forms of equine infertility. Cytogenetic screening of young animals
would provide for early detection and avoid the expense and disappointment of continuous breeding
attempts. Just as importantly, it would aid in the reduction and the possible elimination of this ge-
netic condition from breeding herds. With regard to our preliminary case study, it would be serve as
the first step in cytogenetic screening of mares with primary infertility in Hungary. To our knowledge,
it is the first cytogenetically examined such case in our country.
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BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

A kancaknal eléforduld elsédleges meddéségnek (primer infertilitas) az
esetek felében kimutathatdé kromoszéma-rendellenesség az oka (Bowling és
mtsai, 1987), amely leggyakrabban az ivari kromoszémakat érinti. Az ivari kro-
moszémak aberracidja a megfigyelések szerint a kancak kevesebb, mint 3%--
aban fordul el6 (Nie és mtsai, 1993). A meddéséget és/vagy ivarszervi fejlédési
rendellenességeket el6idéz6 aberraciok kilonféle eredetliek lehetnek. Ezért
celszerli az ilyen esetekben a szokasos klinikai kivizsgalasokon (viselkedés
megfigyelése, ivarszervek fizikalis vizsgalata, a petefészkek és a méh tapintasa
és ultrahang-diagnosztikai vizsgalata per rectum, hormon analizis és citologiai,
szdvettani mintavétel stb.) tul citogenetikai modszerekkel is vizsgalni a meddé-
seg okat. '

— Az els6dleges medddségek hatterében leggyakrabban az X-kromoszé-
ma monoszomigja all, amikor a szervezet minden sejtjében az ivari kromoszo-
mapéarbdl csak egy X talalhatd, a masik ivari kromoszédma hianyzik. Az ilyen
kancak kariotipusa: 63,X0 (vagy 63,X). Errél az aneuploidiarél — amely a hu-
man Turner-szindrémaval analég — lovaknal a nemzetkdzi szakirodalom mar
1968-ban emlitést tesz (Payne és mtsai, 1968), majd kés6bb tébb szerzd is
tovabbi anatomiai, élettani megfigyelésekkel és részletesebb citogenetikai vizs-
galatokkal pontositia e rendellenesség leirdsat (Chandley és mitsai, 1975;
Hughes és Kennedy, 1975, Trommershausen-Smith és mtsai, 1979; Makinen
és mtsai, 1986; Bowling és mtsai, 1987).

A fajra jellemzé kromoszémaszam megvaltozasa (aneuploidia) altalaban
rendellenes sejtosztodas kovetkezménye. Oogenézis vagy spermatogenézis
soran az ivarsejtek meiotikus osztddasakor eléfordulhat, hogy az ivari kromo-
szémapar tagjai nem valnak el egymastdl (non-diszjunkcid). llyenkor az egyik
ivarsejtbe két ivari kromoszéma keriil, mig a masik gonoszéma nélkul marad.
Az ilyen, ivari kromoszéma nélkili ivarsejtnek normalis ivarseijttel térténd egye-
sllésébédl csak egy ivari kromoszémat tartalmazo zigéta jon létre, amely a to-
vabbi mitotikus osztédasok soran valamennyi utédsejtnek ezt a ,hibas" gene-
tikai informaciét adja at. Az aneuploidia egy masik fajtajanak kialakulasahoz
vezet a két ivari kromoszémaval rendelkezé ivarsejt egyesilése normalis ivar-
sejttel, melynek kovetkezményeként harom ivari kromoszéomaval rendelkezd
utddszervezet jon létre. Kancaknal az X-kromoszéma triszomiaja — 65 XXX —
ismert (Chandley és mtsai, 1975, Trommershausen-Smith és mtsai, 1979,
Mékinen és mtsai, 1999), de ugyanigy alakul ki a human Klinefelter-szindroma
(47, XXY) is.

A 63,X0 genotipusu kancak altaldban az atlagosnal alacsonyabb terme-
tiek, fejlédésben visszamaradottak és jellemzé rajuk a gonadalis hypoplazia.
Kancanak megfeleld kiils6 nemi szervekkel talalkozhatunk, de a clitoris kisebb
méretii. Az ilyen kancékra altalaban jellemz6 az anoestrus vagy a rendszertelen
ivarzasi tunet. A valédi X0 kancak sterilnek tekintheték (McCue, 2000).

— Sok esetben a 63,X0 kromoszomakészletli sejtek csak mozaikosan for-
dulnak elé, vagyis a szervezet sejtjei genetikai szempontbdl nem teljesen egy-
nemliek: a 63,X0-as sejtek mellett normalis diploid 64,XX-es sejtek is jelen van-
nak. Hughes és mtsai (1975a) a 64,XX és 63,X0 sejtek kulénbdzé elbfordulasi
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aranyarol szamolnak be, mikézben minden altaluk ismertetett esetben a 64, XX
kariotipusu sejtek voltak tébbségben.

- Az ilyen mozaicizmus a testi sejtek mitézisa soran, gonoszoma non-disz-
junkcié kovetkezményeként alakulhat ki. Amig az ivarsejtek rendellenes oszto-
dasabol szarmazo hibasodas az utdd valamennyi sejtiébe atadodik, a testi sej-
tek mutacioi (a kromoszoémaszam eltérések is) csak sejtvonalasan, a mutalt sejt
tovabbi mitdzisaival adédnak tovabb.

A 63,X0/64, XX mozaicizmust a gonadalis dysgenézist mutaté kancak 15—
30%-aban talaltak (Zhang és mtsai, 1992). Nem feltétlenil kisebb termetiiek az
atlagosnél és nem feltétlenlll infertilisek (gyakran utddokkal).

Dunn és mtsai (1981) két hermafrodita I6ndl (fejletlen penisszel, bilateralis
ovotestis-szel) a 64,XX/64,XY ill. a 63,X0/64,XY kromoszéma-szerelvény egyik
valoszin( kialakulasi okaként a blasztociszta-fuziét emlitik.

— A meddd kancak masik nagyobb csoportjat a 64 XY kariotipusu, him
ivari kromoszéma-készlettel rendelkezd kancak alkotjak (Chandley és mtsai,
1975; Power, 1986; Bowling és mtsai, 1987; Long, 1988; Pailhoux és mtsai,
1995). Ebben az esetben a fenotipusos ivar nem egyezik a kromoszémalis ivar-
ral, ,XY sex reversal’ szindromarél vagy tesztikularis feminizaciorol beszélunk.

Kent és mtsai (1986) csaladfaelemzéseik alapjan e rendellenesség kétféle
lehetséges oroklddési modelljét javasoljak:

1. X-kromoszdémahoz kapcsolt recessziv drokibdésmenet, amikor az X-
kromoszéma mutacidja anyai agon 6réklddik, tehat egy mutans X-kromoszdémat
hordoz6 kanca XY-os utédainak az 50%-a kanca (mutans), 50%-a pedig mén
(,normalis”) lesz.

2. Y-kromoszémahoz kapcsolt éroklédésmenet: molekularis bioldgiai vizs-
galatok kimutatték, hogy az Y- kromoszéman talalhaté, him ivari jelleg kialaku-
lasaert felelés Sry gén (sex-determining region in Y-chromosome) delécidja
vagy mutécié okozta inaktivalasa lehet a genetikai oka e rendellenesség kiala-
kulasanak (Paiihoux és misai, 1995). Az Y-kromoszéma ilyen spontan mutacioé-
ja nem 6réklédhet tovabb.

A fenotipus jellemzdi hasonléak, mint az X0 szindroma esetében, azzal a
killbnbséggel, hogy itt — mivel a genetikai hattér is valtozatos — a megnyilva-
nulasi formak széles skaldjaval talalkozhatunk. Szintén Kent és mtsai (1988)
XY sex reversal’ szindrémas kancak 38 tagu csoportjanak kivizsgalasa alap-
jan, 4 csoportba sorolta annak megnyilvanulasi formait:

1. kézel normalis néivara fenotipus, ezek koézul néhany termékeny is lehet,

2. gonadalis dysgenézis a Muller-csé normalis fejlédésével,

3. intersexualitas, gonadalis dysgenézissel, a Muller-csd rendellenes fejlé-
dése, megnagyobbodott clitoris,

4. virilizéciés interszexualitas jellemzéen magas tesztoszteron- szmttel

E szindroma forditott valtozatat — 64, XX genotipust, de mén — Constant
és mtsai (1994) irtak le. A nbivarra jellemzé kromoszémakészlettel rendelkezd
mennel rejtettherejuseget (inguinalis eIherezkedes) a jarulékos nemi szervek

menete eddlg ismeretien, mas fajoknal altaldban autoszomalis recessziv.

A felsorolt harom Ieggyakoribb rendellenességen kivul tovabbi kromoszo-
ma-aberraciokat is leirtak lovaknal, azok el6fordulasi ardnya azonban csekély.
Az emlitett ivari kromoszémak numerikus aberraciéin kivil a testi kromoszomak
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(autoszomak) aneuploidiait is megfigyelték, mint pl. a 28-as (Power, 1987; Po-
wer es mtsai, 1992), a 23-as (Klunder és mtsai, 1989), a 26-os és 30-as (Crowe
és Swerczak, 1985; Bowling és Millon, 1990), valamint a 27-es (Buoen és
mtsai, 1997) kromoszoémak triszémiaja. Lovaknal hasonléképpen — amint az a
humangenetikaban mar jol ismert — 6sszefliggést talaltak az autoszémak non-
diszjunkcidja kévetkeztében kialakulé triszdmiak és a sztlék kora kdzott.

A meddésegek genetikai hatterében allhatnak tovabba az ivari vagy testi kro-
moszémak bizonyos strukturmutacioi is (Bowling és mtsai, 1987; Power, 1987,
Bowling és Millon, 1990).

A fenti irodalmi dsszefoglald jol szemlélteti a lovak elsddleges medddse-
géért felelés, lehetséges genetikai eltérések sokrétliségét, valtozatossagat, és
utal a citogenetikai vizsgalatok fontossagara az indokolt esetekben:

— elsésorban fontos a kromoszémaszam megallapitasa,

— amennyiben szambeli eltérést tapasztalunk, a hianyzé (monoszémia)
vagy a fajra jellemzd szam feletti kromoszéma (triszomia) pontos identifikélasa
céljabol a kévetkezd 1épés a kariotipus Osszeallitasa (a kromoszémak besoro-
lasa a nemzetkdzileg elfogadott nomenklatira szerint, Bowling és mitsai, 1997)
és egyéb savozasi (a kromoszomak szerkezetén és nukleotid szekvenciajan
alapulé specidlis festési modszerek) eljarasok. A rendelkezésre allé technikak
kézul (G-, C-, R-, NOR-savozas) az X-kromoszdma azonositasa szempontjabél
a C-savozas a legcélszeriibb, mivel ez a savozasi eljaras egyedul az X-kromo-
szoéman sotet savot mutat a centroméran kivili a centroméra alatti régidban is.

— kiegészitésként a fajra jellemzd kromoszémaszadm megvaltozasanak
igazolasara az aramlasos citométerrel mérheté DNS-tartalombdl meghataroz-
hat6é az un. DNS-index (Kenney és mtsai, 1991),

— amennyiben nincs szambeli eltérés, kilénbdzd molekularis biologiai és
molekuléris citogenetikai eljarasok segitségével tudjuk meghatarozni az adott
kromoszéma-rendellenességet.

SAJAT ESETISMERTETES

Kezdd lotarto kért fel benntinket kancaja termékenyitésére. A kanca (Lady,
6 éves, ~150 cm-es marmagassagu magyar félvér) sarlasat nem tapasztalta, ill.
elmondasa szerint csak szakkdnyvekbdl ismerte a jellegzetes tineteket. A te-
nyészszezonban rutinszerlien alkalmazott elsé prosztaglandin Fpa (375 Hg
cloprostenol-Estrumate inj.) kezelést kdvetéen sem észleltek sarlast. A 2 hét
utan megismételt beavatkozast koveté 3 nap malva klinikai vizsgalatot végez-
tunk. Az allat nem mutatott ivarzasi tineteket. A rectalisan végzett kézi, illetve
ultrahang-diagnosztikai (Echoscan, 5,5 MHz-es lineéris vizsgalédfej) vizsgalat
soran kezdetben egyaltalan nem, késdbb, nyugodtabb kéritlmények kdzétt is
csak alig érezhett és észlelhett petefészkeket és méhszarvakat sikerult talaini.
Havelytukorrel egy nem sarlo kancéra jellemzd, a hiivelybe beemelkedd, kéros
eltéréstsl mentes kulsé méhszaj volt lathatd. A clitoris szemrevételezése soran
feltint annak a szokasosnal kisebb mérete. A gonadalis dysgenezisre (hypo-
plaziara) jellemzé kép miatt citogenetikai vizsgalatot végeztink.
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ANYAG ES MODSZER

A terlilet alkoholos fertStlenitése utan a v. jugularisbél vérmintat vettink
2000 NE/ml koncentraciéra desztilldlt vizzel higitott heparinnal (heparin-Na,
Heparin inj.) atéblitett mianyag vércsébe. A limfocita sejttenyészetek elkészité-
séhez MEM-E (Eagle’s Minimum Essential Medium) tapoldatot hasznaltunk,
20% savoval, mitogénnel (pokeweed mitogen, 5 pg/ml), L-glutaminnal (294,1
ug/ml), streptomycinnel (100 pg/ml) és kanamycinnel (80 pg/ml) dusitva. A te-
nyesztéedényekben 0,5 ml teljes vér és 4,5 ml tapoldat keverékét CO, ter-
mosztatban (5% CO, + 95% leveg6) 37 °C-on 72 6ran at kultivaltuk, és a te-
nyésztés befejezése elbtt 2,5 raval kolchicint adtunk hozzajuk (0,75 ug/ml).

A kariolégiai preparatumokat a hagyomanyos maddszerrel készitettik. A
sejttenyeszetek centrifugalasa és a felulisz6 eltavolitasa utan 0,075M KCI ol-
dattal 12 perces hipotonias kezelést, majd metanol és jégecet 3:1 aranyd keve-
rékével fixalast végeztink (a fixalast szikség szerint 2-3-szor ismételtik). Vé-
gul a megfelelé aranyban felhigitott szuszpenziét zsirtalanitott targylemezekre
csepegtettiik, és szobahdn szaradni hagytuk. A kromoszémaszam meghataro-
zasa céljabél a preparatumok egy részét 2%-os Giemsa oldatban 8 percig fes-
tettiik, majd fénymikroszképpal értékeltik.

EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

A Klinikai és eldzetes citogenetikai vizsgalatok eredménye arra enged ké-
vetkeztetni, hogy az altalunk vizsgalt meddé kancanal az infertilitas elsédleges.
A tapasztalt anatémiai és élettani eltérések hasonidéak a mas szerzék altal ko-
rabban kdzolt, erre a szindrémara jellemz6 tunetekhez. Az elsédlegesen meddé
kanca citogenetikai vizsgalata soran valamennyi limfocita osztédasban 63 kro-
moszomat szamoltunk (7. abra), igy a 63,X0 szindroma elsé magyarorszagi
esetét diagnosztizaltuk. A hianyzé kromoszéma azonositasat C-savozasi elja-
ras segitsegével tervezzik a kozeljovoében.

1. 4bra: Medd6 kanca citogenetikai vizsgalata

a b

Fig. 1.: Cytogenetic creeming of mares with primary infertility
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OUT;OF-SEASON INDUCED OESTRUS IN EWE LAMBS

SZABADOS, TAMAS — GERGATZ, ELEMER —
VITINGER, EMOKE — GYOKER, ERZSEBET — CZIMBER, GYULA

OSSZEFOGLALAS

Szabados, T. — Gergatz, E. — Vitinger, E.Ms. — Gyo6kér, E.Ms. — Czimber, Gy.: IVARZAS INDUKA-
LAS JERKEKNEL ASZEZONBAN

A szerzok kisérletlk beallitasa soran arra keresték a valaszt, hogy a Franciaorszagbdl importalt
lacaune fajta jerkéi milyen ivarzas indukalasi mddszert alkalmazva, milyen eredményességgel
vemhesitheték majusban, a szezonban. A kérdésfelvetést indokolta, hogy e maddszer alkalma-
zasaval jerkéiket a szokasos vemhesitési periodus eldtt korabban vehették tenyésztésbe, megce-
lozva ezzel a karacsonyi keresleti piacot a vagobaranyok értékesitésekor. A kettds hasznu fajta
laktacios idejét is megprobaltak megnydjtani, s ezaltal az értékesitett tej mennyiségét ndvelni.

INTRODUCTION

Oestrus is varied and sometimes it contains extremity in the various spe-
cies of sheep. This variety is resulted from the facts that manifestation of oes-
trus is influenced by lots of factors. The up-to-date, intensive rearing demands
the regulation of reproductive fitness in the productive livestock. The most fre-
quent biotechnical interventions for increasing the progeny are induced oestrus
and oestrus synchronization. Materials used for induced oestrus and synchroni-
zation in sheep breeding are progesterone and the so-called progestagen com-
pounds i.e. prostaglandines and their analogues; gonadotropines effected the
function of the ovary FSH (Follicle Stimulating Hormone), LH (Luteinizing Hor-
mone), PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotropin), HCG (Human Chorion
Gonadotropin) and Gn-RH (Gonadotropin Releasing Hormone) which regulates
the formation of gonadotropin hormones.

Wallace (1955) injected progesterone for some days. But other authors
emphasized the difficulties of the repeated progesterone injections in the re-
spect of the practical adaption (Howell and Woolfitt, 1964). These difficulties
were solved by administering subcutaneous implants (Ainsworth and Wolynetz,
1982) or intravaginal implants (Dsiuk and Bellows, 1983; Godfrey et al., 1997).
Das et al. (2000) examined the effect of two different doses of progesterone on
oestrus. It was found that oestrus was distinct at the higher progesterone dose
as it developed later at lower doses. On the contrary, Simonetti et al. (2000) did
not find difference in the number, beginning time and rate of pregnancy when
they treated ewes with different doses (40, 50, 60 mg) of medroxiprogesterone-
acetate. Langford (1982) pointed out the influence of PMSG on the required
fertility results of progesterone-treated sheep in out-of-season period. A number
of authors examined the different ways and effectiveness of PMSG treatment in
progesterone-treated ewes (Becze and Latits, 1975, Rommel et al., 1982; Lang-
ford et al., 1983; Donrov et al., 1998). Prostaglandins and prostaglandin ana-
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lognes cause a luteolitic effect on the corpus luteum. Affer administering pros-
taglandin or prostaglandin analogue to ewes, the functioning corpus luteum
ceases up its activity and the next oestrus follows in 2 or 3 days (Actritopoulou
et al., 1982). Mc Leod et al. (1982) treated seasonally anoestrous ewes with
continuous infusion of low doses of Gn-RH to induce oestrus. It was pointed out
that the continuous Gn-RH infusion caused the increasing of LH content which
induced out-of season oestrus in ewes.

MATERIALS AND METHODS

Examinations have been done at Pharmagene Farm Ltd, Biotechnical Re-
search Station in Mosonmagyarovar from the middle of May, 2001 with 114
lacaune and lacaune cross-breed ewe lambs aged 13 to 15 months. On 14th
May, 2001 ewe lambs were treated with 0,3g progestagen by EAZI Breed CIDR
(Controlled Intravaginal Drug Release) “G” intravaginal implant. Implants were
removed from the experimental animals after 13 to 16 days. For further treat-
ments three groups (signed A, B and C) were formed from the experimental
ewe lambs. There were 47-47 animals in-group A and group B and 20 animals
in group C. The experimental ewe lambs got PMSG treatment at the time of the
implant-removing. Animals were treated with 500 IU PMSG (Werfaser, 2 cm®
intramuscularly) in-group A, 750 IU PMSG (Wen‘aser 3cm® intramuscularly) in-
group B and 500 IU PMSG (Gonadophyl, 2,5 cm’ subcutaneously) in group C.
In all groups 48 hours after PMSG treatment oestrus was checked by vasec-
tomized teaser rams. Apart from the symptoms of oestrus all the ewe lambs
were inseminated with diluted, 2 to 4 °C cooled semen 48 or 53 hours after
implant removing. After the artificial insemination ewe lambs were tupped by
vasectomized teaser rams. The judgement of pregnancy occurred 56 to 58 days
after the insemination by ultrasonic examination. When all the lambing had
happened results were evaluated statistically by G-test.

RESULTS

Authors have pointed out that the best results {(P=0,005) were determined
in group B. All the examined data can be found in Table 1.

Authors surveyed the quantity of profit making comparison between selling
lambs in December or selling them in the traditional period in March (Fig. 1.).
In group B the profit reaches the sum of 1,500 to 4,500 Ft a lamb.
As the experimental animals were double purpose sheep, the authors examined
the effect of fertilization in May to the lactation. It was pointed out that the lacta-
tion period was extended by the fertilization in May so the quantity of sold milk
per ewe could be raised considerably (Table 2.).
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Table 1.
Oestrus, pregnancy, lambing, litter size and progeny rate in the treated groups
Group "A"(1) Group "B"(1) Group "C"(1)
n % n % n %
Number of animals(2) 47 100 47 100 20 100
Observed oestrus(3) 35 745 43 91.5 15 75
Pregnancy silent oestrus(4) 4 8.5 2 4.3 2 10.,0
Observed oestrus total(5) n=93; 81.6%
Pregnant ewes(6) 18 | 383 | 23 | 489 | 9 | 450
Total pregnant ewes(7) n=50; 43.9%
Lambed ewes(8) 17 | 362 ] 23 | 489 | 8 | 40.0
Total lambed ewes(9) n=48; 42.1% )
Number of lambs(10) 25 | 36 1
Total of lambs(11) n=72
Average litter size(12) 1.47 1.57 1.38
Progeny rate(13) 53.2 76.7 55.0

1. tablazat: Osztrusz, vemhesség, ellés, alomszam és szaporulati szézalék a kezelt csoportban
csoport(1), allatiétszam(2), regisztralt Osztrusz(3), csendes ivarzasl(4), osszes regisztralt ivar-
zas(5), vemhes anya(6), 6sszes vemhes anyag(7), ellett anya(8), dsszes ellett anya(9), baranyok
szama(10), dsszes barany(11), atlagos alomszam(12), szaporulati %(13)

Fig. 1.: Sum of the income after subtracted the cost of the treatment
in the three treated groups in case of selling lambs in December
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Table 2.
Comparison of the lactation of the experimental and the control groups
Experimental group(1) Control group(2) Difference(3)
Number of animals(4) 37 39 —
Lactation days(5) 224 137 87
Milk quantity(6) 203.8 124.2 79.6
Daily milk quantity(7) 0.9 0.9 0

2. tablazat: A kisérleti és kontroll csoport laktaciéjanak ésszehasonlitasa
kisérleti csoport(1), kontroll csoport(2), kildnbség(3), allatiétszam(4), laktaciés napok szama(5),
tejmennyiség(6), napi tejmennyiség(7)
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DISCUSSION

The authors could prove the sufficient result of the artificial insemination in
May in lacaune ewe lambs. Among the three examined methods the usage of
Eazi Breed CDR “G” for 12 days at least has been found the most suitable. At
the time of the implant removing 750 IU PMSG were administered. 48—53 hours
later cervico-uterinal insemination was carried out then ewe lambs were topped
by vasectomized teaser rams. This treatment could quarantee the ovulation at
the 96 per cent of the ewe lambs and approximately 50 per cent of them
lambed. Because of the higher PMSG dose the average litter size increased
from 1.45 to 1.57. The progeny rate was 76.7 per cent in-group B, exceeded
with 20 per cent the average of the other two groups. Purchase prices are 250-
260 F¥kg higher in December than in March. After subtracted the cost of the
hormone treatment the sum of the extraprofit was 1,500-4,500 Ft for each
lamb. As the lactation period was longer, milk marketing could bring 11,542 Ft
extra profit for each ewe. This treatment is offered for farmers who have ade-
quate breeding and feeding conditions and can try successful artificial insemina-
tion in May in lacaune and lacaune cross-breed ewe lambs.
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UJ IRANYOK A HAZINYUL SZAPORITASABAN

NEMZETKOZI KUTATASI EGYUTTMUKODES (COST 848) A
KATKI NYULTENYESZTESI OSZTALYANAK RESZVETELEVEL

VIRAG GYORGYI — EIBEN CSILLA

SUMMARY

Virag, Gy.Ms. — Eiben, Cs.Ms.. NEW METHODS IN THE REPRODUCTION OF MEAT RABBIT.
INTERNATIONAL RESEARCH COOPERATION AND MAIN RESULTS ACHIEVED BY THE
DEPT. OF RABBIT BREEDING AND GENETICS IN KATKI

New breeding methods arised an emergence of new questions to be solved. Considering the
complexity of these processes the need for international cooperation was explained. In the frame of
IRRG more European research groups decided to work together based on protocol guide con-
structed by joint and public discussion. This cooperation is now supported in the frame of the EU
COST (Action 848 WG1).

Institute for Small Animal Research has joined to this work ever since. Their participation
brought results on the topic of doe-bio-stimulation and buck management, as well.

A vallalkozéi telepek nagy létszamu allomanyainak szaporitasa uj eljaraso-
kat kdvetel.

A nyultenyésztés gyakorlata napjainkra jelentésen atalakult. A mesterse-
ges termékenyités elterjedését kdvetd legnagyobb valtozast a hazinyal szapori-
tasaban a ciklikus termelésre vald attérés hozta. A munkaszervezésben (admi-
nisztracié csékkenése, munkafolyamatok elkilénilése) és az értékesités Ute-
mességében igy elérhetd elébnydk akkor a legjelentdsebbek, ha a 42. napos
ritmusu szaporitast alkalmazzak. Ebben az esetben a szoptaté anyanyulakat a
fialas utani 10. napon termékenyitik Gjra ugyanaz az anyacsoport hat hét mulva
kertl ismét sorra. A folyamatos termelés fenntartasa érdekében az anyakat 1,
2, 3 vagy 6 turnusban szaporitjak, ami 6, 3, 2 vagy 1 hetente végzett terméke-
nyitést jelent. Ez a rendszer konnyen atlathatd és nagyon rugalmasan alakitha-
t6 a mindenkori igényeknek megfeleléen.

A modszer elterjedése kapcsan szamos Uj, megoldasra varo kérdés merlt
fel. A szoptaté anyak ivari fogékonysaga és termékenysége ugyanis kevésbé jo,
mint a szlz tenyésznévendékeké, illetve a nem szoptatd anyaké. Emiatt altala-
ban nagyobb aranyuk marad Uresen a termékenyités utan. Ha az iresen ma-
radt anyak sajat turnusukban maradnak, az a legjobb esetben is a két fialas
kézotti idészak hosszanak a megduplazédasat eredményezi. Ez felesleges
kiadasokkal jar (a sikertelen termékenyitéshez felhasznalt anyagok és munka-
erd, az anyak eredmény nélkili etetése legalabb 30 napon at, amennyiben a
szoptatas alatti idészakot nem szamitjuk ide).

Lehetséges azonban az anyak athelyezése egy masik turnusba, amelyet 4
héttel, azaz 28 nappal a sikertelen termékenyités utan inszeminélinak. Ezzel a
két fialas kozotti idészak hossza csokkenthetd, azonban igy az egyes csopor-
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tokban az alkalmanként inszeminalt anyak szama igen valtozé lesz. Ez nem-
csak a végtermék kibocsatas ingadozasat idézi el, de problémat jelent a ter-
mékenyitéshez hasznalt ondé eldallitasa szempontjabdl is, amennyiben erre a
célra sajat bakokat tartanak. A baknyulak ugyanis a ciklizalt szaporitasi rend-
szerben legjobb esetben is csak hetente vannak ugratva, sokszor ennél is rit-
kabban. igy kapacitasukat csak mintegy fele részben, vagy annai is kisebb meér-
tékben hasznositjak. Ezért a bakok létszamat igyekeznek a lehetséges mini-
mumra szoritani, ami esetenként még is igy is tul magas, maskor viszont elég-
telen lesz. '

Jol lathatd, hogy az 0j szisztéma alkalmazasa soran két jelentds, megol-
dasra varé probléma mer(it fel, éspedig: A szoptaté anyaknal az ivarzok ara-
nyanak névelését és az ivarzasnak a termékenyités napjara torténé idozitését
szolgald eljarasok kidolgozasa, elméleti hattertk tisztazasa és gyakorlati alkal-
mazhatdésaguk meghatarozasa a j6 termékenyitéképességl, genetikailag ma-
gas ertékl és egészséglgyi szempontbdl biztonsagosan felhasznalhatd ondé-
val val¢ ellatottsag biztositasa a legkisebb raforditassal.

Nemzetkézi egylittmikodés sziikségessége az Gsszetett feladatok megol-
daséhoz: Mindkét felvetett kérdés esetében igen sok egyidejlileg hato tényezd
befolyasolhatja az eredményt, emiatt a gyakorlati paraméterek (fialasi arany,
szlletéskori alomlétszam) alapjan torténé értékeiéshez nagyszamu megfigyelés
elvégzésére volna szikség. Ennek megvaldsitasa egyes kisérletek soran, ki-
egyensulyozott elrendezésben gyakorlatilag lehetetlen. A megoldas lehetéségét
a nemzetkdzi egylttmiikédés kinalja, ami kiterjed a modszertani eléirasok ko-
z6s megfogalmazasara, érzékenyebb médszerek kidolgozasara és a kisérletek
tobb ismétlésben torténd elvégzésére (tébb helyen, tébb idépontban, azonos
protokoll alapjan). )

A nyul szaporitassal foglalkozé kutaték tehat elhataroztak, hogy elszigetelt
kutatasok helyett a tovabbiakban kézosen dolgoznak a felmerllt kérdések
megoldasan. 1996-ban nemzetk6zi munkacsoportba témérultek (Boiti, 1998),
hogy kidolgozzanak egy javaslatot az anyanyulakon végzett kisérleti médsze-
rekre vonatkozoéan, és a referencia modszer figyelembe vételével végezzenek
ezutan mar 6sszehasonlithatéd, vagy akar sszevontan elemezhet kisérleteket.
Az egyiuttmiikddés elsé eredményeit értékelve az EC COST elbiranyzata 2000.
évtdl anyagi forrdsokkal tdmogatja a tovabbi talalkozékat (COST Action 848
WGH1). A KATKI Nyultenyésztési Osztalyanak kutatéi az IRRG megalakulasatol
kezdve részt vesznek ebben a munkaban. A COST akcié munkajahoz tovabbi
hazai kutatécsoportok — Kaposvari Egyetem ATK kar, Debreceni Egyetem,
SZIE MGT és ATK kar, ELTE TTK kar, MBK Allatbiologiai Intézet — is csatla-
koztak.

Bio-stimulalasi médszerek a szoptaté anyanyulak termékenységének javi-
tasara: Az ivarzas hormonalis serkentése és id6zitése eredményes a fialasi
arany javitdsaban, a PMSG ismételt alkalmazasa azonban jelentésen néveli az
embrié elhaldst, és ezaltal csokkenti a szlletéskori alomiétszamot. A kezelések
koltségéhez viszonyitva a kapott javulas csekély, emellett figyelembe kell venni
a hormonkezelések csokkentésére iranyul6 torekvéseket Uj modszerként sza-
mitasba jottek olyan természetes eljarasok, mint a szoptatas modjanak, az
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anyak-bakok elkuldnlt elhelyezésének, a takarmanyozasi szintnek a megval-
toztatasa.

A szoptatds modjdnak megvaéltoztatasa: Jol ismert, hogy a szoptatas hat-
ranyosan befolyasolja az ivarzast. Az anya és az alom atmeneti elkuldnitése a
jelenlegi tartastechnolégidban a fialdlada bejaratanak elzarasaval kdénnyen
megvalésithatd. A fialdladanak a naponkénti kinyitasat és bezarasat a szopta-
tas kiulénb6zd idészakaban rutinszerlien alkalmazzak a termelé telepeken a
szoptatds ellendrzésére. Ebbél adddott az elképzelés, hogy az inszeminalas
koruli idészakban vizsgaljuk a fialdlada nyités-zaras megvaltoztatasanak hata-
sét az ivarzasra és a termékenyiilésre.

Sajat kisérleteinkben kétféle kezelést értékeltik:

— Egyszeri szoptatas megakadélyozasa az anya és az alom ilyen modon
torténé atmeneti (48 éras) elklldénitésével,

— A fialdlada nyitas-zarasanak megvaltoztatasa a fialas utani 7. napon.

A 48 oras atmeneti elkilonités a KATKI-ban végzett kisérletek soran a fia-
lasi aranyt atlagosan 20%-kal névelte a folyamatosan nyitott fialédanal szoptatd
anyakéhoz képest (Virdg és mtsai, 1999). A hatas kuléndsen kiemelkedé volt az
egyszer fialt, fiatal anyak esetében (40%) és ezzel azonos eredményt talaltak
mas vizsgalatokban is (Theau-Clément, 2000). Az élve szlletett alomlétszamot
a legtobb esetben a kezelés nem befolyasolta. Kivétel ez aldl Szendré és mtsai
(1999) kisérlete, amikor kézvetlenil a szoptatas utan termékenyitették az anya-
kat és 0,9-del tébb volt az élve sziletés, mint ha két éraval a fialdlada nyitasa
(vagyis szoptatas) elétt vagy utan tették ugyanezt. A fialasi utani masodik na-
pon 8-ra tortént alomkiegyenlitést kdvetéen a szoptatas kimaradasa miatt a 10.
és 21. napos korban mért alomsuly lényegesen kisebb volt (Virdg és mtsai,
1999). A szoptatds kimaradasanak nem volt hosszi tavu hatasa az anyaallo-
many teljesitményére, vagyis sem nem javitotta, sem nem rontotta az anyak
termékenységét, amikor atmenetileg nem szoptatd allapotban lévé (elé6zé ter-
mékenyitésbdl Gresen maradt) anyakat termékenyitettek (Virdg, 2003, nyomta-
tasban). .

A kozosen tervezett kisérletek soraban, Szendré és mtsai (1999) is 48 éras
elkilonitést alkalmaztak, de egyébként allanddan ellendrzétt (tehat naponta
nyitott és szoptatas utan zart) fialdlada mellett. Ebben az esetben a terméke-
nyulés javulasa nem kévetkezett be, viszont az alomgyarapodas cstkkenése
hasonlé mértéki volt. Tehat a kezelés csak allandéan nyitott fialélada mellett
volt képes a termékenységet befolyasolni.

Tovabbi kisérletekben, tdbb kutatécsoport vizsgalta a 24, 36, és 40 6ras
elkilonités hatasat is. Egyértelmien jelentds és kisérleteken keresztul ismétl§-
dé hatast csak azok az idétartamok eredményeztek, amelyek esetében egy
szoptatdas elmaradt. Az eredményeket, a csoport munkajat ésszehangold
Theau-Clément (2000) dsszegezte.

Eiben és mtsai (2002) a szoptatas médjanak a termékenyités (11. nap post
patrum) elétt két nappal végzett megvaltoztatasanak hatasat vizsgaltak. Az egy
termékenyitésre juté szlletési és 21. napos fiokak szama a mindvégig szaba-
don szoptaté anyakhoz viszonyitva (3,21 és 2,77) a 0-7. napon szabadon, uta-
na pedig naponta egyszer szoptaté nyulaknal volt a legnagyobb (4,50 és 4,20),
de a 0-7. napig egyszer, utana pedig szabadon szoptaté csoportban (3,77 és
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3,38) és a mindvégig napi egyszer szoptatd csoportban (3,24 és 3,02) is kedve-
z8bb eredményt kaptak.

Latas és szagingerek hatésanak értékelése: Kistermeldk kézott szokasos
és eredményesnek tartott eljaras volt a nem ivarzé anyanak néhany napra a
bak ketrecében valé elhelyezése. Erre alapulva végeztek kisérletet Eiben és
misai (2001), akik a bakokat az anyak kézott talalhato ketrecekben tartotiak az
inszeminalast megeléz6 negyedik naptol. Azt vizsgaltadk, hogy az anyanak a
baktol valo tavolsaga befolyasolja-e az ivarzast és ezen keresztul a termelési
mutatékat. A legmagasabb (65%) fialasi aranyt a baktol szamitott 6. ketrecben
lévé anyaknal talaltak, de a kulénbség a kozelebb vagy tavolabb elhelyezett
anyak kozoétt nem volt jelentds. A sziletéskori alomlétszam viszont a kézvetle-
ndl a bak melletti illetve a 4. ketrecben elhelyezett anyaknal volt a legnagyobb
(8,7 kisnyul/ffialas), am ezek a kuldnbségek nem voltak szignifikansak. llyen
jellegii vizsgalatot tudomanyos igénnyel korabban még nem végeztek, pedig az
nagyon valészind, hogy a bakkal valé kézvetlen kontaktus (latas, szag és fizikai
ingerek) a nyul szaporasagaban fontos szerepet jatszanak.

A nédivart névendékek felnevelés alatti visszafogott takarmanyozasanak
hatasa: A gyors névekedésl nyulfajtak az ivarérésik idépontjara gyakran elzsi-
rosodnak ad libitum takarmanyozaskor. Ennek kdvetkezménye, hogy az elsd
fialas utan gyakrabban fordul el koézéttuk gyors leromlast okozé anyag-
cserezavar. Feltételezheté tehat, hogy a felnevelés alatti korlatozott takarma-
nyozassal ezek a veszteségek elkertlhetéek lennének.

A kisérletben (Eiben és mtsai, 1999) a néivaru névendékek takarmanyfel-
vételét 10. hetes koruktdl kezdve adagolassal vagy a takarmany felvétel idejé-
nek csdkkentésével korlatoztak. Ez a korlatozas egészen a tenyésztésbevétel-
hez sziikséges testsuly (3,4-3,5 kg) eléréséig tartott. Utana ad libitum takar-
manyfogyasztas volt.

A napi 130 grammos adagra korlatozott csoportban érték el az allatok a
leglassabban (19,5 hetes életkorra) a tenyésztésbe vételi sulyt, az 1-3 fialas
soran pedig ugyanez az anyacsoport tartotta a legmagasabb szinten a testsu-
lyat. Ebben a csoportban volt a legmagasabb (71%) a fialasi arany, de ez nem
kialonbozott szignifikansan az ad libitum takarmanyozott kontroll csoportéhoz
(62%) viszonyitva. Az alomlétszamban és az alomsulyban sem volt jelentés a
kulonbség. Tekintettel arra, hogy a takarmanyozasi szint biztosan befolyasolja a
szaporasagi funkciokat, ennek a kérdéskérnek tovabbi tanulmanyozasa latszik
szikségesnek.

Az inszeminéldshoz sziikséges ondd biztositasa a megfelelé id6pontban
— a baknyulak tesztoszteron szintjét befolyasol6 néhany tényezé: Az ondd
jellemzéit a fajta, a takarmanyozas (szintje és Osszetétele), az egészségi allapot
és a felnevelési korilmények, valamint a gydjtés idépontja és modszere egy-
arant befolyasolja, ezért nem meglepd hogy az igen nagy valtozékonysagot
mutat. A kérnyezeti hatasok megismerése segit az optimalis termelés kdrnye-
zeti feltételeinek megteremtésében. Az ondo higitasa és tarolasa soran fellépd
hatasok megismerése pedig szilkséges a hosszu tavu tarolast, igy minden
esetben biztonsagos ellatast lehetévé tevd eljarasok kidolgozasaban.
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A magas kérnyezeti hdmérséklet és a korlatozott takarmanyfelvétel hatasa
a baknyul endokrin funkciéjara

A nyari idészak hémérsékleti maximum értékei az utébbi években még
Magyarorszagon is olyan magasak, hogy a parologtaté hitérendszerrel ellatott
istallokban is joval meghaladja a hdmérséklet a termoneutralis értéket. Ez nega-
tivan érinti a bakok ond6 termelését, de kevés részletes informaciéval rendel-
keziink ebben a vonatkozasban.

A KATKI és a SZIE kutato6i gérog egytttmiikoddkkel specialis kisérletekben
probaltak meg a meleg és a magas hémérséklet altal okozott takarmany felvétel
csokkenés hatasat kulonvalasztani. A kisérleteket Gorégorszagban természe-
tes koralmenyek kozétt, Magyarorszagon pedig klimakamraban végezték. A
gorogorszagi kisérletben azt talaltak, hogy az ivarérett bakok plazma tesztosz-
teron alapszintje hétszer ismételt mérés atlagaban nem kulénbdzott jelentdsen
25 °C hémeérsékleten ad libitum vagy korlatozottan tartott csoportban, de még a
32 °C hémérsékleten tartottaknal sem. A GnRH indukcié utan viszont Iényege-
sen magasabb értékeket kaptak (10,6, 15,1 illetve 8,8 ng/ml) a hémérséklet
miatt vagy a takarmanyadagolassal korlatozott (de 25 °C hémérsékleten tartott)
bakok esetében. Nem volt viszont kilénbség a csoportok kézétt a kontroll id6-
szakban, amikor ugyanazokat a bakokat mar egységes kérnyezetben helyezték
el (Xyloury és mtsai, 1999). A GnRH indukalta tesztoszteron szint mérése en-
nek alapjan elég érzékeny modszernek tinik a kérnyezeti hatasok értékelésére.
Ugyanakkor az is kiderilt, hogy a takarmanyfelvétel csdkkenése emeli a
tesztoszteron szintet, igy a csékkent ivari teljesitmény valészinilleg nem irhat6
a tesztoszteron termel&des csdkkenésének rovasara.

A kutatasokhoz szikséges egyittmiikodés kiadasait a TeT GR-24/96 és a
COST Action 848 altal nyujtott tdmogatas fedezte. A bemutatott kutatasokat
FVM alaptevékenység keretében, illetve FM KF-28/4/98 kutatasi szerzédés altal
biztositott tamogatasbol végeztiik.
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A BIOSTIMULALAS EGY FAJTAJANAK HOSSZUTAVU,
ATFOGO HATASA AZ ANYANYULAK TERMELESERE

VIRAG GYORGYI

SUMMARY:

Virag, Gy.Ms.. LONG TERM EFFECT OF BIOSTIMULATION ON GLOBAL PRODUCTIVITY OF
RABBIT DOES

Oestrus and fertility of rabbit does at day 10 PP is severely impaired. Still females are preferably
inseminated on this day because of the other advantages of 42 days cycled propagation. Tempo-
rary disruption of suckling before Al was shown to improve kindling rate of lactating does. However
overali effects of long term repeated application of this treatment was rarely analysed.

Total effect of disrupted suckling applied on the same doe population did not influence other pa-
rameters than which were recorded at the does inseminated in lactating stage. The kindling rate
was improved by 16%, but the litter. weight at 21 days age was significantly decreased. More doe
loss was found resulting from this treatment.

Better kindling rate, longer period between two kindling and more culling of re-inseminated does
was similar at each of the disrupted and free suckling groups. According to these results, total mass
per female produced for 21 days of lactation summed across whole productive period (max. 1 year)
was 6.3 v 7.6 kg in disrupted and free lactating group. )

BEVEZETES

A nyultenyésztésben talnyomoérészt félintenziv szaporitasi dtemet kovet-
nek, ami azt jelenti, hogy az anyakat a fialas utani 9—10. napon termékenyitik,
vagyis a szoptatas alatt. Ilyenkor az anyak ivari fogékonysaga és termékenysé-
ge kevésbé jo, mint a szliz tenyészndvendékekeé illetve az el6z6 termékenyités-
bél uresen maradt, nem szoptaté anyaké. Az alacsonyabb fialasi arany pedig
csokkenti a termelés hatékonysagat.

A szoptato anyak ivarzasat a tenyészték kulénbdzé mbdszerekkel igyekez-
nek javitani és a termékenyités iddpontjara idéziteni. A kulénbdzé biosti-
mulacibs eljarasokkal a draga hormonkezeléseket prébaljak meg helyettesiteni.
A szoptatd anyanyll és a szopbdsok 48 éras elvalasztasa, ami egy szopas elma-
radasat jelenti, az egyik hasznalhaté modszer. Korabbi munkankban beszéamol-
tunk arrél, hogy a szoptatas révid tavia megszakitdsa miként befolyasolja a
szoptatas 9—10. napjan termékenyitett anyanyulak termékenységét és szapora-
sagat, valamint nevelési eredményeit az 1-7. laktaciéban (Virag és mtsai,
1999). A szaporitd allomanyokban azonban termékenyitésre kerilnek nem
szoptatd anyék is, azok, amelyek iresen maradtak, valamint amelyeket az el-
hullottak és selejtezettek potlasara allitanak be.

Jelen elemzés célja, hogy kiderlljén a szoptatas megszakitas hosszu tavu
alkalmazasanak hatasa. Megallapitasra keruljon, hogy a szoptaté anyak esete-
ben jelentkezd eldnyok és hatranyok hogyan befolyasoljak 6sszességében az
anyaallomany termelési mutatéit.
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ANYAG ES MODSZER

A vizsgalatokat Ujzélandi fehér fajtaji néivard nyulakon végeztik. A kisér-
let kezdetén 200, 16 hetes korU nyulat véletlenszeriien két csoportra osztottunk
(100-100 allat).

A nyulakat egyszintes, dnetetével, 6nitatoval felszerelt és fialoladaval ki-
egészithetd ketrecekben, egyesével helyeztik el. Kereskedelmi nyulltapot és
ivoviz mindségl vizet ad libitum fogyaszthattak.

A csoportok egyikében az elkdvetkezd évben a szoptatds termékenyités
el6tti 48 oras megszakitasa mellett (R), a masikban pedig szabadon szoptatva
(F) 42 napos szaporitasi ritmust alkalmaztunk és 3 tételben, 6sszesen 26 alka-
lommal termékenyitettiik az anyakat. A termékenyitéshez frissen gyl(jtétt, miné-
sitett és higitott heterospermat hasznaltunk. Az inszeminalast steril iveg katéte-
rekkel veégezték, a petelevalast pedig ezzel egy idében izomba adagolt 25 NE
GnRH-val idézték eld.

A 3 egymast kdvetd alkalommal Gresen maradt, valamint betegség tuneteit
mutaté allatokat selejteztik.

Az almokat, a sziletést kdvetd napon a szopdsok csoporton belili athelye-
zesevel 8-ra kiegyenlitettuk.

A termeékenyitések alkalmaval feljegyeztik az anyak pillanatnyi élettani al-
lapotat a kdvetkezé meghatarozasok szerint: sz(iz, szoptatd, nem szoptato
ures, illetve teljes alompusztuldas miatt nem szoptatd és megmértik a test-
sulyukat (dkg). Fialaskor feljegyeztik a sziletéskori teljes és él6 alomlétszamot,
majd megmeértik az alomsulyt (dkg) a szoptatas 8. és 10. valamint 21. napjan a
szoptatas utan. Rogzitettuk a selejtezés vagy elhullas idépontjat.

A szoptatas megszakitasanak valamint az élettani allapotnak a mennyisegi
mutatédkra kifejtett hatasat és kolcsénhatdsat GENSTAT v6 szoftver GLM elja-
rasaval, a minéségi mutatoké pedig Chi2 eljarassal értékeltik.

EREDMENYEK

Az anyanyulak termékenysége és szaporasaga: Osszesen 1045 terméke-
nyités tortént. A két csoportban azonos szamu (99 R, illetve 101 F) szliz anyat
termékenyitettink. A tovabbiakban szabadon szoptaté csoportban kisebb volt a
szoptatas alatti termékenyitések szama, mint a megszakitottban (191 F, illetve
221 R), ugyanez forditva tértént a nem szoptatd lres anyak termékenyitése
esetében (215 F, illetve 182 R). A teljes alompusztulas utan termékenyitett
anyak szama mindkét csoportban alacsony volt. Az eltérések azonban statiszti-
kailag nem voltak szignifikansak (Chi2=6,56, P=0,087).

A fialasi eredményességet a csoport és az élettani allapot egyarant jelen-
tésen befolyasolta (Chi2=31,3, P<0,001). A legjobb fialast a sziiz nyulak terme-
kenyitése eredményezte és ebben, amint az varhat6é volt, a csoportok kozott
nem volt jelentés kulénbség (63% R, illetve 71% F). A nem szoptatd ures anya-
nyulak termékenyitése mindkét csoportban azonos, de az elébbinél kisebb ara-
nyu (49%) fialast eredményezett. Jelentésen kevesebb termékenyitéskor, szop-
taté anyanyul fialt le a szabadon szoptatoé csoportban (41%), mint a megszaki-
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tottban (57%). Tehat a szopas korlatozasa ebben a csoportban 16%-kal javi-
totta a fialasi aranyt.

A fialasonként élvesziletett darabot a szoptatds megszakitasa egyik élet-
tani allapotban sem befolyasolta, viszont a sziiz anyak esetében ez az érték
szignifikansan (P<0,04) alacsonyabb volt (1. dbra).

1. dbra: Fialasonként élve sziiletett allatok szama a kiilonb6zd
élettani allapotban végzett termékenyitésekbdl
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Hsziiz(3) W szoptato(4) Unem szoptato(5)

Fig. 1.: Litter size born alive as a result of inseminations performed at different physiological
state of the doe
disrupted(1), free(2), nulliparous(3), lactating(4) non lactatintg(5)

A fialas utani napon 8-ra tortént alomkiegyenlités utan a szoptatas 21. nap-
jan az alomlétszam atlaga 7,1+0,21 volt, amit jelentésen nem befolyasolt a
szoptatas megszakitasa (6,9+0,1 az R ill. 7,2+0,1 az F csoportban), vagyis a
szopdsok elhullasaban nem mutatkozott meg a 48 éras éhezés hatasa.

Az alom névekedése: Az alomsuly minden vizsgalt életkorban a sziiz
anyaknal volt a legalacsonyabb (P<0,005). Az almokat a megszakitott cso-
portban az egyszeri szopas kimaradas egyforman negativan érintette, figget-
lentl attél, hogy el6zéleg is szoptatd, vagy nem szoptatd tres anya termé-
kenyitésébdl szilettek (P<0,001). A kihagyas elétti napon — 8 napos életkor-
ban —, és termékenyitéskor — 10 napos életkorban — az alomslly szinte azo-
nos volt (135,8+27,8 ill. 142,2+28,4). Ezzel szemben a szabadon szoptat6 cso-
portban az almok erételjesen gyarapodtak ezen idészakban is (140,0+26,3 ill.
163,2+29,9). Az ekkor keletkezett killénbség 21. napos korra is megmaradt
(2. 4bra).

Az anya éallapota: Az anyak termékenyitéskori testsulyat a szoptatas meg-
szakitasa nem, az élettani allapot viszont befolyasolta. A szlzek esetében volt
a legalacsonyabb (P<0,001) mindkét csoportban (402,5+4,82 R ill. 403,54,59
F). Gyenge koélcsdnhatas volt a kezelés és az élettani allapot kézétt, mert az R
csoportban a nem szoptaté Ures anyak testsllya jelentésen magasabb volt,
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mint a hasonlo élettani allapotd anyaké az F csoportban (505,5+26,4 ill.
428,0+13,2). ‘

A Kkét fialas kozotti idétartam hosszabb volt a termékenyitéskor szoptato
anyak esetében (57,841,9) mint a korlatozottan szoptatdé csoportban
(61,31£1,8, P<0,02). Ezzel szemben a termékenyitéskor nem szoptaté ures
anyak ket fialasa kozott atlag 78+1,5 nap telt el, vagyis a sikertelen termékenyi-
tés jelentésen novelte a keét fialas kézotti idé hosszat (P<0,001).

Az egy év elteltével az induld allomany 81%-a kiesett. Nem volt kilénbség
a megszakitas miatt a sz(iz &és a nem szoptatd Ures anyak elhullas és selejtezés
miatti kiesésében (4 és 7, illetve 53 és 59%), mig a szoptato anyakbdl valamivel
nagyobb volt az elhullas a megszakitottan szoptatd csoportban (19%) mint a
szabadon szoptatdban (9%). Ez arra mutat, hogy hosszutavon a szoptatas
megszakitas ismételt alkalmazasanak lehet hatranyos hatasa az anyak egész-
segi allapotara.

Osszesitett eredmény: Annak ellenére, hogy a 21. napos korban fialason-
ként mért alomsulyt a kezelés bizonyitottan befolyasolta, az egy termékenyités-
re es6 (85,79+6,10 korl. lll. 100,52+6,44) és anyanként a vizsgalati idészak alatt
dsszesen termelt 21. napos alomsuly (627158 kori. ill. 766+61,3 szab.) a ket
csoportban nem kulénbdzétt bizonyithatéan (P=0,1).

2. abra: A termékenyitésenkénti, fialasonkénti és anyanként 6sszesen
termelt 21. napos alomsuly megszakitott és szabad szoptatasu csoportban
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Blper termékenyités(3) Mper fialas(4) B per anya(5)

Fig. 2.: Litter weight at 21 days age per insemination, per kindling and total per doe in the
disrupted and free suckling groups
disrupted(1), free(2), per insemination(3), per kindling(4), per doe(5)

Ezt elsésorban az alomsuly és a fialasi arany kezelés hatasara létrejétt,
csoportokon belill ellentétes irdanya valtozasa eredményezte. Tovabba a szepa-
ralds nem befolyasolta az anya termelését, amikor Uresen kerilt terméke-
nyitésre és a termékenyitések majdnem felét, valamint a fialasok 35% (R) és
41%-at (F) ez tette ki. Mindennek 6sszegzéseképpen, annak ellenére, hogy a
szoptatd anyak fialasi aranyat javitotta a korlatozott szoptatas, e csoport anyai a
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vizsgalt idészak alatt 6sszesen 364 kg 28. napos €ldsulyt termeltek, mig a sza-
badon szoptatd csoportban ennél tébbet, 398 kg-ot.

KOVETKEZTETESEK

A szoptatd anyak tobbszor ismételt megszakitédsa a termékenyités elétt a
legtobb tulajdonsagban nem valtoztatja meg a kordbbrél ismert egyéb befolya-
solé tényezdk érvényesulését. Kizarolag a termékenyitéskor szoptatdé anyak
mutatoit befolyasolja. A fialasi aranyt és igy a termékenyitésre esé szuletett
darabot valamelyest javitja, ugyanakkor a szopésok gyarapodasat sulyosan
csokkenti. Emiatt a az &éssztermelés romlik a korlatozott csoportban, annak
ellenére, hogy a termékenységet javitd hatdsa igazoltnak mondhaté. A meg-
szakitva szoptaté anyacsoportbol tébb allat esett ki a szoptatés alatt, és ez a
negativ hatas is igazolt, valészinlileg, mert a tejmirigy egészségi allapotat a
tobbszor ismételt beavatkozas kedvezétleniil befolyasolja. A nem szoptato tres
anyak mindkét csoportban igen magas kiesési aranya ugyanakkor arra mutat,
hogy egyforman sok a rosszul termékenyiilé anya mindkét csoportban, amelye-
ket emiatt selejtezni kell. Az eredmények alapjan az ismertetett eljaras gyakor-
lati elénye nem bizonyosodott be.
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SPERM ANALYSIS AND SEXUAL CHARACTERISTICS
OF FRIZZLED HUNGARIAN GANDERS

PRELIMINARY STUDY

VARGA, AKOS — BARNA, JUDIT Ms.— ALMASI, ANITA Ms.

OSSZEFOGLALAS

Varga, A. - Bama, J. — Almési, A.. FODROSTOLLU MAGYAR GUNARAK SPERMATOLOGIAI
VIZSGALATA ES IVARI JELLEGZETESSEGE!

A godoliéi Kisallattenyésztési és Takammanyozasi Kutatéintézetben folyé génmegdrzési prog-
ram keretében spematologiai vizsgalatok kezdddtek a fodrostolli magyar glnaraknal abbdl a
celbdl, hogy felmérjék az onddmeélyhités, mint ex situ génmegdrzés lehetéségét e parlagi fajtaban.

A vizsgalatokhoz az allatokat a masszalasra adott valaszreakcidik, kiilsé ivarszerveik nagysaga
és altalanos egészségi allapotuk alapjan valogattak ki a térzsallomanybol.

Az egyedi onddmintdkat mennyiségi (térfogat), és mindségi (makroszkoposan: szin, konzisz-
tencia, szennyezettség, mikroszképos vizsgalatok: spermium-motilitas, koncentracio, élo-élettelen
arany, morfolégia) vizsgalatoknak vetették ala. A kapott sszesitett eredményeket mas ludfajtak
irodalmi adataihoz hasonlitottak, amelyek alapjan megallapithattak, hogy a fodrostolii magyar
gunarak spermatermelése sok tekintetben elmarad a nemesitett ludfajtakétol (rovid tenyészszezon,

viszonylag kisebb mennyiségli ondé, gyengébb motilitds), ennek ellenére a spermafagyasztasi
kisérleteket megkezdik a kovetkezd ivari ciklusban. A kiilénb6z6 spermium-anomalidk megosz-
lasainak aranya nem tér el az egyéb fajtaknal ismert értékektél (35% rendellenes spermium), de
adataik megerésitéséhez tovabbi ondomintak elemzése sziikséges.

INTRODUCTION

Artificial Insemination (Al) of birds is more difficult than that of the mammal-
ian species, due to the stringent process of vaginal transport of spermatozoa
and the necessity of surviving of them for several days or weeks within the ovi-
ducal sperm storage tubules. Around 98-99% of spermatozoa are lost in a few
centimetres between the site of insemination and the sperm storage tubules at
the uterovaginal junction (Bakst et al., 1994). In spite of these facts Al has be-
come indispensable in the turkey industry, and much effort has been devoted to
develop the technique for cryopreservation of semen of fowl (Watanabe and
Terada, 1980; Lake et al., 1981, Duplaix and Sexton, 1983, Tajima et al., 1989,
Seigneurin and Blesbois, 1995), turkey (Kurbatov et al., 1985; Tur and Mav-
rodina, 1987; Schramm and Hibner, 1988), drake (Kasyanenko and Kurbatov
1986, Kurbatov et al., 1988; Schramm and Hibner, 1989) and from the non
domesticated avian species (Gee and Sexton, 1983, 1990; Gee et al., 1985,
1993, Parkes et al., 1986, Hartley et al., 1999).

Although Al is not widely used in goose breeding, there are attempts to ini-
tiate this new technology (Bondarenko, 1985; Grunder and Pawluczuk, 1991;
Chelmonska and Lukaszewicz, 1995, Malis, 1998). A certain asynchronity of
sexual cycles of males and females, the low fecundity and the risk of phallitis at
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natural mating induce the broader application of Al in breeding practice. Ex-
periments regarding freezing gander semen are not numerous (Chelmonska et
al., 1984, Tsu et al., 1993; Andreev et al,, 1984), but some researcher managed
to receive fertility more than 80% by inseminating frozen-thawed sperms (Sak-
hatsky et al., 1995, Tselutin et al., 1995; Lukaszewicz, 2001). Effective freezing
methods offer the possibility of protecting gene pools of rare native breeds as
well.

A new gene conservation programme of frizzled Hungarian goose has
been started recently by the Institute for Small Animal Research (ISR, G&déll6),
where a growing population of white, greyish and spotted individuals — col-
lected from Transylvanian villages — are maintained (Szalay, 2002). Frizzled
Hungarian goose is a unique variety of old Hungarian goose, which is consid-
ered now as a typical poultry breed for Hungary.

In behaviour, production and reproduction parameters this hardy, resistant
breed is genetically close to its ancient form (low egg production, strong sea-
sonality, short reproductive cycle, poor sexual dimorphism). As a part of ex situ
gene conservation programme the need of sperm cryoconservation of this
breed has raised. As a first step the monitoring of suitability for artificial sperm
collection, of the characteristic signs of the phallus and of the sperm parameters
was carried out in G&doll6, in the spring sexual cycle of this year.

MATERIALS AND METHODS

Birds and husbandry: 14 two-year-old frizzled Hungarian ganders selected
from 52 free ranged individuals from the poultry gene bank stock of ISR were
used for the investigations. The birds involved in the study were housed indi-
vidually in 2 m® separated cages under an artificial lighting programme of
10L/14D at the beginning of March, which was increased to 12L/12D to the end
of the month. They were fed ad libitum by a commercial food for breeding geese
(17% crude protein, 12 MJ/kg Metabolisable Energy). The selection and training
were carried out from the middle of February to the beginning of March accord-
ing to the following points of view: good health, steady temper, appropriate size
of phallus (at least 50-55 mm), good and quick (10-15 sec) reaction ability for
massage technique. During the experimental period the caged males had visual
and sound contact with females.

Semen preparation and evaluation: Samples of semen were collected once
a week by dorsal-abdominal massage (Johnson, 1954} by the same two per-
sons into a single layer glass artificial vagina. In order to get clean ejaculates
food was removed from the cages one day before sperm collection. Evaluation
of samples was done at room temperature. The qualification of the semen was
carried out macroscopically (volume, colour, consistency, uric, faecal or blood
contamination) and microscopically (motility, concentration, morphology of
spermatozoa, ratio of live/dead sperm).

The motility of spermatozoa was scored subjectively by the same operator
under x 250 magnification from 0 to 3, where O=immotile spermatozoa,
1=5-30%; 2=35-70%, 3>75% motile spermatozoa. From time to time the motil-
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ity was checked objectively by a version of computer aided sperm analyser
(CASPAR, Picktron Ltd., Hungary) as well. The evaluation of concentration was
carried out by the use of a special chamber developed for sperm counting (Mak-
ler counting chamber, Sefi-Medical Instruments, Israel). For determine the mor-
phological abnormalities and the ratios of live/ dead spermatozoa smears were
stained by anilin-eosine and examined under oil immersion objective (x 1250
magnification). The proportions of abnormal spermatozoa were assessed sub-
jectively out of at least 200 cells.

RESULTS AND DISCUSSION

According to Kisné and Hargitai (1995) usually 50-60% of Hungarian gan-
ders are suitable for semen collection, however, in this case only 30% of frizzled
Hungarian males gave good response to massage. The handling of the ganders
was not easy due to their wilder temper.

The lengths of the phalluses are 40—-50 mm during the reproductive cycle
and 25-35 mm out of this period, which is shorter by 1-2 cm than that of the
meat type breeds (Csuka and Ledec, 1984).

During the mentioned two months altogether 40 semen samples were col-
lected, from which 28 ejaculates were appreciable for assessment. Some sam-
ples were contaminated by faces and/or urates; the volumes of others were too
small for the assessment. Two ganders did not produce any sperm during the
cycle. The various sperm parameters can be seen in Table 1 and 2.

Table 1.
Mean values of semen of frizzled Hungarian ganders
Motility Concentration | Ratio of live/dead
Ganders(1) Volume (WD) | (scores 0-3)3) | (10°sp/ pi)(4) sp, %(5)

1 130 33 1.665 84/16

344 3, 2,1 0.996 89/11
3 412 2 1.140 93/7
4 125 2 0.980 —
5 — 1 — —
6 300 3,33 0.565 76/24
7 250 3,33 1.050 93/7
8 210 3,311 1.375 84/16
9 133 1,0 0.260 —
10 300 3,1 — —
11 —_ — — —
12 293 2,2,2 0.811 86/14
13 261 2,1 0.425 75125
14 - 120 1 0.700 —
X 258 2.071 0.900: 84/16

Extreme values(6) 80-700 0-3 0.26-2.25 93/7-70/30

1. tablazat: Fodrostolld magyar gtinarak ondéminta-vizsgélati eredményei
gunarak(1), térfogat(2), spermiumok motilitdsa(0—3-ig pontozva)(3), spermium koncentraci¢(4),
élé/holt spermiumok aranya(5), szélsd érték(6)
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~ The main value of semen volume of frizzled Hungarian ganders was at the
lowest level of the average range compared to the different breeds: White Ital-
ian (White Koluda): 160-230 ul (Lukaszewicz, 2001), Kubanskaya: 400-1300 pl
(Kurbatov, 1976), Landes: 300 (Sellier et al, 1995) and 720 ul (Nickolova and
Guerzilov, 2000), Benkowsky White: 660 pl (Nickolova and Guerzilov, 2000).

There are not many data about gander sperm motility but the spermatozoa
of frizzled ganders showed poorer motility (53%) than that of White Italian
(White Koluda) ganders, which produced 60-70% positive movement (Lu-
kaszewicz, 2001.).

Regarding to the concentration there were extreme deviations among the
values (0,26-2,25x10° sp/ ul) however the mean value was similar to be find in
others breeds: White Italian (White Koluda): 0,320-0,980x10° sp/ul (Lukasze-
wicz, 2001), Landes: 0,500x10° sp/pl (Sellier et al, 1995) and 0,268x10° sp/ul
(Nickolova and Guerzilov, 2000), Benkowsky White: 0,300x10° sp/ul (Nickolova
and Guerzilov, 2000).

The ratio of live/dead spermatozoa shows an acceptable value with 84%
live cells though Lukaszewicz (2001) found better ratio in White Italian (White
Koluda) gander semen: 93% live and 7% dead spermatozoa.

Table 2.

Ratios of the various morphological abnormalities in the frizzled Hungarian gander semen
(%)

Gander Micro- | Big Bulb | Broken [Other head| Acrosome Syvo!len Crooked | Double  Broken Bengjed
) head | nuclei | head | head | anomaly | anomaly | midpiece neck tait tail tail
2) (3) 4) ()] 6) ) (8 (9) (o | an | (12
1 05 11 15 4 2 8.5 1 75 0 1 0
2 0 9.3 55 33 25 11.3 1.2 5 0 1.7 1.5
3 0 8 75 3 4 13.5 25 9 0 1.5 2
6 0 7 3.5 32 4 10.7 0.2 54 0 2 1
7 0 1 3 1 0 15 0 1 Non examined(13)
8 0 5 6 4 4 47 07 85 0 1.2 2
12 0.5 3.2 1.5 225 1.2 19.7 02 0.7 0 0.7 07
13 1 2.5 55 1 1 6.5 2.5 3 0 0.5 1.5
X 0.2 7 53 3 2.5 11.4 0.9 5 0 1.3 1.3

2. tablazat: A kiilénb6z6 morfolégiai rendellenességek ardnya a fodrostollu magyar gunarak!
spermiuméaban (%)
gunarak(1), kis fej(2), nagy fej(3), gombfej(4), megtort fej(5), egyéb fej rendellenesség(6), ak-
roszoma rendellenesség(7), duzzadt kézépdarab(8), megtort nyak(9), dupla farok(10), megtort
farok(11), hajlott farok(12), nem vizsgalt(13)

The ratio of morphologically abnormal spermatozoa was around 37%,
which is lower than that of White Italian (White Koluda) semen with around 50%
(Lukaszewicz, 2001). The most frequent anomalies are the different types of
acrosome aberrations (11,4%) and — interestingly — the big nuclei spermato-
zoa (2,5—11%). This anomaly was shown to be frequent (10-40%) in Houbara
bustard semen (Lindsay et al., 1999) and in guinea fowl semen (Barna and
Wishart, 2002) and these spermatozoa are presumed as diploid cells. The ratio
of bulb heads — as immature forms — is high as well despite that the sperm
collections were not too frequent {once a week).
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As a conclusion, artificial sperm collection is difficult from this breed, the
reproductive season is too short to get many semen samples and the sperm
quality is a bit poorer than the average of commercial breeds. In spite of these
difficulties the need of sperm freezing of this species justifies the resumption of
such investigations.
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A MESTERSEGES TERMEKENYITES JELENTOSEGE ES
MODSZERE A LUDFAJBAN

ALMASI ANITA — BOGENFURST FERENC

SUMMARY

Almasi, A.Ms. — Bogenfirst, F.. THE IMPORTANCE OF ARTIFICIAL INSEMINATION IN GOOSE:
PRACTICAL APPROACH

Based on Hungarian experience the reason of the depression of fecundity originates from the
low level of the fertility potential of ganders due to several factors e.g. the fusariotoxin (zearalenon)
content of the feed, the phallus-disease, or the rapid decrease in the semen quality at the end of the
laying period. These phenomena could be eliminated with artificial insemination (Al). In case of
geese Al is usually used ad hoc however the low fecundity rate, the improper sex ratio and the risk
of infections during mating indicate the need of routine application of Al as well. The aim was to
develop a practical method of artificial insemination of geese, which could be applied also under
field conditions. In our presentation the necessary conditions and essential equipment are demon-
strated. The improving effect of insemination was examined in groups containing ganders and
groups without ganders. The could be increased the fertility up to 95% and 92% respectively. '

A baromfiagazat hatékonysagat nagymértékben befolyasolja a naposalla-
tok eléallitasanak koltsége ezért fontos a szaporulati eredmények javitdsa. A
lidfaj esetében a szaporulatot tilnyomérészt tradicionalisan, extenziv tartas-
moédban, természetes parzasi feltételek mellett allitjak elé. A faj koztudottan
gyenge szaporasagi mutat6i azonban az utébbi években tovabb romlottak. En-
nek elsédleges okai kozott szerepel a fusariotoxinok jelenléte, valamint a
phallusgyulladas. Ez utdbbi okai kézétt elsésorban phalluscsipkedést kell ke-
resniink, melynek f6 kivaltd tényezéi a talstimulalas és a zsufolt tartas altal oko-
zott agresszivitas.

Tapasztalataink szerint a phallusgyulladas kelld idében térténé felismerése
és a gyulladt phallust egyedek allomanybdl vald eltédvolitdésa megoldas lehet a
problémara. Nagyobb létszamu gunar kivétele esetén azonban szamolnunk kell
azzal, hogy a pétlasként bekeriildé Uj gunarak beilleszkedése akar 2-3 hetet is
igénybe vehet. Ekdzben a termékenység csdkkenését fogjuk tapasztalni.

A termékenység szempontjabodl tovabbi problémat jelent, hogy mig a tojok
folyamatosan, akar a 20 hetet is meghaladdan képesek tojastermelésre, addig
a gunarak spermatermelése — mennyiségét és minéségét tekintve — mindész-
sze 10-15 hétig kielégité. Ennek megfeleléen a tojastermelési periédus utolso
harmadaban a termékenység drasztikus csékkenésnek indulhat.

A zart, intenziv tartastechnolégia bevezetésével a termékenység altalaban
gyengébb lett, hiszen a technolégiak elsdsorban a tojok igényeinek kielegité-
sére koncentralnak, a ginarakét még nem ismerjuk kell§ részletességgel. Meg-
nyilvanul ez a takarmanyozasban is, a tojétap magas aminosav-, Ca és P-tar-
talma, valamint a zart tartasban az alacsony fénytartam és -intenzitas kedvezét-
lentl hat a spermatermelé képességre. A termelé allomanybdl kiemelt gunarak
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vizsgalata figyelmeztet arra, hogy lidallomanyainkban viszonylag nagy arany-
ban talalhatok kevés, illetve rossz minéségli spermat adé gtinarak.

Mindezen problémak csékkentésére, illetve megsziintetésére a mestersé-
ges termeékenyités bevezetese jelenthetne egyfajta alternativat (Johnson,
1954). Bar ez a modszer nem tartozik a legelterjedtebb technoldogiak kozeé,
mégis gyakorlati alkalmazasa elharithatna bizonyos magatartasbeli problé-
makat, amelyekkel a természetes parzas alkalmaval talalkozunk, és ez jelenté-
sen javitana a faj szaporasagat.

A gunarak szaporodéasbioldgiai sajatossdgai; Természetes fényviszonyok
kozoétt a tavasszal — aprilis kbézepe €s majus kdzepe kdzoétt — keltetett him-
ivart ludak posztembrionalis fejlédésében a pubertas 18. hetes életkorban indul
meg. Ekkor megjelennek az elsé spermatocitak, majd 24 hetes korban a sper-
matidak. Erett himivarsejtek elészor 30. hetes életkor koril varhatok. A gunarak
ivarérése a genotipustdl, a kornyezeti feltételektdl és a kelés idépontjatol fug-
gden korabban is bekdvetkezhet (Bogenfiirts, 1992).

Anatémiai jellegzetességek. A gunaraknak kitlirhetd, mintegy 30-100 mm
hosszu spiralis alaki parzészerve, un. phallus protrudense van. Ez nyugalmi
allapotban a kloaka bal oldalan levé tasakban helyezkedik el, merevedett alla-
potban pedig spiralisan megcsavarodott alakot vesz fel. Mérete és jellege sza-
mottevd kulonbségeket mutat a termelési idészak, azaz a szezonalis aktivitas
és a nyugalmi idészak (nyar vagy az 6sz vége) kdzott. Az aktiv, termelésre kész
gunar ivarszervének hossza elérheti a 60-70 mm-t, mig a nyari pihend (un.
fotorefrakter) fazisban vagy decemberben ez csak 20-30 mm.

1. 4bra: A giinarak spermatermelésének alakuldsa a termelési hetek soran
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Fig. 1.: Individual differences in semen production of 3 different genolype
average ejaculate volume, mi(1), weeks(2), group(3)

A tébbi baromfifajjal 6sszehasonlitva a here testnagysaghoz viszonyitott
aranya és az ivarsejtek mennyisége a ginarak esetében lényegesen kisebb. A
levehetd ondémennyiség jelentds genotipusos eltéréseket mutat, atlagosan
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0,1-0,5 ml, koncentraciéja 10-600 ezer spermium mm®-enként. A phallus fej-
lettsége és az ondotermelés intenzitasa kozott kifejezett pozitiv korrelacio van
(r=0,57-0,76). Az abran az egyedi eltéréseket lathatjuk 3, kilénb6zé genotipu-
su gunarcsoport spermatermelésében.

A gunarak onddtermelésében nagymérték(i heterogenitas tapasztalhato,
emellett pedig csak részben alkalmasak mesterséges ondévételre. Egyes meg-
figyelések szerint 20—-30%-uk, masok szerint viszont a glinarak 60%-a képes
folyamatosan megfelelé6 mennyiségli, és mindségl ondo leadadsara. Az adatok
arra utalnak, hogy a fajtak kézoétt jelentds kulonbségek vannak a masszalasra
adott pozitiv reakcioé és a leadott ejakulatum mennyiségét tekintve.

Etologiai sajatossagok: A hazilud 6se a nyari lad monogam, parkapcsolat-
ban el. Ezt a tulajdonsagot a szelekci6 eltlintette ugyan, a tojokhoz valé ragasz-
kodas azonban fennmaradt. A gunarak rendszerint mindig ugyanazokkal a to-
jokkal parosodnak még akkor is, ha termékenyité képességiik valamilyen oknal
fogva (pl. phallussérulés, illetve -gyulladas) koriatozott vagy megszint.

Az udvarlasi és parzasi ritualé a hazilid szaporodasanak fontos mozza-
nata, amelyben a toj6é aktiv szerepet jatszik. Az eredményes parzast udvarlasi
szakasz el6zi meg. Ehhez nyugodt kornyezetre van szikség. Ennek hianyaban
a folyamat megszakadhat, az allatok idegesek lesznek, ami eredmeénytelen par-
zashoz vezet. Végsd soron hibas szexualis magatartasformak (egymas phallu-
sanak csipkedése, homoszexualités stb.) alakulhatnak ki.

A termékenységet befolyasolo tényezék: A termékenység alakuldsa 85—
95%-ban kornyezetfiggé. Ezért keresnek a kutatok jol 6rokléds, a termékeny-
séget befolyasolo értékméré tulajdonsagokat, amelyek segitségével kdzvetett
Uton javitani lehetne azt. llyen lehetne az ejakuldtum mennyisége, koncent-
racioja és a spermiumok vitalitasa. A j6 spermatermeld egyedek azonban nem
feltétlentl a legjobb termékenyitdk is, mert parzasi és ivari aktivitasuk is jelentds
befolyasoié tényezd. A spermatermelésre folytatott szelekcio ezért csak a mes-
terséges termékenyités hasznalataval egyutt lehet eredményes.

A termékenységet szamos tényez6 befolyasolja, melyek kézul a legfonto-
sabbak a kdvetkezdk:

— a tenyészludak tipusa és a tenyésztési médszer;

— az életkor és a termelésben eltéitott id6;

— a tartasi korulmények (a htmérséklet, a megvilagitas tartama, a tartasi
méd);

— a takarmanyozas,

— az egeészséqi allapot.

Tenyésztési médszerek: A termékenység a kistestli, szaporasagra szelek-
talt genotipusokban kedvezébb, mint a nagytesti fajtaknal.

Az alapvett probléma a ludfajra is jellemzd tenyésztési eljarasbol adodik,
aminek kévetkeztében a gunar a tojotol eltéré6 — esetenként jelentdsen kalén-
b6z6 — genotipussa valik. Minél inkabb eltavolodik egymastol a ket vonal, azaz
minél sikeresebb a tenyésztéi munka, anndl nagyobb lesz a szuldpartojo es
himivar kozétti kilénbség, amelyre a legszélséségesebb példa a pulyka.

Az életkor és a termelésben eltéitott idé: A termékenység a gunarak életko-
raval ¢sszefliggésben sajatosan valtozik (Csuka és Ledec, 1984). Az elsd év-
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ben a legalacsonyabb, két-harom éves korban éri el a csucsat, majd a harmadik
év utan szamottevéen hanyatlik (Lukaszewicz és mtsai, 2000).

A klimatikus tényezbk termékenységre gyakorolt hatasa viszonylag kevés-
se ismert. A kérnyezet hémérséklete tekintetében megallapitottak, hogy a guna-
rak parzasi aktivitasa —2°C alatt és +25°C folott észrevehetéen visszaesik. A
nagy melegben romlik a spermatermeld képesséqg is, ezért a nyari tojastermelés
folyaman a kielégité termékenység elérésének elengedhetetlen feltetele a hitott
istallo.

A megvilagitdssal szemben a gunarak a tojokétol eltérd igényeket tamasz-
tanak. A termékenység szempontjabdl dénté fontossagu a megfeleld fénytartam
és -intenzitds, mert a gunarak altal termelt ondé mennyiségét és minbségét,
valamint parzasi aktivitdsukat alapvetéen befolyasolja (Sellier és mtsai, 1995).

A tartdsforma: A szocidlis stresszre rendkivil érzékenyen reagdalé lad ter-
mékenységét a csoportnagysag és az allomanysdriség ndvelése egyértelmiien
kedvezétlenul befolyasolja. A kis falkanagysag (250-300) kialakitasa és az
Osszeszokott allatok keveredésének megakadalyozasa egyarant fontos a jo
termékenység elérése szempontjabol (Nitsan és mtsai, 1988).

A takarmanyozas:. Alapvetd fontossagu a termékenység szinvonalanak
fenntartasaban. Mennyisége nagy hatassal van a tenyészkondiciora. A takar-
manyok mindségi mutatéi koézul annak fehérje-, energia-, vitamin- és asvanyi-
anyag-tartalma a legjelentésebb. A vitaminok kézll nagy fontossagu az E-vita-
min, hianya hereszévet-degeneraciot okoz. Termékenységi problema A-vitamin
hianya esetén is eléadddhat. A termelési idészakban nyujtott rendszeres vita-
min-kiegészitéssel a problémak megelézheték.

Telies terméketlenséghez vezethet az Gsztrogénhormon-hatédsu fusario-
toxin, a zearalenon (F-2 toxin) tartés felvétele. A gunarak spermatermelése
leall, a herék elsorvadnak. -

A betegségek szintén okozhatnak termékenységromlast, kilénésen a
phallusgyulladas (Dobos-Kovacs, 2000). Az utébbi években jelent meg az a
kérokozo jelenlétére utald elvaltozas, amelynek a termékenység szempontjabol
legjelentdsebb fejleménye a fibrines felrakédas a petevezetd falan. Hatasara a
termékenység dramaian cstkken és mesterséges termékenyitéssel sem javit-
hato, feltehetéen annak kovetkeztében, hogy a spermiumok nem képesek a
tolcsérig felhatolni. Az esetenként jelentds elhullassal jard betegség koroki hat-
terét eddig nem sikerllt megnyugtatdan tisztazni.

A termékenységi problémak jelentkezése esetén mindenekelétt a gunarak
phallusanak vizsgalata szikséges. Phallusgyulladas, illetve -sérlés diagnosz-
tizalasa esetén a beteg gunarakat emeljuk ki. A zart tartasban, nyaron termeld
ladallomany termékenysége az istalld hitésével és a fényintenzitas emelésével
jelentésen javithatd. A tartastechnologiai beavatkozasok sikertelensége kész-
tethet a mesterséges termékenyités bevezetésére.

A mesterséges termékenyités lépései: A gunarakat kilon istalléban helyez-
zik el. Fontos az istalld hészigeteltsége és — féként a nyari ciklusu sperma-
termelésre hasznalt allomany szamara — az épulet hiithetésége. Tapasz-
talataink szerint a gtnarak jol tirik a téli hideget, a nyari forrésagra azonban a
spermatermelésik teljes megsziinésével is reagalhatnak.
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A gunarakat egyedi ketrecben helyeztiik el, ugyanis igy nagyobb mennyi-
ségli és koncentraltabb ejakuldtumot nyerhetiink tolilk. Az egyedi elhelyezés
mellett a gunarak a tojokkal mindvégig hang és vizualis kontaktusban voltak.
Ezen tényezd a spermatermelés elindulasahoz szikséges 4-5 hetet 1 héttel
lerdviditette.

Megvilagitas: A gunarak igénye a fény tartama és intenzitasa tekintetében
tojokétol eltér. A j6 spermatermelés és termékenység optimalis fénytartamat a
vizsgalatok 10 és 13 é6ra kézé helyezik (Sellier és mtsai, 1995), amely valamivel
hosszabb, mint a tojastermelésé (9 6éra). A gunarak nagyobb fényintenzitast is
kivannak, ennek értéke genotipustél fliggéen 60-100 lux is lehet (a tojoké alta-
laban 40-60 iux).

A gunarak szelektdlasa: Mesterséges spermavételre a gunaraknak csak
mintegy 50-70%-a alkalmas. A fehér olasz gunarak 60-70%-a, a butykds lud
90%-a j6l reagal a masszalassal torténé onddvételre, de csak 30, illetve 50%-uk
ad megfelelé6 mindségl ejakulatumot (Lukaszewicz és mitsai, 2000; Nickolova
és Guerzilov, 2000; Kisné és Hargatai, 1995). Adott fajtan beltl az egyedek
kozétt is jelentds eltérés lehet a tulajdonsagot illetéen, és igy mind a spermavo-
lumenre, -mindségre, mind az ondoleadasi képességre eredményesen lehet
szelektalni. A valogatas torténhet napos korban, illetve felnétt allomanybél. A
naposok kozill a legjobban fejlett egyedeket vesszik ki, a tervezett mennyiség
mintegy otszorését. A fiatal madarakat specialis takarmanyozasi és tartasi
technolégiaval neveljuk fel és az allomanyt 3-4 alkalommal Gjraszelektaljuk.

Felndtt allomany esetén a gunarakat az 1-3 évesek kézul valogatjuk ki az
alabbi szempontok alapjan:

— Pozitiv reakcié a dorso-abdomindlis masszalasra (farktollak emelése,
10-15 masszirozas utan duzzadt, 6l kitapinthato phallus, erekcio, ejakulacio).

— Nyugodt vérmérseklet.

— Phallus hosszlisaga, épsége (aktiv allapotban 50—-80 mm).

— Testsuly (genotipusra, életkorra jellemzd).

— Spermamindség €s- mennyiség, folyamatos spermatermelés.

A gunarak kivalogatasa 1 héttel, illetve nehany nappal a tojokkal vald 6sz-
szeengedés el6tt torténik. A gunarak elékészitését a tojokkal parhuzamosan de
kulon istalléban végezzik. A megvilagitott 6rak szama egyforma a tojok és a
gunarak esetében, intenzitasa azonban a gunaraknal magasabb.

A valogatas soran a tervezett gunarmennyiség 140%-at (1 éves madarak-
ndl) illetve 120%-at (2-3 éves madaraknal) helyeztik egyedi ketrecekbe. A
tréning heti 2 alkalommal térténik. Ezen idészak alatt nagyon fontos a
stresszmentes kérnyezet. Ennek biztositasahoz kivanatos, hogy mindig ugyan-
azok a személyek tartozkodjanak a gunarak kézelében (Behr és Hartmann,
1992). llyen feltételek mellett a j6 minéségl sperma termelése 4-5 héten belll
megindul.

Ondoévétel, ondévizsgélat: A spermasejtek éréséhez szikséges idét figye-
lembe véve a heti kétszeri ondévétel ajanlott 72 éras kilénbségekkel, de egyes
adatok szerint a heti haromszori gy(jtést sem kéros (Lukaszewicz és mtsai,
2000). A heti kétszeri gydjtést talaltuk megfelelének, amelyet mindig ugyanazo-
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kon a napokon és lehetdség szerint a reggeli 6rakban végeztiink. Szennyezé-
désmentes ondd nyerése céljabol, a gunarakat 12 érat koplaltattuk a gydujtés
elétt. A mesterséges termékenyitéshez hasznalt gunarak szamara kialakitott
takarmanyban elényés, ha az A-, E-, és B2-vitamin-tartalmat a szokasos 1,5-2-
szeresére emeljik. Pozitiv hatasu a spermamindségre a szerves szelén adago-
lasa is (Kurbatov és mtsai, 1976).

Az onddvetelt két, allandd személy végzi. Az ejakulatum felfogasara egy
erre a célra kifejlesztett, Uvegbdl készilt mihuvelyt hasznaltunk. A masszalasra
j6l reagalé gunaraktdl mar az elsé alkalommal ki tudtuk valtani az erekciét és az
ejakulaciot. Ha egy madar 4-5 alkalommal sem mutatott pozitiv reakciét azt
kizartuk a programbél.. Az ejakulaciét kdvetéen, a phallus elernyedése utan,
lehetéség van tovabbi masszirozasra, amelynek soran a parzas soran ki nem
hasznalt onddmennyiség nyerheté. Mesterséges ondovételkor gyakran tébb
plazmaszirlet is préseldédik ki, mint a parzaskor, ami hatranyos a spermasejtek
vitalitasara. '

Fontos, hogy a gydjtés fél éranal tovabb ne tartson, mert a spermiumok
nagyon gyorsan felélik energia-tartalékaikat, amely termékenyité képességuk
cs6kkenését okozhatja (Grunder és Pawluczuk, 1991).

Uzemi kérilmények kdzétt a levett ejakulatumok an. ondékeverékbe keril-
nek, amelybe nem kerllhet bélsartdl, vértdl, hugysavtél szennyezett, sargas
szinezbdésli ondd. A keveréket a tovabbiakban mikroszképpal vizsgaljuk,
melynek soran a spermiumok motilitasat és életképességét mérjuk fel. Az on-
doékeverék higitasat koncentraciotol fuggden végezzuk, altalaban 1:1 aranyban.
Mindezen vizsgalatok 10—15 percnél t6bb idét nem vehetnek igénybe, a termé-
kenyitést amilyen gyorsan csak lehet, végrehajtjuk.

A tojok termékenyitése: A mesterséges termékenyités egyik nagy elénye,
hogy az ivararany tagithato, a gunarak spermatermelésétél fuggéen 1:5-t6l akar
1:15-ig is. Jelenleg a tojok termékenyitésére vonatkozéan a kiforditasos és a
benyulasos médszer ‘szerint jarhatunk el. A ludakra a benyulasos médszert
talaltuk a legmegfelelébbnek. A termékenyitést 15—20 millié él6 spermium/tojd
adaggal végezzik, amely elegendének bizonyul a termékenység magas szinten
tartasahoz.

Az inszeminalashoz specidlis pisztolyt és eldobhaté miszalméat haszna-
lunk. Figyelembe véve a benyulasos modszer allategészségugyi kockazatat
fontos a kéz és a miiszalma fertétlenitése minden egyes tojo utan. ‘

Az altalunk alkalmazott médszer nagylzemi kérillmények kdzétt is ered-
ményesen mikodik. A termékenységet ratermékenyitéssel (tojoallomany +
gunarak) 95%-ig, csak mesterséges termékenyitéssel (tojok gunarak nélkil)
92%-ig tudtuk felvinni.
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MATERNALIS STRESSZ HATASA A SZIKBE
DEPONALT SZTEROIDOKRA ES AZ UTODOK
SZOMATIKUS TULAJDONSAGAIRA TOKES RECEBEN
(ANAS PLATYRYNCHOS)

_ SZOKE ZSUZSANNA — FERENCZI SZILAMER —
ADAM DORA — BICZO ANDRAS — PECZELY PETER

OSSZEFOGLALAS

Emlésok és human vonatkozasban jol ismert az, hogy az anyat ért stresszhatasok az intrauterin
fejlédés élettani sajatossagai miatt attevédnek a fejlédé magzatra, és annak fejlédését tobb szinten
is karositjak. ]

A vizsgalatokban egy madar modell, a tokés réce esetében kétféle kezelést alkalmaztak. Egy-
részt a stresszor, a handling terhelés volt, melyet rovid idéintervallumon belul, t6bbszéri kézbevé-
tellel valositottak meg. Masrészt éter-inhalaciot alkalmaztak, melyet kovetéen a vérplazma korti-
koszteron koncentracioja 10—15 perc miilva szignifikansan emelkedik.

Az eredmények azt mutatjak, hogy a handling-stresszt kévetéen a kezelt csoportban tojaster-
melés révid idejii visszaesését kdvetéen né a tojastdmeg, viszont a megndvekedett tojasokbol
csokken a kikelé utédok szama. A kezelt csoport himivaru embriét tartalmazé tojasainak szikanya-
gaban a tesztoszteron koncentracié szignifikdnsan magasabb volt, mint a kontroll csoportban. A
szik 17-B-0sztradiol koncentraciéjaban nem volt kiildnbség a csoportok kozott. A kikelt, életképes
kiskacsak testsulyukat tekintve megegyeztek a kontrollal, de egy hetes korukban a kezelt csoport
utédai szignifikansan kisebbek voltak. Ez a hatranyuk megmarad a juvenilis vedlés kezdetéig. A
kezelt csoport utédai viszont gyorsabban és tébbnyire egyszerre fejezték be a vedlésiiket és igy a
12. élethéten mar utolérik, sét a gacsérok tekintetében el is hagyjak a kontroll csoportba tartozé
tarsaikat.

Az éter-inhalaciot kovetden is megfigyelhetd volt egy kismértéki tojasprodukcié csékkenés, va-
lamint egy rovidebb idejl tojastomeg emelkedés. A kelési szazalék itt is alacsonyabb és a napos-
kori testsily is elmaradt a kontrollhoz képest, viszont a 4. élethéten mar utolérte a kontroll csoportot.

SUMMARY

Széke, Zs.Ms. — Ferenczi, Sz. — Adam, D.Ms. — Biczd, A. — Péczely, P.. EFFECT OF MATERNAL
STRESS ON YOLK STEROIDS AND ON SOMATIC PARAMETERS OF OFFSPRINGS IN
MALLARD (ANAS PLATYRYNCHOS)

Two types of stress were used in female mallards to study the steroid deposition into the yolk
and some somatic parameters of F1 generation. As an effect of the handling stress the egg-
production showed a transitory decrease and the weight of eggs was higher relatively to the control
group. In the eggs containing male embryos of the handling stress effected group the testostrone
concentration of the yolk was higher than in the control eggs. The yolk concentrations of E2 didn’t
show any differences between the treated and control groups. The hatching success of the eggs
with increased weight laid by the treated ducks was lower and the ducklings were significantly
smaller in one-week’s age. The ducklings of the de-treated mothers showed a faster juvenile moult-
ing and at the end of this process their weight was similar in females and higher in the case of
males relatively to the control ones. Ether-stress resulted in a decrease of hatching percent, too,
and the one-day’s old body weight was lower.
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BEVEZETES

Madaraknal sokaig altalanosan elfogadott volt az, hogy az utédra gyakorolt
,52Ul6i hatasokat” csupan a genetikai informéacidatadas jelenti és ,normalis ész-
szetetel(i” tojas esetében egészséges utddra szamithatunk. Ez mas széval azt
jelentené, hogy az emlésoknél igazolt epigenetikus, intrauterinalis hatasok az
ovipara madarban nem jelentkeznek. Ebben az elméletben hozott alapvetd
attorést Schwab/ (1993) megallapitasa, hogy a tojas szikanyagaban RlA-val jol
meérheté mennyiségl szexualszteroidok és kortikoszteron talalhato. Ezek meny-
nyisége valtozonak tiint, példaul kiderult, hogy a kanari (Serinus canaria) toja-
saiban a tesztoszteron mennyiség fokozatosan nétt a lerakott tojasok szamaval.
A felteves szerint a névekvd szteroid koncentracié kompenzalja a késébb lera-
kott tojas és utod ,hatranyosabb” helyzetét, valamint a kelés szinkronizalasahoz
is hozzajarul, emellett a szik tesztoszteron tartalma és a kikelt fikak agresszivi-
tasa és életrevalosaga kozott hatarozott pozitiv 6sszefiiggés volt kimutathato
(Eising és mtsai, 2001).

Valészinusithetd, hogy a toj6 képes befolyasolni a tojasszik szteroid tartal-
mat, pl. annak megfeleléen, hogy a szamara attraktivabb himmel parosodik,
vagy sem. Amennyiben egy dominans és ,vonzé” him lesz a parja akkor, pl. a
tokés récénél megfigyelheté nagyobb méretii tojasok rakasa, emellett a tojas
szikanyagaban joval magasabb koncentraciéban jelennek meg az androgének
(Gil és mtsai, 1999; Cunningham és Russell, 2000). A nagyobb tojasba tébb
nutritiv &s mas biolodgiailag aktiv anyag is kertl, amelyek elésegithetik az utéd
nagyobb ratermettségét, jobb tulélési esélyét. Zebrapintyek esetében figyelték
meg, hogy attraktiv himmel valé parosodast kévetben a lerakott tojasokban
magasabb androgén koncentracié volt (tesztoszteron, androszténdion és 5a-
dihidrotesztoszteron). Az utédok ivarmegoszlasat is érintheti az iranyitott
szexual szteroid depozicio, mert ha tébb androgén kerul a tojas szikanyagaba,
akkor ez hatassal lehet arra, hogy az elsé polaros testbe Z vagy W ivari kromo-
széma fog-e kerulni (Petrie és mtsai, 2001).

Ez a néhany adat is arra utal, hogy madarak esetében is fenndll az utéd
maternalis eredetli epigenetikus ,befolyasolasanak” lehetésége. Sét nem kizart
az, hogy a tojasszam modulacidja, illetve a fészekalj egy részének sokszor
nehezen megmagyarazhato pusztulasa arra lenne visszavezethetd, hogy a tojo
egyfajta adaptacios stratégiat alkalmazva befolyasolni képes az utodszamot és
ezen keresztul javitja egy teljes populacid életben maradasanak esélyeit
(Sasvéri és mtsai, 1999,2001). '

Az utédvizsgalatoknal felmerll a kérdés, hogy a tojot ért stresszhatasok
hogyan befolyasoljak a kévetkezd nemzedéeket. Az emlésdéknél mar régota is-
mert, hogy ha egy vemhes ndsténynél glukokortikoid kezelést alkalmazzunk,
akkor az utdéd(ok) szuletési testtémege szignifikansan alacsonyabb lesz, mint a
kontroll csoportban (Seckl, 2001). Ismert, hogy a reprodukciés rata joval ala-
csonyabb a szubordinalt himekkel tértént parosodast kévetéen, mivel a rang-
sorert folytatott harcban tértént aluimaradas a glukokortikoid koncentracio né-
vekedését okozza, amely szupresszalja a him reprodukciés kapacitasat (Creel,
2001). A dominans egyedek plazmajaban az alap glukokortikoid érték maga-
sabb, mint a szubordinalt egyedeknél, de egy szocialis rangsorért vivott harc
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utan a szupresszalt egyedekben magasabb glikokortikoid szintet lehet kimutat-
ni, mint a dominans egyedekben. (Creel, 2001). A kanarinal is hasonlé jelen-
séget figyeltek meg: a fiatalabb fiékékra alacsonyabb alap kortikoszteron szint
jellemzé, mint az idésebb, dominans testvérekre, de ennek ellenére ezek a
fiokak kisebbek, gyengébb kondiciéval birnak. Ezt a jelenséget az elterd tesz-
toszteron depozicid okozhatja: a toj6 az els§ tojasba rakja a legkevesebb
tesztoszteront, majd az ezt kévetd tojadsokba fokozatosan emeli a deponalt
androgén koncentraciot. Az embrionalis kori magas tesztoszteron koncentracié
.enyhiti’ a kelés aszinkronitas negativ hatasat, mivel fokozza a fiokak ,taplalék-
koldulé magatartasat’ és ez altal néveli a kondiciéjukat (Schwabl, 1996). A két
tojast raké kéklabu szuladknal az idésebb fidka dominans a fiatalabb, szub-
ordinalttal szemben. A szupresszalt fiokaban magasabb alap kortikoszteron
érték mérhetd, amelyet valdszinlileg a dominans testvérnek valé folyamatos
alarendeltség eredményez, és ennek kovetkeztében csokken a fiatalabb fidka
kondicioja (Nufiez-de la Mora és mtsai, 1996)

A tojas szikanyaganak szteroid tartalmat tébb tényezé hatarozhatja meg: a
fejlédé embri6 ivardeterminacidja, a tojo parjanak ,mindsége”, valamint a kor-
nyezeti viszonyok a koéltési idészakban. A 10 napig inkubalt him embrié eseté-
ben a tesztoszteron és az androszténdion, mig hasonld kort néivard embridk-
nal a 17-p-6sztradiol és az 5-a-dihydrotesztoszteron koncentraciéja magasabb
a szikben (Petrie és mtsai, 2001). Fontos kérdés az, hogy az embri6é szteroid
termelését az inkubacio hanyadik napjatdl lehet figyelembe venni, hogy realis
képet nyerjunk a maternalis eredet(i szteroidok koncentracidjarél. Gilbert 1971-
ben kozolt vizsgalatai szerint az embrid ivarmirigyeknek szteroid termelése joval
a szoveti differencialodas elétt kialakul. A gonad-kezdeményekben az inkubacié
masodik napjan, mar a petefészek és a here szoveti szerkezetének elkulonile-
se elbtt A5-3B-hidroxyszteroid-dehidrogenéz aktivitds mutathatd ki. A hatodik
napon osztrogéneket, a nyolc-tiz napos csirkeembri6 ivarmirigyeiben pedig
androgéneket, dsztrogéneket és progeszteront mutattak ki (Péczely, 1987).

Fejlédé madar embribkban az ivardeteminacio és ivari differencialédas
kapcsolata a deponalt szexualszteroid és az embrid szteroid produkciéjaval
kevésbé ismert, mint emlésckben. Madarak esetében az oocyta elsé meiotikus
osztodasa, a szik beépilése utan, az ovulacio elétt par éraval megy végbe, és e
folyamat soran az egyik szex-kromoszéma a polaris testbe vandorol megha-
tarozva ezzel a tojasban fejlodé embrid ivarat. Tehat valdészind, hogy nem a tojé
deponal a kialakulé embri¢ ivaranak megfelelé mennyiségl szteroidat a tojas-
ba, hanem feltehetéen az anyai szteroidok befolyasoljak a szex-kromoszéma

ANYAG ES MODSZER

Vizsgalatainkat egy éves tékés récéken végeztilk, melyeket szabad kifutés
olakban helyeztink el. Az allatok szaméra a kacsa tojotap, mészkégritt és az
atfolyé rendszerben biztositott viz ad libitum rendelkezésukre allt. A kezelt és
kontroll csoportban is 15 tojo és 10 géacsér volt, az esetleges termékenyilési
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problémak elkerulése érdekében nem a 3:1 ivararanyt alkalmaztuk. A tojasokat
7 naponkeént raktuk be a Gergely-féle keltetébe.

Ketfele kezelést alkalmaztunk. Az elészér stresszorként a handling keze-
lést alkalmaztuk, melyet révid id6intervallumon belill, kézbevétellel, a tojok
négyszeri athelyezésével valdsitottunk meg, majd a negyedik athelyezést kéve-
tGen vert vettink a szarnyvénabol. A masodikban éter-inhalaciot alkalmaztunk.

A kisérleti protokollt az 1. {abldzat tartalmazza, a handling stresszt kétszer
ismeteltik, mely 2002. aprilis 9-én kezd6dott és teljesen megegye2|k a
handling-1-nél alkalmazottakkal

1. tablazat
Handling- és éter stressz kisérleti protokoll
Handling-stressz Eter-stressz
03.19-03.21. - 03.22 - 04. 01 05.07- 08 05. 09. - 05. 20.
e I e

Tojasgyujtés keltetésre 03. 21-16i napi 1-3 dbl Tojasgydijtés keltetésre 05. 09-tél napi 1-3 db
tojas 84 oras inkubalas szik analizis és embrid tojas 84 oras inkubalds szik analizis €s embrié
szexalas(2) szexalas(2)

Table 1: .Experimental protocol of handling and ether-stress
faeces collection(1), egg collection for hatching from 21.03 or 09.05. and 84 hours incubation of 1-3
egg/day for yolk analisis and embryo sexing(2)

A biopszia soran a szikbél a tesztoszteront (T) és 17-B-6sztradiolt (E2)
Radio Immuno Assay moédszerrel hataroztuk meg. A tojasszikbd! vald szteroid
kinyeréshez a Schwabl-féle dietil-éteres extrakciét alkalmaztuk, melyet 0,5%-os
Trlton-X 100 emulgealassal egészitettik ki. Az extrakciét kévetd visszanyerést

*H-tesztoszeteron hozzaadasaval mértik, atlagos visszanyerés: 74,63% volt. A
RIA E2 és T esetében is 2,5 mg-bdl tértént.

A mintak statisztikai analizisét Student-féle t-teszttel végeztik.

A biopszias vizsgalat soran a 8 napig inkubalt tojasokbdl eltavolitottuk az emb-
riét és Chelex 100 (Bio-Rad) extrakciéval genomiélis DNS-t izolaltunk (Walsh és
mtsai., 1991). Ezt kévetéen a mintabdl 2 mikrolitert hasznaltunk a PCR reakcio-
hoz a kovetkezo feltételek mellett:

— reakciotérfogat 50 mikroliter, reakciémix tartalmaz: 0,2 mM mindegyik
dNTP-bél, 40 pM mindegyik primerbdl, 2,5 unit Taq polimeraz (PROMEGA), 2,5
mM MgCl,, 5 mikroliter 10 x PCR puffer (PROMEGA)

— PCR primerek: a szexalashoz hasznalt két primer part /toh és mtsai.
(2001) altal végzett kisérletek alapjan terveztik.

— PCR koérulmények: 95 °C, 5 perc

95 °C, 80 masodperc

56 °C, 90 masodperc 35 ciklus
72 °C, 60 masodperc

72 °C, 5 perc

A PCR reakciét Perkin Elmer Gene Amp 2700-as tipust készulékkel vé-
geztik. A kapott termékeket 2 v/iw %-os agaréz gelen valasztottuk el 1X TBE
pufferben. Ezt kévetden etidium bromiddal festettuk a PCR termékeket.
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EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

A két handling-stressz kezelést kdvetéen a kezelt csoportban a tojasterme-
lés révid idejl visszaesését figyelhetjuk meg kuléndsen az elsd kezelést kovetd
4-5. napon, ezzel parhuzamosan emelkedik a tojassuly: atlagban mintegy 7%-
kal, (1. és 2. dbra) és ez a megndvekedett suly a vizsgalt pericdusban mind-
végig megfigyelhetdé voit. A nagyobb sulyu tojasokbdl a kikeld utdédok szama
csokkent (2. tablazat).

1. abra A handling stressz (I.) hatasara a tojastermelés
és tojastomeg valtozasai a két csoportban
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*=P<0,05 **=P<0,001 ,A": kontroll csoport ,B": kezelt csoport

Fig. 1: Effect of Handling stress-I on persistence and egg-weight in both group
egg weight(1), egg production(2), control group(3), treatment(4)

2. abra A handling stressz (ll.) hatasara a tojastermelés
és tojassuly valtozasai a két csoportban
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Fig. 2.: Effect of Handling stress-I| on persistence and egg-weight in both group
egg weight(1), egg production(2)
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Kétszeresére emelkedett az embridelhalas (korai elhalas a keltetés 7—10.
napjan), a masodik elhalasi csucsot pedig a 21. nap kéril kaptuk, de itt mar
kisebb a kilénbség a kontrollhoz képest. A befulladas mértéke mindkét cso-
portban azonosan alakult. A stresszirozott madarak tojasaiban magasabb T
koncentraciét talaltunk és jellemzé volt az, hogy ebben a csoportban a fidkak
tomeges kelése mintegy 12—24 6raval megelézte a kontroll csoportot. Ez a
megfigyelésiink megegyezik Eising és mtsai (2001) kézlésével.

2. tablazat

A kelés alakulasa a két csoportban, %

Handling stressz |. Handliing stressz [I. Eter stressz
kontroll ,A"(1) | kezelt ,B"(2) | kontroll ,A"(1)| kezelt ,B"(2) |kontroll ,A"(1)| kezelt B"(2)
83,14 60,11 76,32 57,50 62,40 44,61

Table 2.: The hatching percent in both group
control(1), treatment(2)

A tojo altal deponalt T és E2 mennyiségének és az embrionalis felvétel el-
lenérzésére megvizsgaltuk, hogy hogyan véltozik a szikben ezen szteroidok
koncentracioja az inkubacio soran. 3,5 napig inkubaltuk a tojasokat, mivel ekkor
mar az embrid tokéletesen kipreparalhatd volt. Masrészt folyamatos biopsziaval
ellenériztiik a szik szteroid tartalmanak esetleges valtozasat, hogy megallapit-
suk, hogy a 3,5 napos szikben levé szteroid koncentracié tukrézi-e az ,anyai
befektetést”. Az irodalmi adatok szerint ugyanis 10 napig inkubalt pava embri-
okbol tortént a PCR alapt ivar-meghatarozas és ugyanakkor a ,megmaradt’
szik szteroid tartalmabdl kévetkeztettek a tojo altal deponalt szteroid koncent-
raciora (Petrie és mtsai, 2001).

A tojasokbél inkubalas el6tt vett szikmintak szteroid koncentracioit vettuk
szaz szazaléknak, ehhez viszonyitottuk a keltetés kilénb6zé napjain mért érté-
keket és ezt szazalékban fejeztiik ki (24 éranként tértént a mintavétel, n=15).

Eredményeink azt mutatjak, hogy a keltetés 4. napjaig nem tortent jelentds
valtozas a szik T és E2 koncentracidjat tekintve, de az 5. napon mindkét sztero-
id esetében jelentés koncentracid valtozas volt megfigyelhetd (3. és 4. abra).
Osszességében megallapithatd, hogy az altalunk hasznalt 3,5 napig inkubalt
tojas szteroid koncentraciéi még jél tikrozik a toj6 altal deponalt mennyiseget.

Megallapithats, hogy mind a kontroll, mind a kezelt csoportokban himivaru
embriét tartalmazé tojas szikanyagaban magasabb a T koncentracio, mint a
ndivarl embriét tartalmazé tojasokban. A stresszirozott tojok nagyobb témegi
tojasaiban a him ivaru embriéknal magasabb a T koncentracié, mint a kontroll
himeknél. A néivari embriét tartalmazé tojasokban mind a kezelt, mind a kont-
roll csoportban alacsonyabb E2 koncentraciot talaltunk. Az E2 koncentracio
nem tért el a kezelt és kontroll csoportok kdzétt. Ezek a megallapitasaink ala-
tamasztjak Gil és misai (1999) és Cunningham és Russell (2000) eredményeit,
akik szerint az attraktivabb himmel parosodé tékés récék nagyobb tojasokat
raktak és ezek szikanyagaban tébb androgén volt.
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3. dbra: Az bsztrogén koncentracié valtozasa a keltetés elsé 8 napjaban
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Fig 3.: Changes of oestrogene concentration during 0—8 days of incubation
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4. dbra: A tesztoszteron koncentracio valtozasa a keltetés elsd 8 napjaban
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Fig. 4.: Changes of testosterone concentration during 0—8 days of incubation
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3. tablézat

A tojasszik szteroid koncentraciéja kontroll és ,,Handling |.” csoportokban ng/g

Q (n=13) 13,5810,66"
Kontroll.tesztoszteron(1) 2 (n=16) 20,4545 6%

Q@ (n=11) 11,59+1,36°
Kezelt tesztoszteron(2) 2 (n=14) 27.4541.09
Kontroll 6sztrogén Q (n=13) 2,2610,17°
17-R-Gsztradiol(1) & (n=16) 3,8340,34°
Kezelt 6sztrogén 2 (n=11) 2,12+0,14°
17-R-dsztradiol(2) 3 (n=14) 3,5310,37°

=p<Q,05; P°°=P<0,001

Table 3.: Yolk steroid concentrations in control and ,Handling-1” groups
control(1), treatment(2)



ALLATTENYESZTES ES TAKARMANYOZAS, 2003. 52. 2. 187

Az eletképes naposkacsak teststlya azonos volt a kontroll és a kezelt cso-
portban, de egyhetes korban a kezelt csoport utédai szignifikansan kisebbek
voltak, mint a kontroll utédok (5. tablazat). Ez a hatranyuk csak a juvenilis ved-
lés kezdetéig maradt meg, ugyanis a kezelt csoport utodai gyorsabban és tébb-
nyire egyszerre fejezték be a vedlésiket és igy a 12. élethéten mar utolérték,
sét a gacseérok el is hagytak a kontroll csoportba tartozé tarsaikat a testsuly
tekintetében. A vedlés soran bekovetkezé testtémeg-csokkenés a kontroll cso-
portban kifejezettebb volt.

4. tablazat

Az utédok testsilyanak alakulasa a handling- illetve az éter stresszt kévetSen

Napos(1) | 1.hetes(2) |4.hetes(2)| &. hetes(2) 12. hetes(2)

A maternalis handling 1121,8+1351°

stresszt kovetd F1, g(3)
Kontrolt csoport, g{(4) 32,79+4,26 | 130,4+14,8° 646,7+74,3/1092,5+144,6| 874,1+195 4

33,19+4,50 | 120,5:16,9° |614,7+98,8/1031,3+197,8| 895,0+220,1

1033,3£184,0°

A maternalis éter stresszt 3 b
kovetd F1, g(5) 31,97+4,81° | 78,0¢11,1"° [553,7274,6 - - -

Kontroll csoport, g(4) 36,06+4,64% | 97,43+6,53" [584,7+68.8 - - -
®=p<0,001 ®=P<0,05

Table 4.: Changes of offsprings’ body weight after the handling and ether treatment
one day' old(1), weeks’ old(2), F1 generation of handling stressed female group(3), control group(4),
F1 generation of ether stressed female group(%)

A kontroll csoport utédai (n=163) kozott 45% gacsér, 55% tojo, mig a
Handling-l. csoportban ez az arany: 61% gacsér, 39% toj6 volt (n=122).

Az éter-inhalaciot kévetden is megfigyelheté volt egy kismértéki tojaspro-
dukcié csékkenés, valamint egy révidebb idejd tojassily emelkedés. A kelési
szazalék itt is alacsonyabb, de a naposkori testsuly is elmaradt a kontrollhoz
képest. Tovabbi kulénbség, hogy mar 4. élethéten nem volt a testsulyban szig-
nifikans kulénbség.

5. 4bra: Az éter-stressz hatasara a tojastermelés és tojastomeg valtozasai a két csoportban
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Fig. 5.. Effect of ether-stress on persistence and egg-weight in both group
egg weight(1), egg production(2)
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Vizsgalataink arra utalnak, hogy a maternalis stressz hatasok megvaltoz-
tatjgk a szikbe deponalt androgén mennyiségét és feltevésiink szerint ezen
keresztll az utédok ndvekedési erélyét és egyes szomatikus paramétereit.
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A GYONGYTYUK (NUMIDA MELEAGRIS) VERPLAZMA
ES FAECES SZEXUALSZTEROID PARAMETEREINEK
VIZSGALATA

BICZO ANDRAS — SZOKE ZSUZSANNA — PECZELY PETER

OSSZEFOGLALAS

A legtébb baromfifaj esetében ismertek a szaporodasi ciklusra jellemzé szexualszteroid szintek,
gyongytyuk esetében az erre a témara vonatkoz6 irodalom még hianyzik. Ezért jelen munka célja
elsésorban alapadat felvétel volt tovabbi vizsgalatokhoz.

A vérplazma és faeces tesztoszteron, dehidroepiandroszteron és osztrogén tartalma kerdlt
vizsgalatra 10-10 gyéngyos tojo, illetve kakas esetében, valamint a progeszteron mennyisége tojok
esetében. Keét idészakban tértént mintagyuijtés: a tojastermelés megindulasa el&tt, valamint 80%-os
tojastermelés mellett, igy nyomon k&vethetd volt, hogy milyen valtozasok zajlanak le az ivarérés
soran a szexualszteroidok koncentraciéiban.

Kakasok esetében az androgének, tyukoknal az észtrogén és a progeszteron szintje ndvekedett
az ivarérés soran, mind a vérplazma, mind a faeces esetében. Az egyes hormonok faecalis szintjé-
nek napszakos ritmusaban a két idészak kozott a 6—12 6ras faziseltolodas figyelheté meg hormon-
tél fuggden. A vérplazma és a faeces koncentraciok kozti faziseltolédas a kapott adatok alapjan 6-
12 6ra kozé tehetd mindkét idészakban.

SUMMARY

Biczo, A. - Szdke,. Zs.Ms. — Péczely, P.: PLASMA AND FECAL SEXUALSTEROID PARAMETERS
OF GUINEA FOWL (NUMIDA MELEAGRIS)

In guinea fowl we dont't have published data on steroidal background of reproduction. In this
study basic data were collected for detailed experiments.

We measured testosterone, dehidroepiandrosterone and oestrogen concentration of plasma
and fecal samples in both sexes, and progesterone content in females. Samples were collected
before egg laying period and when persistence was 80%, so we could detect the changes of sexual
steroid concentrations during maturation.

In males the concentration of androgens, and in females the concentration of oestrogene and
progesterone increased during maturation in both feces and plasma samples. In the diurnal
changes of sexualsteroids we found a hormone dependent phase-shift (6—12 hour) between the two
periods. Our data suggested that, the phase-shift between plasma and fecal sexualsteroid concen-
trations is between 6-12 hours.
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BEVEZETES

A gyongytyuk &se, a sisakos gyongytyuk Koézép- és Nyugat-Afrika sztyep-
péin éshonos. Eurbpaba valdszinlleg a goérogok, illetve a rémaiak hoztak be,
majd szétterjedt az egész kontinensen, a tengerészek kozvetitéseével atkerlt az
Ujvilagba is, ahol elvadult és sok helyutt mar a természetes fauna részeként
tartjak szamon. Annak ellenére, hogy szubtropusi terileteken dshonos, rendki-
vili alkalmazkoddoképességének készonhetéen még Szibéridban is tenyésztik,
ahol télen a hémérséklet —50 °C ala csékken. Eurépa kdzépsd és keleti régioi-
ban még ma is a hagyomanyos extenziv médon tenyésztik, de egyes nyugati
orszagokban (Franciaorszag, Olaszorszag) mar hibridekre alapozott intenziv
technolégiaval jelentds arutermeld agazatta valt a gyéngytyaktenyésztés (Horn,
2000). Kivalé mindségii husa mellett elterjedtek egyéb hasznositasi maédjai is
(toll, vadaszat), valamint biolégiai adottsagai révén jelentds szerepre tehet szert
a manapsag egyre népszerlibb 6ko-, vagy biogazdalkodasban. Annak ellenére,
hogy a gydngytyuk mar régéta szerepet jatszik az allattenyésztesben, szapo-

szabalyozasarél nem talalhaté adat.

A szteroid analitikai elterjedt modszere a vérbdl térténé hormon-meghata-
rozas mellet, ma mar a laboratériumunkban kidolgozott faecalis szteroid anali-
zist (Kelemen és Péczely, 2000, Kelemen és mtsai, 2002) is biztonsaggal al-
kalmazzuk. A mbdszerrel j6 eredményeket ertink el mar tuzokon (Biczo és
mtsai, 2000; 2002), seregélyen (Pintér és Péczely, 2002), tokés récén (Ladjan-
szky és mtsai, 2002), valamint tovabbi vizsgalatok folynak érvés légykapén és
vizirigén.

Jelen munkank elsésorban alapadat-felvételnek tekinthetd, hiszen egy na-
gyobb kisérletsorozat bevezetésének szantuk, melynek soran hosszu tavu
szezonalitasi és stresszvizsgalatokat terveziink.

ANYAG ES MODSZER

A mintagylijtéseket a godolléi Kisallattenyésztési és Takarmanyozasi Kuta-
téintézetben végeztik. 10-10 kékesszirke gydngytyuk tojét és kakast helyez-
tink el egyedi ketrecekben, ivoviz és takarmany ad libitum allt rendelkezésiikre.
A ketrecek alatti tragyafelfogo lemez lehetévé tette az egyedi faecesminta gydj-
test. Az allatok intenziv tojohazi megvilagitasban részesiltek. '

Az elsd mintavételre januar 24-én, még a tojastermelés megindulasa elétt
kerlt sor, a masodik mintavételt februar 24-én végeztik, mikor a tojastermelés
megkdzelitette a 80%-ot. Mindkét idészakban 10 és 16 orakor végeztiink vérvé-
telt és 10, 16, 22, 04 érakor faecesgyjtést.

A vérmintavétel heparinos fecskendovel tértént, majd cenrifugalassal (3000
rem, 20 min) valasztottuk el a plazmat. A faecesmintakat és a vérplazmat fel-
dolgozasig -20 °C-ra fagyasztva taroltuk.

A vérplazma és a faeces elbkészitése a radioimmunoassay-ra eltéréen tor-
tént. Vérplazma esetében minden minta adott mennyiségét (0,5 ml) harom alka-
lommal extrahaltuk 20 térfogategység dietil-éterrel. Faecesmintak (0,5 g) ese-
tében a haromszoros éteres extrakciot 10%-os natrium-lauril-szulfat oldattal
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(SDS; C12H2sNa0O,S) torénd lipid emulgeéacié elézte meg, mely a faecesben
levd szexualszteroid metabolitok lipidekto! torténo elvalasztasat segiti eld.

A szteroid meghatarozast plazma esetében 0,1 ml-es, faeces esetében 2
mg-os higitasbol végeztik A tesztoszteron (T) RIA kivitelezése Jallageas
(1975) moédszere szerint, a progeszteron (P4) RIA kivitelezése Abraham és
mtsai (1971) modszere szerint, Az 17-B-¢sztradiol (E2) RIA kivitelezését a
Mikhail és mtsai (1970) modszerének megfelelden tortént. A dehydroepian-
droszteron (DHEA) meghatarozast pedig Fehér Tibor (szobeli kézlés) mod-
szerével vegeztilk. Az antiszérumhoz kétédott (B) radioaktivitas (cpm) meghata-
rozasa LKB-Wallack tipust Scintillaciés Spektrométer segitségével tortént. A
kapott eredményeket standard gérbén értékeltik, majd a szteroid koncentracio-
kat plazma esetében pg/mi, faeces esetében ng/g faeces-ben adtuk meg.

A recovery (szteroid visszanyerés) mérését, exogén haromszorosan tricialt
tesztoszteron hozzaadasaval végeztik: a homogenizalt mintdkhoz 200l
(= 4000 cpm) *H-T/ g faeces adtunk, ezek utan kezdtuk meg a tisztitasi és ki-
nyerési procedurat. Az extrakciok utan ismert aranyld mennyiségeket vettink ki
mérékuvettaba, a beutésszam méréséhez a kivettakat szcintillacios koktéllal
toltottuk fel, és a radioaktivitds meghatarozasara LKB-Wallack tipust szcintil-
lacios spektrométert hasznaltunk. A szamitott és mért beitésszamok aranyabdl
kiszamitottuk a T visszanyerési aranyat, mely atlaga faeces esetében 72% volt.
A statisztikai értékelést MINITAB programcsomag segitségével végeztuk.

EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

A vizsgalt szteroidok koncentraciéit és egymashoz vald viszonyukat az
1. &bran lathatjuk.

Kakasok esetében a vizsgalt szexualszteroidok kézil legnagyobb mennyi-
ségben — a faeces és vérmintakban egyarant — a tesztoszteron (T) fordult elé.
Az ivarérés soran koncentraciéja megemelkedett és ez a ndvekedés a vérplaz-
ma esetében szignifikans volt (P<0,0001). A masodik legnagyobb koncentraciét
a masik androgén, a dehidroepiandroszteron (DHEA) esetében mértik. Az ivar-
érés soran ezen szteroid esetében is megfigyelheté volt egy kis koncentracié
emelkedés, mely faeces esetében szignifikans volt (P<0,0004). A legkisebb
koncentracioban a 17-B-6sztradiol (E2) volt jelen mind két mintatipusban, a
varakozasoknak megfeleléen. A vizsgalt idépontok kdzétt mennyiségében eny-
he csokkenés volt megfigyelhetd. -

Tyukoknal legnagyobb mennyiségben szintén a T fordult elé mind a
faecesben, mind a vérplazmaban. Ez a magas T koncentracio tojok esetében
tobbféle médon indokolhaté. Egyik valészinl ok, melyre mar tébb publikacio is
utalt, hogy a tesztoszteron lényegében csak prehormonnak tekinthett eés
metabolizacié (aromatizacio, redukcié) soran alakul at aktiv (6sztrogén, 5o-
dihydrotesztoszteron), illetve inaktiv (58-dihydrotesztoszteron) szteroidokka.
Ezzel is magyarazhato, hogy mig a vizsgalt két idészak soran mennyisége a
veérplazmaban nétt, ezzel parhuzamosan a faecesben csokkent. A tojok esete-
ben mért magas T koncentracio a tojok parvalasztasi magatartasaval is indo-
kolhato, hiszen tébb tojo is tartozik egy kakas haremébe és a kéztik levo rang-
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sor kialakitasaban a magasabb T koncentracié elénnyel jar. A T utan a masodik
legnagyobb koncentraciot — az irodalomban leirtak alapjan (Péczely, 1987) —
verplazma esetében a progeszteron (P4) esetében mértik, azonban, a
faecesben ennek a szteroidnak volt a legkisebb a mennyisége. Ez azzal ma-
gyarazhato, hogy a P4 a tébbi szexuélszteroiddal ellentétben joval nagyobb
mertékld metabolizacié utan, 5a-, és 5B-pregnanok formajaban keril a faeces-
be. Koncentracidja az aktiv tojastermelés idején kis mértékben megemelkedett
a rendszeres ovulacioknak készénhetéen. A vérplazmaban a tojastermelés
megindulasa elétt a harmadik legnagyobb koncentraciot a DHEA adta, majd a
legkisebbet az 6sztrogén, de a tojastermelés idején, mikor a tuszbérés rendsze-

(P=<0,022) és a vérplazma (P<0,0028) esetében is szignifikans voit.

1. dbra: A szexualszteroidok koncentracidinak osszehasonlitasa
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Fig. 1.: Concentrations of sexualsteroids in males and females
males(1), females(2)

A faecesben meért szexualszteroidok diurndlis ritmusa esetében a két id6-
pont kdzott egy fazis eltolédas volt megfigyelhetd, mely hormononként eltéréen
alakult. Tojoknal a T és E2 esetén a januari és a februari hormongorbék kozott
egyarant 12 éras eltolodast feltételeziink, mig kakasoknal ez az érték T eseté-
ben 6 dra volt, E2 esetében pedig a két gérbe napi ritmusa nagyon hasonléan
alakult. A DHEA mindkét ivarnél 6 éras eltolédast mutatott, a P4 esetében vi-
szont szinte teliesen megegyezett a két idészakban a napi ritmus. A 2. dbrén
koztuk levé 12 éras eltolodast.

Osszefoglalva tehat az mondhaté el, hogy a szaporodas szempontjabdl ak-
tiv és inaktiv idészakokban mért faecalis szexualszteroid szintekben hormontél
fuggéen 0-12 o6ras eltolodas figyelheté meg. Mivel mar szamos faj esetében
rendelkeziink a szaporodasi ciklus tébb fazisaban is faecalis szexualszteroid
adatokkal, ezért tervezzik, hogy a jovdben tobb faj esetében is végzink vizsga-
latokat ebben a témakdrben az eredmények tovabbi megerésitése érdekében.
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2. 4bra: A faecalis E2 koncentracié napi ritmusa a két idészakban
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Fig. 2: Diurnal changes of E2 in hens

Korabban mar megfigyelték tékés réce esetében (Ladjanszky és mtsai,
2002), hogy adott szexualszetroid faecalis és plazma koncentracidi kozott fazis
eltolédas (phase shift) figyelheté meg. Ennek értékét tehat az ugynevezett
faecalis késés adja, vagyis a faeces és vérplazma csucsok koézti idékuldnbseg.
Ertékét a szteroid fajtajatol és szaporodasi ciklustél fuggéen 8-12 érara be-
csulték. Jelen vizsgalatban a szexualszteroidok vérplazma és faecalis koncent-
raciéi k6zotti kapcsolatot csak rovid intervallumon belil tudtuk vizsgalni a kevés
vérminta miatt. Azonban a vérvételi idépontok kozétt koncentracidvaltozasok
tendenciajat 6sszevetettilk a faecalis gorbékkel és azt kaptuk, hogy a phase-
shift értéke valdszinlileg 6-12 6ra kézott van. Az eredmények tovabbi ponto-
sitdsara még tovabbi, nagyobb mintaszamot feldoigozé vizsgalatot tervezunk.

Vizsgalatunk konkluzidjaként elmondhaté, hogy a faecalis szetroid analizis
gyongytyuk esetében is j6l hasznalhaté. Tovabbi viszgalatokat terveziink meég a
szetroid elvalasztas, kiurllés, a szezonalitas és ivarérés, valamint a maternalis
stresszhatasok témakoérében, melyhez az altalunk mar rutinszertien alkalmazott
faecalis szetroid analizis rendkivil j6 mdodszerként, eddigi eredmeényeink pedig
jo kiindulasi alapként szolgalnak.
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‘A SEREGELY (STURNUS VULGARIS) MELLEKVESE
SZOVETTANI JELLEMZOI A SZAPORODASI, VALAMINT AZ
OSZI REAKTIVACIOS IDOSZAKBAN

PINTER, OTTO - PECZELY, PETER

OSSZEFOGLALAS

A szerz0k Magyarorszag é&s Jugoszlavia kilonbézo teriletein gytijtott seregélyek mellék-
veséjének szbvettanat vizsgaltak a szaporodasi és az 9szi reaktivaciés periodusban. E célra a ma
mar igen elterjedt image-analyzeres technikat alkalmaztak.

A mellékvese elemzése soran az interrenalis és az adrenalis allomany kozétti arany, valamint
az interrenalis allomany harom zdnajaban levd sejtmagok nagysaga keriilt vizsgalatra az alabbi
idépontokban: marcius, aprilis, majus, augusztus-szeptember és oktober.

Az interrenalis/adrenalis hanyados fokozatos novekedést mutat marciustdl augusztus-szep-
temberig, majd értéke oktéberben nagy mértékben lecsékken. A sejtmagok mérésénél nagy esést
tapasztalunk aprilisban, majd majustd! novekedd tendencia figyelhetd meg a harom zénaban. Min-
den esetben a kilsé zéna sejtmagjai dominaltak kilénosképpen aprilisban (P<0,001), augusztus-
szeptemberben (P<0,001) és oktéberben (P<0,001). A kisérletek bizonyitjak, hogy a sejtmagok
nagysaga és a here funkcidja reciprok antagonizmust mutat az éves ciklus folyaman.

SUMMARY

Pintér, O. — Péczely, P.. ROLE OF ADRENAL GLAND IN BREEDING AND NONBREEDING
SEASON IN EUROPEAN STARLING (STURNUS VULGARIS)

The adrenal glands of European starlings were collected in March, April, May, August-
September and October in different parts of Yugoslavia and Hungary.

The adrenal tissue samples were analyzed by SPOT-Advanced software, when in the interrenal
tissue the nucleus sizes (in the supposed 3 zone) and the surface of interrenal and adrenal tissue
were measured. )

We find that the interrenal/adrenal ratio increased from March to August-September-, while in
October it was the smallest. The nuclear sizes in the peripheral zone were the biggest in every
cases and it significantly decreased in April, while it increased in May again and it was continuously
until October when it reached the maximal size. In the middle and internal zone the nucleus sizes
show almost the same picture like the previous zone.
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BEVEZETES

Altalanosan elfogadott, hogy a madar mellékvesében — némi eltéréssel
bizonyos fajok kézétt — az interrenalis alloméany sejtjei tdmoér sejtkdtegekben
(periférias rész) vagy oszlopokban (mélyebb rész) rendezédnek el, az adrenalis
allomany pedig kilonbdz6 szamu sejtekbdl allé csoportokban, szigetekben vagy
gocokban helyezddnek el a kéregkétegek kézoétt (Guzsal, 1981). Tébb kisérlet
alapjan bebizonyosodott, hogy az interrenalis allomanyban nem csak morfo-
I6giai, hanem funkcionalis eltérések figyelheték meg. Vigh és Kondics (1984)
galambokat, Na-gazdag taplalékon tartva kimutattak, hogy a periférias kéregsej-
tek lipidszegénnyé valnak. Az eltiint lipid az aldoszteronszekrécid helyét lokali-
zdalja. Ha viszont ACTH-kezeléssel a glikokortikoidok szekréciojat fokoztak,
akkor a lipidcseppek a mélyebben fekvd sejtekbdl tlintek el. Mikami és mtsai
(1980) japan furjek mellékveséjének kéregszdvetében zonalisan elhelyezkedd,
kilonb6zé nagysagu és tipusu sejteket taldltak. A subcapsularis (periférias)
zéna |. tipusu sejtiek az emlésék zona glomerulosa-janak, az alatta levé Il. tipu-
si sejtek az emlésok zona fasciculata-janak, a mélyen fekvé Ill. tipusu sejtek
pedig az emlésok zona reticularis-anak sejtjeivel mutatnak hasonlésagot.

Bhattacharyya és Ghosh (1965) tobb madarfaj esetében figyelte meg mel-
lékvese szezonalitast, a hazi veréb mellékvese kéregallomanyanak térfogata a
szexualisan inaktiv idészak 75%-r6l a fészkelési idészakban 90%-ra nétt.
Moens és Coessens (1970) szerint a hazi veréb mellékveséjének a tbmege a
szaporodasi periodusban megné, tovabba a periférias zona sejtmagjai a téli
nyugalmi fazis idején nagyobbak, mint a centralis zoénaban, a fészkelési id&-
szakban viszont forditott a helyzet.

Vizsgalatunkban egy hatarozott szezonalitasu madar, a seregély esetében
tanulmanyoztuk a mellékvese struktura valtozasait. Célkitizésunk kettés volt:
1. kimutathaté-e az interrenalis allomany zonacioja, 2. milyen &sszefiggés je-
lentkezik a gonad funkcidé szezonalitisa és a mellékvese szévettani szerkezet
valtozasai kézott.

ANYAG ES MODSZER

A mintak gydjtését lég- és sorétes fegyver segitségével vegeztuk Magyar-
orszag és Vajdasag (Jugoszlavia) kulénbozé tertletein, 2000 majusétol 2001
marciusaig. Ot csoportot kuldnitettink el idépont szerint, mégpedig: marcius,
aprilis, majus, augusztus-szeptember és oktéber csoportokat. A meglétt mada-
rakbol kiemeltik a gonadokat és a mellékveséket, majd Bouin-fixaloba helyez-
tuk oket, 3—4 orat. A fixalast kovetéen a szerveket Péterfi-féle kettdés beagya-
zassal dolgoztuk fel. A beagyazott szervek metszését Reichert-féle szanka
mikrotommal végeztik, melynek soran 5 mikrométer vastagsagu metszeteket
kaptunk. Ezeket haematoxylin-eozin eljarassal festettik meg (Krutsay, 1980).

A vizsgalat folyaman a mellékvese interrenalis, valamint adrenalis allo-
manyanak a terlletét mértuk, tovabba masodik l1épésként az interrenalis allo-
many harom zéna sejtmagméretének a meghatarozasa volt. A mérések image-
analyzeres technikaval torténtek és a kapott eredményeket Student-féle t-teszt
modszerrel elemeztik.
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EREDMENYEK

A seregély mellékveséjének altalanos jellemzése: A mellékvese voréses
barna szin( szerv, amelyet kotdszoveti tok burkol. A seregély esetében is meg-
figyelheté az, hogy a mellékvese kézponti része sinusokban gazdag, melyek
bOségesen tartalmaznak vorés vérsejteket. Egyes esetekben mélyen az
interstitiumban nyirokcsomocskakat figyelhetiink meg.

Az interrenalis kétegekben a kilsé (subcapsularis) zéna gomba vagy patko
alaku, kissé hasonlé szoveti szerkezetet mutatva az emlés mellékvesekéreg
zona glomerulosa-javal. Az alatta levd interrenaiis koteg részek legtobbszor
radialis lefutasuak, megnyult oszlopos szerkezettel. Benniik a sejtek parosaval,
kézvetlenl egymas mellett szorosan helyezkednek el. Ez a kézépsé zdna fog-
lalja el a kéregallomany tertletének legnagyobb részét, és nagy hasonlosagot
mutat az emlésok mellékvesekéreg zona fasciculata-javal. Az interrenalis allo-
many bels6 elemei gyakran nehezen attekinthetd, rendezetlen kétegeket alkot-
nak. a szerv centrumaban levd vérér sinusok mentén. Az interrenalis allomany
zonacidja minden egyes mintaban megfigyelhetd, vagyis tipikusnak mondhaté.

Az adrenalis allomany is csaknem minden esetben jellegzetes teruleti meg-
oszlast mutat. A kétdészévetes tok alatt rendszerint egy vékony adrenalis zdna
talalhato, melybdl kisebb-nagyobb megszakitdésokkal keskeny gerendak nyo-
muinak a mellékvese kézepe felé.

Az interrenalis/adrenalis alloméany szezonélis valtozdsa: A seregély mel-
leékveséjének interrenalis és adrenalis &llomanya a vizsgalt idészakokban jol
erzekelhetd valtozasokat mutat (1. tablazat.). Megfigyelhetd volt, hogy a mada-
rak tavaszi megérkezesét kdvetd idészaktdl az interrenalis/adrenalis hanyados
folyamatos novekedést mutatott a nyar végeig (7. abra). Legmagasabb értéke
(2,82) az 6szi részleges ivari reaktivacio idejére esik. Az oktdberben mért igen
alacsony érték pedig a vonulas okozta stresszel hozhat6 6sszefuggésbe.

1. tablazat

Az interrenalis és adrenalis allomany szazalékos megoszlasa az éves ciklus folyaman

marcius(1) aprilis(2) majus(3) | aug.-szept.(4) | oktéber(5)
interr. % 69,2 72,7 734 73.9 65,3
adren. % 30,8 27,3 26,6 26,1 34,7

Table 1.: Interrenal and adrenal percentage distribution during the annual biocycle
March(1), April(2), May(3), August-September(4), October(5)

Az interrenalis allomany hérom zdénédjanak szezondlis véltozdsai és az
egyes z6nak sejtmagjainak csoportok kozdtti ésszehasonlitasa: A sejtmagok
csoportonkénti nagysagaban, mind a harom zénéban, ugyancsak szezondlis
valtozasok tapasztalhatéak (2. 4bra). A koltés elbtti (marcius) idészakban a
sejtmagok nagysaga magas értéket mutatnak mind a harom zénaban, majd a
koltés kezdetén ennek értékében erds csokkenés észlelhetd.
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1. 4bra: A mellékvese interrenalis /adrenalis hanyadosanak valtozasa csoportonként
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Fig. 1.: The changes of the interrenal/adrenal ratio
as in Table 1.(1-5), interrenal/adrenal ratio(6)

2. dbra: A sejtmagok mérete zénankeént és csoportonként

sejtmagmeéret(6)
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marcius(1) aprilis(2) majus(3) aug-szept(4) oktéber(5)

Okilsé zona atl.(7) Okozép. zona atl.(8) Mpelsé zona &tl.(9)

Fig. 2.: Nucleus sizes in three zones of the interrenal tissue during the annual biocycle
as in Table 1.(1-5), nucleus sizes(6), peripheral zone(7), middle zone(8), internal zone(9)

Végul a postnuptialis idészakban (majusban) a sejtmagok méretében no-
vekedést figyelhetink meg és ezt a névekvé tendenciat oktdberig meg is tartjak.
Szignifikans kiilénbséget talaltunk az aprilisi kils6 és kdzépsé zéna (P<0,001),
az augusztus-szeptemberi kilsé és k6zépsd zéna (P<0,001), valamint a kilsd
és bels6é zéna (P<0,001), végul az oktéberi killsé és kézépsd zéna (P<0,001),
sejtmagjainak méretei kozott. Jellemzdnek talaltuk azt, hogy minden esetben a
kilsé zéna sejtmagjai voltak a legnagyobbak; mégpedig szignifikans kalénbség
mutatkozott a marciusi és aprilisi kilsé (P<0,001), valamint a majusi csoport
megfelelé zénajanak sejtmagjai kézott (P<0,001). A here témege marcius eleje
és Aprilis kozott erésen né (udvarlasi-parzasi idészak) — ekkor az interrenalis
allomany jelentésen cstkken, ami féként a periférias zénara jellemzé. Augusz-
tus-szeptemberben a seregély részleges ivari reaktivacioja kovetkezik be (a
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hirpek Ujbdl enekelnek, udvarlas jelentkezik). Ekkor a here témege minimum
szintre csOkken, viszont a mellékvese interrenalis allomanya (féként a periférias
zonay) erésen megnévekszik.

KOVETKEZTETESEK

A madar melékvese corticalis allomanyanak funkcionalis zonaciojarol vi-
szonylag kevés kdzlemény jelent meg. Kondics (1963), Péczely (1964), Kondics
és Kjaerheim (1966) adatai szerint a periférias zona soéterhelésre atréfiaval rea-
gal, mig a kézéps® zona ACTH-kezelést kévetéen mutatott jelentds hipertrofiat.
A belst zona mikodésére vonatkozdan viszont nem alakult ki egységes véle-
mény.

Seregelyen végzett vizsgalataink szerint a mellékvese interrenalis allomanya
valamennyi vizsgalt idészakban zonalis felépitést mutat, amennyiben a kilsd
zona sejtmagjai a legnagyobbak és a periférias kotegek minden esetben jol
elkaloniitek. Adataink igy alatamasztjak a korabbi irodalmi kézléseket, ameny-
nyiben Miller és Riddle (1942), Mikami és mtsai. (1980) az interrenalis allomany
periférias zonajaban talaitak nagyobb méretii sejteket. igy adataink is valészi-
nusitik a funkcionalis zonacio létezését.

Keveset tudunk a madar mellékvese és a gonad funkcié szezonalis kapcso-
latairol. Bhattacharrya és Ghosh (1965) szerint a hazi veréb interrenalis allo-
manya a fészkelési idészakban névekszik, mig a szexualis nyugalom idején
csokken. Seregélyben forditoft iranyu valtozast figyeltink meg: a maximalis
here (és petefészek) méret idészakaban (aprilis) a legkisebbek az interrenalis
allomany magvolumenei, mig augusztus-szeptemberben és oktéberben voltak
ezek az értékek legnagyobbak. Seregélyben tehat valészinG, hogy a gonad
mikodés és a mellékvese corticalis mikddése kdzott reciprok antagonizmus
van.

A seregélyre is jellemzé 8szi, részleges szexoualis reaktivacié idején (au-
gusztus vége, szeptember) a mellékvese interrenalis allomanyanak periféras
zénaja hatarozott hipertrofiat mutat, ami arra utal, hogy a magatartas-mintazat
jellemzé megvaltozasai az ebben a zénaban termelt szteroid hormonokkal,
esetlegesen androgénekkel lehetnek kapcsolatban. Ezt a feltevést latszanak
alatamasztani Soma és Wingfield (2001) adatai, mely szerint ebben az idészak-
ban az Eszak-Amerikai Melospiza melodia vérében megemelkedik a dehidro-
epiandroszteron koncentracioja.

IRODALOM

Bhattacharrya, T. K. — Ghosh, A.(1965): Seasonal histophysiologic study of the interrenal of the
house sparrow. Acta Biol. Hung., 16. 1. 67-77.

Guzsal, E.(1981): Haziallatok szdvettana. Mezégazdasagi Kiadd, Budapest.

Kondics, L.(1963): Uber die Wirkung des Kochsalzes auf die interrenalen Zellen der Nebbeniere bei
Haustauben. Ann. Univ. Sci. Rolando Eétvos Nom. Sect. Bioi., 6. 101-107.

Kondics, L. ~ Kjaerheim, A.(1966): The zonation of interrenal cells in fowls (an electron
microscopical study). Z. Zellforsch., 70. 81-90.

Krutsay, M.(1980): Szdvettani technika. Medicina Kdnyvkiad6, Budapest



200 ALLATTENYESZTES ES TAKARMANYOQZAS, 2003. 52. 2.

Mikami, S. — Takagi, T. — Farmer, D.S.(1980): Cytological Differentation of the interrenal tissue of the
japanese quail (Cotumix coturnix). Cell Tissue Res., 208. 353-370.

Miller, R.A. — Riddle, 0.(1942): The cytology of the adrenal cortex of normal pigeons and in
experimentally induced atrophy and hypertrophy. Am. J. Anat., 71. 311-341.

Moens, L.~ Coessens, R.(1970). Seasonal variations in the adrenal cortex cells of the house
sparrow (Passer domesticus L.), with special reference to a possible zonation. Gen. Comp.
Endocrinol., 15. 95-100.

Péczely, P.(1964): The adaptation to saltwater conditions of the adrenal structure in various bird
species. Acta. Biol. Acad. Sci. Hung., 15. 171-179.

Soma, K K. — Windfield, J.(2001). Dehydrepiandrosteron in songbird plasma: seasonal regulation
and relationship to territorial aggression. Gen. Comp. Endocrinol., 123. 2. 144-155.

Vigh, H.B. — Kondics, L.(1984): Osszehasonlité szévettan. Tankényvkiadd, Budapest

Szerz6k cime: Pintér, O. — Péczely, P.. Szent istvan Egyetem,

Authors’ address: Mezbgazdasagi- és Kérnyezettudomanyi Kar
Szent Istvan University, Faculty of Agricultural and Environmental Sciences
H-2103 Goédollo, Pater K. u. 1.
e-mail:fringila@freemail.hu


mailto:fringila@freemail.hu

UTMUTATO A KEZIRATOK ELKESZITESEHEZ

Az Allattenyésztés és Takarmanyozas kéthavonta megjelené tudomanyos folydirat,
foglalkozik az allatitermék-eldallitas valamennyi agaval, beleértve az Gsszes allatfajt,
azok tenyésztését, tartasat, takarmanyozasat és az életfolyamatokkal kapcsolatos min-
den kérdéskort. Kozol elsésorban eredeti tudoményos kézleményeket, de egyes esetek-
ben a targykorhoz tartozd szakirodalmi attekintéseket és sziikség szerint idészerd terme-
lespolitikai koncepciokat, szemle cikkeket. Tajékoztatd céllal ismertet disszertaciokat,
beszamoldkat tudomanyos rendezvényekrél, 6sszefoglalokat az egyetemek és a kutatd-
intézetek kiadvanyaibdl. A cikkeket magyar vagy angol nyelven, az &sszefoglalokat, a
tablazatokat és az abraszévegeket mindkét nyelven kozli.

A kéziratokat harom példanyban, nem szerkesztett valtozatban, irégéppel, vagy
nyomtatoval jol olvashatdan leirva kell a szerkesztéség cimére megkuldeni. A beérkezett
kéziratokat a szerkesztéség (anonim) lektoraltatja, és amennyiben szikséges (ugyan-
csak anonim) visszakildi a szerzé(k)nek a végleges valtozat elkészitése érdekében.

Az elfogadott kdzlemények végsé valtozatat elektronikus verziéban (3,5 HD/DD
floppy vagy e-mail) és két kinyomtatott példanyban kell a szerkesztéség cimére bekiil-
deni. A kozlés koltségmentes, az elsé szerzé 50 kiilonlenyomatot kap.

Felvilagositas a kozléssel kapcsolatban, a szerkesztdségben:

Allattenyésztési és Takarmanyozasi Kutatointézet, 2053 Herceghalom, Gesztenyés u. 1.,
Tel.: 23-319-133/225; FAX: 23-319-133/120; E-mail: jgundel@atk.hu vagy szerk@atk.hu

Az Utmutaté teljes szoévege az Allattenyésztés és Takarmanyozas, 2000. 49. 2.
189-192. szamaban olvashato, illetve az Internetrél letdlthetd:

http:/www.atk.hu/magyar/MagyHaszUt.htm

GUIDE FOR AUTHORS

The Hungarian Journal of Animal Production is a bimonthly scientific journal dealing
with all of the branches of animal production, including all of the species, their breeding,
keeping and feeding, and the whole sphere of question's connected to their vital proc-
esses. Mainly original scientific papers, but in some cases also review articles and up-to-
date production political conceptions are published. Information is given on dissertations,
scientific meetings and on reports of universities and research institutes. Articles are
published in Hungarian or English, summaries, texts of tables and figures in both lan-
guages.

Manuscripts should be sent in three copies, written in well readable in non-reducted
form by typewriter or printer to the address of the editorial office. Manuscripts are
anonymously reviewed, and if necessary (also anymously) returned to the author(s) for
the formation of the final version.

The final versions of the accepted publications should be submitted in electronic
version (3.5 HD/DD floppy or E-mail) plus in two printed copies to the address of the
editorial office. Publishing is free of charge, 50 reprints are sent to the first author.

Publication related information may be obtained from the editorial office: Research
Institute for Animal Breeding and Nutrition, H-2053 Herceghalom, Gesztenyés u. 1.,
Phone: +36-23-319-133/225; FAX: +36-23-319-133/120; E-mail: jgundel@atk.hu or
szerk@atk.hu

Full text (in English) of guide for authors see on the Internet:

http:/www.atk.hu/english/AngHaszUt.htm


mailto:jgundel@atk.hu
mailto:szerk@atk.hu
http://www.atk.hu/magyar/MagyHaszUt.htm
mailto:jgundel@atk.hu
mailto:szerk@atk.hu
http://www.atk.hu/english/AngHaszUt.htm

ALLATTENYESZTES és TAKARMANYOZAS

Fészerkeszt6 (Editor-in-chief): GUNDEL Janos (Herceghalom)
Szerkeszt6 (Editor): REGIUSNE MOCSENY| Agnes (Herceghalom)
A szerkesztéség tanacsado testiilete (Editorial advisory board):

Elnok (President): BODO Imre

BREM, G. (Ausztria) BALTAY Mihaly (Budapest) MARTON Istvan (Budapest)
HABE, F. (Szlovénia) DEMETER Janos (Budapest) MEZES MikIos (Godolls)
HAN, in K. (Korea) DOHY Janost (Budapest) MIHOK Sandor (Debrecen)
HODGES, J. (Ausztria) FESUS Laszlo (Herceghalom) RAFAI Pal (Budapest)
JUST, A. (Dania) HORN Artdr (Budapest) SCHMIDT Janos (Mosonmagyarovar)
KRAUSSLICH, H. (Németorszag) HORN Péter (Kaposvar) SZABO Ferenc (Keszthely)
MARTIN, T.G. (USA) INCZE Kalman (Budapest) SZAKALY Sandor (Pécs)
VERSTEGEN, M.W.A. (Hollandia) KARPAT! Jozsef (Kaposvar) SZALAY lIstvan (Godolis)

KESERU Janos (Budapest) VERESS Laszio (Debrecen)

KOVACS Jozsef (Keszthely)

Szerkesztdség, Allattenyésztési és Takarmanyozasi Kutatéintézet

kiadéhivatal Research Institute for Animal Breeding and Nutrition

(Editorial and 2053 Herceghalom, Gesztenyés ut 1.

publisher office): T/F: (36) 23-319-133 E-mail: szerk@atk.hu http:/www.atk.hu
Felel6s kiado (Publisher): FESUS Laszl, féigazgato

HU ISSN: 0230 1814

A lap a Foldmiiveléslgyi és Vidékfejlesztési Minisztérium tudomanyos folydirata
This is a scientific bimonthly journal of the Ministry of Agriculture and Regional Development
A kiadast tamogatja: Foldmiivelésiigyi és Vidékfejlesztési Minisztérium
(Sponsored by)
|
Megjelenik évente hatszor
Elsfizetési dij: 1 évre 3800,- Ft (AFA-val)
Kiadja és terjeszti Allattenyésztési és Takarmanyozasi Kutatéintézet
Eléfizethet a kiadonal, vagy atutalassal az MNB 232-90174—0808 pénzforgalmi jelzészamra
Kulfoldon terjeszti a Batthyany Kultur-Press Kft., 1011 Budapest, Szilagyi Dezsé tér 6.
T/F: 1-201-8891; 1-212-5303 E-mail: batthyany@kultur-press.hu.
Orders may be placed with Batthyany Kultur-Press Ltd., Szilagyi Dezsé Square 6. H-1011 Budapest,
or with any of its representatives abroad

Késziilt az Allattenyésztési és Takarmanyozasi Kutatéintézetben, Herceghalom (7/23)
A nyomda felelés vezetéje: Kurucz Istvan



mailto:szerk@atk.hu
http://www.atk.hu
mailto:batthyany@kultur-press.hu

