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ELŐSZÓ

Az Állattenyésztés és takarmányozás c. lap szerkesztősége immár negye­
dik éve biztosítja a lehetőséget, hogy a Szaporodásbiológiai Társaság éves 
rendszerességgel megrendezett találkozóinak szakmai anyagát (összefoglalók 
vagy teljes anyagok) a találkozót követő évfolyam valamelyik számában megje­
lenteti. Örömünkre szolgál, hogy az idei kiadványban — első ízben — a teljes 
anyagok lektorált formái jelenhetnek meg. Reméljük, hogy ez a lépés hagyo­
mányteremtő lesz a jövőre nézve-is.

A Társaság 2004-ben tartotta 11. szakmai találkozóját Dobogókőn „A jelen 
tudománya -  a jövő gyakorlata” címmel. A szokásos másfél napos rendezvény 
első napját Haraszti János professzor úr 80. születésnapja alkalmából megren­
dezett ünnepi ülésnek szenteltük, amelyen az Állatorvostudományi Egyetem 
Szülészeti Tanszékének öt kiemelkedő munkatársa (Cseh Sándor, Huszenicza 
Gyula, Solti László, Szenei Ottó, és Zöldág László) — mindannyian a profesz- 
szor úr korábbi tanítványai — kutatási területének témájában félórás előadással 
köszöntötte mesterét.

A rendezvény második napjának délelőtti szekcióülései olyan változatos 
témákat mutattak be, mint a fenntartható állattenyésztés, az EU integrálódás, 
az EU akkreditációs kérdések, valamint a 2004-ben megrendezett nemzetközi 
szaporodásbiológiai témájú konferenciák tapasztalatai (XV. ICAR; 16. Al Véts 
Meeting; 4. AAAA Meeting; 20. Európai Embriótranszfer Konferencia).

Ismert, hogy az utóbbi években tudatosan kezdtük bevonni rendezvénye­
inkbe a fiatal kutatókat is. Ez 2004-ben sem volt másképp, így a délutáni szek­
cióban a legkülönfélébb állatfajok (szarvasmarha, sertés, baromfi, nyúl, egér) 
legfrissebb szaporodásbiológiai-biotechnológiai kutatási eredményeit tudták — 
a zömében PhD. hallgatók — bemutatni 7 előadás és 9 poszter keretében. A 
jelen kiadványban ezek az anyagok kerülnek a nagyobb szakmai közönség 
számára is megismerhetővé, bízván abban, hogy a fiatal kollégákkal való 
szakmai kapcsolatfelvételt is megkönnyítjük ezzel a lehetőséggel.

Remélem rendezvényeink szakmai színvonala évről-évre emelkedik, és 
egyre ismertebbek, és népszerűbbek leszünk a lap olvasói számára. A Szapo­
rodásbiológiai Társaságról, annak tevékenységéről, illetve a belépési lehetősé­
gekről bővebb információ a www.szapbiol.hu honlapon áll az. érdeklődők ren­
delkezésére.

This is the Proceeding of 11 th Meeting of the Hungárián Society fór Animál 
Reproduction titeled as „Current Science -  future practice". Each of the full text 
paper is in Hungárián bút with English summaries. More about the papers at the 
authors (addresses are at the end of each papers), and about our Society in 
www.sZapbiol.hu

Barna Judit

VENDÉGSZERKESZTŐ: DR. BARNA JUDIT

http://www.szapbiol.hu
http://www.sZapbiol.hu
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ANDROLÓGIAI LABORATÓRIUMI VIZSGÁLATOK, KÜLÖNÖS 
TEKINTETTEL A SPERMA SZÁMÍTÓGÉPES ANALÍZISÉRE*

POLICHRONOPOULOS, TASSOS — SOLTI LÁSZLÓ —
GÁSPÁRDY ANDRÁS — CSEH SÁNDOR

ÖSSZEFOGLALÁS

A spermiumok mozgásának/motilitásának a vizsgálata lényeges eleme a spermaminőség bírála­
tának. Számtalan utalás található az irodalomban arra, hogy a spermiumok mozgása meghatározó 
a termékenyítő-képességük szempontjából. A számítógépes sperma analízis objektív módon érté­
keli és jellemzi a spermiumok mozgását. A vizsgálatok célja volt: 1) tenyészbikáktól származó 
fagyasztott sperma motilitási paramétereinek a tanulmányozása, 2) a kapott eredmények és a 
termékenyülési adatok összevetésével kapcsolatot találni a mozgás paraméterek és a termékenyí­
tő-képesség között. Az eredmények alapján kijelenthető, hogy a spermiumok mozgását jellemző 
különböző paraméterek (elsősorban a VAP) előrejelző értékkel bírnak a spermiumok termékenyítő- 
képessége szempontjából.

SUMMARY

Polichronopoulos, T. -  Solti, L. -  Gáspárdy, A. -  Cseh, S.: LABORATORY INVESTIGATIONS IN 
THE ANDROLOGY WITH SPECIAL EMPHASIS TO COMPUTER ASSISTED SPERM 
ANALYSES (CASA)

The examination of spermatozoa motility is an important part of the quality evaluation of semen 
samples. It has been demonstrated that motility of spermatozoa is highly correlated with their fertiliz- 
ing capability. Computer assisted semen analyses allows an objective assessment of different cell 
motion characteristics. The aim of the study was: 1) to evaluate the motility parameters of frozen- 
thawed buli semen obtained from breeding bulls, 2) to correlate the data with the pregnancy results 
in order to draw conclusions concerning the relationship between different motility parameters and 
fertility. Based on the results, it can be conclude that velocity data can be used (preferably average 
path velocity, VAP) to predict the fertilizing potential of frozen buli semen.

* A kutatást az NKFP 4/31/2001 számú téma támogatta
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BEVEZETÉS

A sperma minősége és fertilitása (termékenyítő-képessége) közötti kapcso­
lat megismerése régi törekvése az andrológusoknak a humán és az állat 
gyógyászatban (állattenyésztésben). A spermiumok motilitása/mozgása lénye­
ges feltétele a termékenyülésnek in vivő és in vitro körülmények között egy­
aránt. Ezért a spermiumok mozgásának a vizsgálata illetve értékelése az egyik 
legfontosabb lépés a sperma minőségének bírálatakor.

A 90-es évek elejéig — közepéig az ejakulátum minőségének ellenőrzése 
során a spermiumok mozgásának értékelésekor az általános gyakorlat szerint 
egy gyakorlott személy mikroszkópos vizsgálattal minősítette a spermiumok 
mozgását, meghatározta a mozgó és nem mozgó sejtek számát/arányát, vala­
mint az ejakulátumban található sejtek koncentrációját. A WHO által finanszíro­
zott felmérések tapasztalatai szerint azonban a „hagyományos” módszer rend­
kívül szubjektív, nagymértékben függ a vizsgáló személy gyakorlatától, ezért az 
eredményekben akár 30-80%-os eltérések is előfordulhatnak, ami lehetetlenné 
teszi az eredmények laboratóriumok közötti cseréjét. Ezért fogalmazódott meg 
a szakemberekben az igény egy olyan módszer kifejlesztése iránt, ami objektí- 
ven, több szempontból értékeli/jellemzi a spermiumok mozgását és nem csak a 
mozgó sejtek számát/arányát adja meg. A számítógépes szoftver és hardver 
fejlesztés terén megmutatkozó hihetetlen gyors fejlődés, megteremtette a fel­
tételeit a számítógép nyújtotta lehetőségeknek az ejakulátum vizsgálatában 
történő hasznosításához.

Vizsgálataink célja volt, a spermiumok speciális kinetikai tulajdonságai és a 
spermium termékenyítő-képessége (fertilitása) közötti kapcsolat tanulmányozá­
sa. Vizsgáltuk, hogy a spermiumok mozgását különböző szempontok alapján 
jellemző/leíró paraméterek (pl. progresszivitás, sebesség, linearitás (egyenes 
vonalúság), stb.) kapcsolatban állnak-e, és ha igen milyen mértékben a hím 
ivarsejtek termékenyítő-képességével, továbbá az említett adatok ismeretében 
mennyiben jelezhető előre a spermiumok fertilitása.

ANYAG ÉS MÓDSZER

Tíz ivadékteljesítmény vizsgálatba állított fiatal bikától származó fagyasztott 
sperma mintát értékeltünk MEDEALAB CASA Verzió 4.1 (Németország) számí­
tógépes programmal. A vizsgált minták azokból az ejakulátumokból származ­
tak, amelyekből a fagyasztott inszemináló adagokat is előállították és — több 
mint 100 gazdaságban — összesen 8909 állatot termékenyítettek. A minták 
vizsgálatakor bikánként/mintánként 10 látótérben, átlagosan összesen 2330 sejt 
mozgását értékeltük. Az eredmények feldolgozásánál a program által biztosított 
adatok közül a következőket vettük figyelembe: a felismert/nyomon követett 
spermiumok száma, összes mozgó, helyben, és körben mozgó sejtek, nem 
mozgó spermiumok, gyorsan és egyenes vonalban előre mozgó sejtek, és las­
san előre mozgó spermiumok száma és aránya. A program megadta a csopor­
tokhoz tartózó átlagos, továbbá a sejtekhez tartózó egyedi sebességi adatokat 
egyaránt. A következő speciális motilitási paramétereket értékeltük: VCL,



196 Polichronopoulos és mtsat. ANDROLÓGIAI VIZSGÁLATOK

Curvilinear Velocity, pm; VSL (görbe vonalú mozgás), Straight Line Velocity 
(egyenes vonalú mozgás), pm; és VAP, Average Path Velocity (átla­
gos/egyenes vonalú mozgás), [jm (WHO, 2002). A számítógépes sperma analí­
zis eredményeit - miután összevetettük a vemhesülést, illetve a termékenyülést 
megjelenítő, az inszeminálás utáni 30. és 75. napos visszaivarzási adatokkal 
(NR 30 és NR 75) -retrospektív értékeltük.

Az adatok statisztikai analízisénél x2. egy- és többtényezős variancia analí­
zist alkalmaztunk.

EREDMÉNYEK ÉS ÉRTÉKELÉSÜK

A több mint 100 gazdaságban, összesen termékenyített 8909 állatból a 
visszaivarzási adatok alapján a 30. napon 6590 (NR30: 6590), a 75. napon 
4525 (NR75: 4525) állat bizonyult vemhesnek. A vizsgált tenyészbikák NR30 és 
NR75 visszaivarzási adatai között különbséget tapasztaltunk (P<0,05). Ered­
ményeink határozott eltéréseket mutatnak, a bikák NR30 és NR75 értékei kö­
zött (NR30: 65,6%±13,04 -  79,6+11,17; P<0,001 és NR75: 37,8+10,38 -  
58,3±15.53; P<0,001), ami jelzi, hogy a hímek termékenyítő-képessége között 
nagy egyedi ingadozások vannak. Mindegyik motilitási paraméter nagyon erős, 
határozott korrelációt mutatott a NR30 és NR75 visszaivarzási adatokkal. A 
három motilitási érték (VCL, VSL és VAP) közül a VAP mutatta a legszorosabb 
kapcsolatot (P<0,02). Eredményeink szerint, az alacsonyabb VCL (25,51±33,04
-  79,54±58,03), VSL (11,35±19.45 -  36,36±35,71) és VAP (12,67±19,06 -  
41,75±34,45) értékkel bíró bikák termékenyítő anyagával történő inszeminálás 
után a NR30 és NR75 vissza nem ivarzási adatok alacsonyabbak (több állat 
ivarzott vissza), következésképpen fertilitásuk alacsonyabbnak bizonyult 
(P<0,02). Az alacsony VCL, VSL és VAP értékekkel bíró bikák spermájával 
történő termékenyítések után kevesebb állat vemhesült.

KÖVETKEZTETÉS

A számítógép és a videó technikák elmúlt években tapasztalható gyors fej­
lődésének köszönhetően a számítógépes spermaanalizáló berendezések ma 
már lényegesen precízebbek és több információval/adattal szolgálnak a sper­
miumok mozgásával/motilitásával kapcsolatban, mint a 90-es évek második 
felében kifejlesztett társaik. Ismert, hogy a termékenyülés szempontjából a 
spermiumok egyik leglényegesebb tulajdonsága a motilitás. Tapasztalataink 
alátámasztják, illetve kiegészítik mások megfigyeléseit, nevezetesen, hogy a 
spermiumok különböző motilitási paraméterei/jellemzői szorosan kapcsolódnak 
a sejtek fertilizációs képességeihez. Napjainkban már a számítógépes sperma 
analizáló berendezések objektfven és több szempontból értékelik a spermiumok 
kinetikai tulajdonságait, így a jövőben hozzájárulhatnak a hím állat/sperma ter­
mékenyítő-képessége előrejelzése kérdésének megoldásához.
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KÖSZÖNETNYILVÁNÍTÁS

A szerzők köszönetüket fejezik ki dr. Berényi Mihály professzor úrnak 
(Humán Andrológiai Centrum, Budapest) a vizsgálati protokoll kialakításához és 
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A MOTILITÁSRÓL — MÁSKÉPP

NAGY SZABOLCS — PÉNTEK ISTVÁN

ÖSSZEFOGLALÁS

Az ideális spermabírálati teszt egyidejűleg több tulajdonság értékelését teszi lehetővé sejtszinten, 
nagy számú sejten. A számítógépes motilitásvizsgálat (CASA) elméletileg megfelel e kritériumok­
nak, de hatékony alkalmazását számos biológiai és technikai tényező befolyásolhatja.

A megbízható alkalmazás alapfeltétele a CASA rendszer pontosságának és precizitásának isme­
rete. A precizitásról a mérések ismételhetősége ad képet, a pontosság közvetve, módszer-egyetér­
tési analízis segítségével értékelhetők. A laboratóriumi körülmények, és a műszer működtetési felté­
teleinek standardizálását követően kerülhet sor a műszeres motilitásvizsgálat diagnosztikai érté­
kének (pozitív, negatív prediktív értékek, érzékenység, fajlagosság, stb.) megállapítására, ill. a ferti- 
litásproblémát legjobban jelző küszöbértékek meghatározására ún. ROC-görbe szerkesztésével.

A nagyszámú sejten, sejtszinten gyűjtött motilitási paraméterek, lehetővé teszik, bonyolultabb 
matematikai-statisztikai módszerek alkalmazását is. Fourier-transzformáció, illetve fraktál-geometria 
segítségével a konvencionális kinematikai paraméterek mellett a különböző spermium-szubpopu- 
lációk mozgási jellemzőinek pontosabb mérése, míg többváltozós statisztikai módszerek alkalma­
zásával az egyes szubpopulációk felismerése és különböző kezelések hatására bekövetkező válto­
zásaik követése válik lehetővé.

SUMMARY

Nagy, Sz. -  Péntek, /.: CHECKING MOTILITY — IN A DIFFERENT WAY

The optimál semen quality control test is able to measure several parameters at the cellular level 
and on a high number of cells. Computer-assisted semen analyzers theoretically meet these crite- 
ria; however, their effective application is affected by several biological and technical factors.

Knowledge of the precision and accuracy of a given CASA system is crucial. After the standardi- 
zation of the laboratory environment and the working conditions of the instrument, the diagnostic 
values of the CASA test (positive, negative predictive values, sensitivity, specificity, etc) should be 
established, and then the best cut-off values should befound by drawing ROC-curves fór predicting 
fertility problem.

The motility parameters collected at cellular level on a high number of cells allow us to apply so- 
phisticated mathematical-statistical approaches, like Fourier transformations, fractál geometry and 
multivariate statistical analyses.
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Az ideális spermabírálati teszt egyidejűleg több tulajdonság értékelését te­
szi lehetővé sejtszinten, nagy számú sejten (Nagy, 2002). A számítógépes mo- 
tilitásvizsgálat (CASA) elméletileg megfelel e kritériumoknak, de hatékony alkal­
mazását számos olyan biológiai és technikai tényező befolyásolhatja, mint pél­
dául a spermiumok élettani állapota (mellékhere-spermiumok, ejakulált, mélyhű­
tött/felolvasztott, vagy kapacitálódott ondósejtek), sejttörmelék jelenléte. Az 
alkalmazott spermahígító, a minta koncentrációja, a mérési körülmények (hő­
mérséklet, mérőkamra típusa, értékelt sejtszám, mikroszkóp beállításai, szoft­
ver beállításai, stb.) és az alkalmazott statisztikai próbák (Davis ésKatz, 1993).

A megbízható alkalmazás alapfeltétele a CASA rendszer pontosságának és 
precizitásának ismerete. A precizitásról a mérések ismételhetősége ad képet, a 
pontosságot közvetve módszer-egyetértési analízis segítségével értékelhetjük 
(Bland és Altman, 1986). Első lépésben célszerű a műszer koncentrációvizsgá­
latait tesztelni, hiszen a biztos sejtfelismerés alapvető fontosságú a motili- 
tásvizsgálat szempontjából. A méréstechnikai szempontból optimális koncent­
rációtartomány megállapításának jelentősége abban rejlik, hogy a CASA rend­
szerek túl sűrű minták esetében jellemzően alulbecsülik a koncentrációt, követ­
kezésképpen túlbecsülik a motilitási eredményeket, míg túl híg minták esetében 
túlbecsülik a koncentrációt és alulbecsülik a motilitást. A laboratóriumi körülmé­
nyek, és a műszer működtetési feltételeinek standardizálását követően kerülhet 
sor a műszeres motilitásvizsgálat diagnosztikai értékének (pozitív, negatív 
prediktív értékek, érzékenység, fajlagosság, stb.) megállapítására, illetve a 
fertilitásproblémát legjobban jelző küszöbértékek meghatározására ún. ROC- 
görbe szerkesztésével.

1 . példa: (a bemutatott adatok csupán illusztrációként szolgálnak a statiszti­
kai megközelítés szemléltetésére, tényleges biológiai információt nem hordoz­
nak)

Harmincöt bika spermamintáját értékeltük egy adott spermabírálati mód­
szerrel, majd a teszteredményeket összevetettük a fertilitási eredményekkel 
(1. ábra). Harmincöt % fertilitási eredményt, illetve 35% teszteredményt vettünk 
küszöbértékeknek, majd azonosítottuk a tényleges pozitív (küszöbérték alatti 
fertilitás és teszteredmény), a tényleges negatív (küszöbérték feletti fertilitás és 
teszteredmény), a hamis pozitív (küszöbérték feletti fertilitás, küszöbérték alatti 
teszteredmény) és hamis negatív (küszöbérték alatti fertilitás, küszöbérték felet­
ti teszteredmény) egyedeket. Kiszámítottuk az adott teszt érzékenységét (0,25), 
fajlagosságát (0,92), pozitív prediktív értékét (0,5), negatív prediktív értékét 
(0,8) a 35%-os küszöbértékre.

A 35%-os fertilitási küszöbértéket legjobban előrejelző teszt-küszöbérték 
megállapításához ROC-görbét szerkesztettünk (2. ábra): a teszt érzékenységi 
és fajlagossági mutatóit megállapítottuk 25% és 45% teszt-küszöbértékekre is, 
majd az adott küszöbértékekhez tartozó tényleges pozitív arány (érzékenység) 
és hamis pozitív arány (1 -fajlagosság) értékek összevetésével rajzoltuk meg a 
görbét. A legjobb előrejelzést az a küszöbérték adja, amelyhez a legnagyobb 
tényleges pozitív arány mellett a legkisebb hamis pozitív arány tartozik. A görbe 
alatti terület nagysága, pedig az adott teszt pontosságát jelzi: a példában sze­
replő hipotetikus teszt nem elég pontos, az optimális teszthez tartozó ROC- 
görbét szaggatott vonallal jelöltük.
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1. ábra: Adott teszt diagnosztikai értékének megállapítása

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

teszt, %(2)

az egyes kvadránsok a következők: a: tényleges pozitív, b: hamis pozitív, 
c: hamis negatív, d: tényleges negatív(3)

Fig. 1.: Establishing the diagnostic value of a given test 
fertility, %(1), test,%(2), (l)quadrants are the following: a: true positive, b: false positive, c: false 
negative, d: true negative(3)

2. ábra: Receiver operating characteristics (ROC) görbe
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hamis pozitív arány (1-fajlagosság)(2)

Fig. 2.: Receiver Operator Characteristic (ROC) curve 
true positive ratio sensitive(l), b: false positive ratio specific(2)

A műszeres motilitásvizsgálati kísérletek többségében a kapott eredmé­
nyeket az egyes mozgási paraméter-értékek számtani középértékével fejezik ki.
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Ez több szempontból sem szerencsés: egyrészt, a sejtszinten végzett mérések 
eredményeit átlagértékekkel kifejezve jelentős mennyiségű hasznos információ 
vész el (Holt, 1996), másrészt a legtöbb sejtmozgási paraméter az esetek több­
ségében nem mutat normális eloszlást, tehát statisztikai szempontból megfele­
lőbb lenne a számtani középérték helyett médián értékek használata (Boyers 
és mtsai, 1989). A nem normális eloszlású adatsorok elemzésére a konvencio­
nálisán alkalmazott statisztikai próbák (t-próba, ANOVA, stb.) helyett célsze­
rűbb, más, nem paraméteres próbákat alkalmazni.

A nagyszámú sejten, sejtszinten gyűjtött motilitási paraméterek lehetővé te­
szik bonyolultabb matematikai-statisztikai módszerek alkalmazását is. Fourier- 
transzformáció (Davis és mtsai, 1992), illetve fraktál-geometria (Davis és 
Siemers, 1995) segítségével a konvencionális kinematikai paraméterek mellett 
(VCL, VSL, VAP, BCF, ALH stb.) a különböző spermium-szubpopulációk moz­
gási jellemzőinek pontosabb mérése válhat lehetővé (Davis és Siemers, 1995). 
Meg kell azonban említeni, hogy az így kapott motilitási paraméterek és a tény­
leges sejtmozgás minősége közötti viszony tisztázása még várat magára 
(Mortimer, 1997), továbbá a számítások nem végezhetők el a kommerciális 
CASA szoftverekkel.

Többváltozós statisztikai módszerek alkalmazásával az egyes szubpopu- 
lációk felismerése és különböző kezelések hatására bekövetkező változásaik 
követése válik lehetővé (Holt, 1996). Ezen megközelítéssel az objektív műsze­
res vizsgálatok Achilles-sarka, azaz az egyes motilitási paraméterek küszöbér­
tékeinek szubjektív meghatározása tehető objektívebbé (Holt, 1996), és lehető­
vé válik korábban még nem vizsgált állatfajok (pl. veszélyeztetett vadállat-fajok) 
spermamintáinak objektív értékelése (Abaigarés mtsai, 1999).

2 . példa (a bemutatott adatok csak illusztrációként szolgálnak a statisztikai 
megközelítés szemléltetésére, tényleges biológiai információt nem hordoznak)

Egy ejakulátumot kétfelé osztottunk, és különböző médiumokban hígítottuk 
őket (kontroli-kezelés). Műszeres vizsgálattal értékeltük, hogy a kezelés okoz-e 
eltérést a spermiumok mozgási paramétereiben. K-klaszteranalízist alkalmaz­
tunk, ahol négy klaszterbe soroltuk a sejteket a VSL, VCL, LIN és ALH értékeik 
alapján. Az eredményt a 3. ábrán szemléltetjük, ahol Chernoff-arcokkal ábrázol­
juk az egyes klasztereket. A kontroll minta (control) 2. klasztere megfeleltethető 
az immotilis sejteknek, az 1. klaszter a lokális motilitású sejteknek, a 3. klaszter 
a lassú progresszív motilitású spermiumoknak, a 4. pedig a gyors, progresszív 
motilitású ondósejteknek. A kezelt minta (NaCI) esetén a 4. klaszter megfelel a 
kontroll minta 2. klaszterének, a 3. klaszter a kontroll 1. klaszterének. Látható 
azonban, hogy a kezelés aktiválta a progresszív motilitású ondósejteket, hiszen 
a kezelt mintában nincs megfelelője a kontroll 3. klaszterének, viszont megjele­
nik egy hiperaktív sejtcsoportként azonosítható klaszter (kezelés 1 . klasztere).

A fentieket összefoglalva, á CASA berendezések — megfelelő műszerbeál­
lítás &s validálás után — mind a rutin-, mind a kutatólaboratóriumokban megta­
lálhatják helyüket és szerepüket. Konvencionális spermaértékelési megközelí­
téssel végzett hazai kísérletekben a CASA berendezések ígéretes eredménye­
ket mutattak (Gábor és mtsai, 2002; Cseh és mtsai, 2004), a jövő kutatási célki­
tűzéseit azonban feltétlenül érdemes a fentiekben vázolt statisztikai megközelí­
tés figyelembe vételével körvonalazni.



202 Nagy és Péntek: A MOTILITÁSRÓL — MÁSKÉPP

Cluster No. 1 

0

3. ábra: K-klaszteranalízis (Chernoff-arcok)

NaCI

&
Cluster No. 2

f  A*V T  A J

Cluster No. 3 Cluster No. 4/A
w W

arc szélessége: VCL; fül magassága: VSL; száj görbülete: LIN; orr szélessége: ALH(1)

Fig. 3.: K-cluster analysis (Chemoff faces) 
face width: VCL, ear level: VSL, mouth curvature: LIN, nőse width: ALH(1)
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INTRACITOPLAZMATIKUS SPERMIUMINJEKTÁLÁS 
METODIKAI ÖSSZEHASONLÍTÁSA HUMÁN ÉS EGÉR 

MODELLRENDSZERBEN*

GÖRHÖNY BOTOND — BODÓ SZILÁRD — TÓTH SZABOLCS — DINNYÉS ANDRÁS

ÖSSZEFOGLALÁS

Az intracitoplazmatikus spermiuminjektálás (ICSI) során egyetlen hímivarsejtet juttattak a petesejt 
citoplazmájába, biztosítva ezzel az ivarsejtek összeolvadását. A 90-es évek elején kidolgozott 
eljárás emberi petesejteken való alkalmazása azonnali, igen hatékony beavatkozásnak bizonyult. 
Egér petesejtek esetében azonban ugyanez nem volt igaz, ezért a rendszert továbbfejlesztették. Az 
emberi petesejten végrehajtott ICSI az alapvető mikromanipulációs eszközökön, a petesejtet tartó 
holder- és az injektáló kapillárisokat vezérlő mikromanipulátorokon túl semmilyen speciális beren­
dezést nem igényel. Az immár 14 éve rutinszerűen alkalmazott eljárás hatékonyságára jellemző, 
hogy az érett emberi petesejtek 80-85%-a termékenyül ICSI-t követően, majd az ezekből továbbfej­
lődő embriókat visszaültetve egészséges gyermekek születnek az asszisztált reprodukciós kliniká­
kon világszerte.

Egéren az eljárás ugyanebben a formában nem kivitelezhető, ami az egér petesejt membránja és 
az azt körülvevő zóna pellucida fiziko-kémiai tulajdonságainak tudható be. A 90’es évek közepén 
fejlesztettek ki a probléma áthidalására egy Piezo-elektromos hatáson alapuló, horizontális irány­
ban, változtatható frekvenciájú és amplitúdójú, mikrorezgéseket kifejtő rendszert, ami az injektáló 
mikrokapilláris átjutását segíti az egérpetesejt zóna pellucidáján és membránján. Azonban még 
ezzel a módszerrel is a petesejtek 30-50% lízis áldozatává válik a beavatkozás során, illetve az azt 
követő egy órában. A sikeres injektálást követően, az ép membránnal rendelkező petesejtek 
92-96%-a eléri a 2 sejtes, morula, illetve 86-90%-ban a blasztociszta stádiumot. Néhány embrió 2, 
ill. 4 sejtes állapotban megállhat az osztódásban.

Az egér modellrendszeren végzett ICSI beavatkozással létrehozott embriók alkalmasak lehetnek 
arra, hogy korszerű génműködés-vizsgálati módszerekkel tanulmányozhassák a mikromanipuláció 
következtében esetleg kiváltott epigenetikus változásokat. Az epigenetikus változások és az utód 
analízis adatainak összevetésével az egér rendszeren tapasztalt összefüggések nagy jelentőséggel 
bírhatnak a humán ICSI-t alkalmazó szakemberek számára.

SUMMARY

Görhöny, B. -  Bodó, Sz. -  Tóth, Sz. -  Dinnyés, A : METHODIC COMPARISON OF INTRACYTO-
PLASMIC SPERM INJECTION IN HUMÁN AND MOUSE MODELS

The present comprehensive study describes the history and major technical requirements of in- 
tracytoplasmic sperm injection (ICSI) of mouse and humán oocytes with special emphasis on the 
differences and similarities of the technique between the two species. ICSI is one of the important 
artificial reproductive technologies (ART) applying direct injection of a single spermatozoon intő the 
ooplasm, with the help of micromanipulators attached to a microscope. ICSI was first successfully 
used in the early 1990s to treat couples with infertility because of severely impaired sperm charac- 
teristics, and in whom in-vitro fertilization (IVF) or subzonal insemination (SUZI) of oocytes had 
failed. Due to the different natúré of mouse oocytes, this technique used in the humán could nőt 
have been adapted to the mouse without altering major technical features. Mouse ICSI as a model 
system can play an important role fór further development and risk assessment in humán therapy. 
In animal production, the development of the ICSI method and the incorporation of emerging tech­
nologies, such as gene transfer and the cryopreservation of gametes, is expected to increase the 
efficiency of animal husbandry and support the preservation of rare species and valuable individu- 
als.

* A kutatásokat a Wellcome Trust, a NKTH BIO-OOI7/2002, a B'it-Magyar TÉT GB52/01 és az 
Osztrák-Magyar TÉT A10/02 pályázatok támogatták
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BEVEZETÉS

Az intracitoplazmatikus spermiuminjektálás (ICSI) egyetlen hímivarsejt 
mikromanipulációs eszközökkel történő bejuttatását jelenti a petesejt citoplaz- 
májába. A technika az 1990-es évek elején került kifejlesztésre. Az eljárást több 
asszisztált reprodukciós technika (ART) előzte meg (PZD-partial zóna dissec- 
tion, SUZI-sub zonal insemination), amelyek hatékonysága azonban nem bizo­
nyult kielégítőnek. A legtöbb olyan házaspár esetében, akiknél a férfi áll a ter­
méketlenség hátterében, forradalmi áttörést jelentett és jelent az ICSI alkalma­
zása (Palermo és mtsai, 1992). Azon pácienseknél indikált az alkalmazása, 
akiknek az ejakulátuma óligoasthenoteratozoospermiás, többszöri sikertelen 
IVF kezelésben vettek részt, gerincvelő sérülésük van, ejakulációs problémával 
küszködnek, retrográd ejakulációjuk van, vazektómia után korábbról mélyhűtött 
spermájuk van, gyógyult rákos betegeknél a kemo-, és sugárterápiát megelő­
zően mélyhűtött spermájuk van, illetve magas a spermaellenes antitestek kon­
centrációja. Ezzel ellentétben az ICSI egérben nem a reprodukciót szolgálja, 
hanem transzgénikus állatok előállításának egy módja. Ezen kívül a sejtmag- 
átültetéses klónozási kísérleteknél a technológiai és biológiai kontroll eszköze­
ként is alkalmazható. Az ICSI alkalmazása egérben elsőként Kimura és mtsai 
(1995) nevéhez fűződik.

Technológiai lépések

Munkánkban kizárólag a humán és egér ICSI mikromanipulációs lépéseinek 
ismertetését tűztük ki célul.

A humán ICSI lépései:

1. A .petesejtek kinyerése: A petefészkek hormonális stimulációját követően 
ultrahang-vezérelt transzvaginális follikulus punkcióval történik.

2. A petesejtek denudálása: Ennek során a petesejtet körülvevő kumulusz 
sejteket távólítjuk el 20 lU/ml töménységű hyaluronidase tartalmú HTF (humán 
tubái fluid)-médiumban, többszöri ki-be pipettázással.

3. A sperma előkészítése: A sperma minta volumenétől, spermium koncent­
rációjától és azok mozgásától függően a mintát különböző módon preparáljuk, 
így lehet grádiens-centrifugálás, felúsztatás, mosás, illetve ezek célszerű kom­
binálása.

4. A spermium beinjektálása a petesejt citoplazmájába: Az előkészített 
spermából kis mennyiséget (1-5|jl) teszünk a mikromanipulációs edénybe ki­
mért 10-20pl térfogátú, 10% PVP-t (polivinyl-pirrolidon) tartalmazó mikrocsepp- 
be. A PVP lelassítja mpzgásukban a hímivarsejteket, a mikromanipulációs ka­
rokkal vezérelve egy határozott mozdulattal 5-6 pm belső átmérőjű, hegyes 
injektáló-mikrokapillárissal egy élénken előrefelé mozgó, szabályos morfológiájú 
spermium farki részét az edény aljához nyomjuk, és ott a membránt szétron­
csoljuk anélkül, hogy a nyaki, illetve a feji régiót érintenénk. A mozgásképtelen­
né vált spermiumot lassan, a farki részénél kezdve a mikroinjektor segítségével 
a mikrokapilláris lumenébe szívjuk. Ezután az edényünk petesejtet tartalmazó 
HTF+5mg/ml HSA (humán serum albumin) mikrocseppjében az érett MII
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(metafázis II) petesejtet a tartókapillárissal úgy rögzítjük, hogy annak első sarki 
teste 6 óránál legyen (1. ábra). Majd az injektáló-kapillárissal 3 óránál átszúrjuk 
a zóna pellucidát, így a lehető legtávolabb próbálunk maradni a kromoszómákat 
tartalmazó sejtmagtól. Fontos, hogy ne roncsoljuk a metafázisos kromoszómá­
kat, amihez segítséget nyújthat a polarizációs fénnyel működő polscope hasz­
nálata abban, hogy általa láthatóvá válhat az osztódási orsó (Konc és mtsai 
2004). Tovább tolva a kapillárist a petesejt membránjának megszívjuk azt, amíg 
át nem szakad, ezután a citoplazmába injektáljuk a spermiumot, és kihúzzuk a 
kapillárist a sejtből. Végül elengedjük a tartókapillárisról a sejtet.

5. Az in vitro embriótenyésztés: A megtermékenyített petesejteket, zigótá- 
kat, illetve előembriókat a fejlődési stádiumnak megfelelő tápanyag és energia- 
szükségletet biztosító, kereskedelmi forgalomban kapható szekvenciális tápta­
lajokban tenyésztjük 37 °C-os C 0 2-termosztátban.

6. Az előembrió(k) beültetése: Optimális esetben, 8-sejtes stádiumban 
a harmadik napon, vagy blasztociszták beültetése az 5. esetleg 6 . napon tör­
ténhet.

Az egér ICSI lépései

1 . Szuperovuláltatás hormonkezeléssel, majd a petesejtek kinyerése a pe­
tevezetőből.

2. A petesejtek denudálása: 300 lU/ml töménységű hyaluronidase tartalmú 
HEPES-CZB médiumban.

3. A sperma előkészítése: Az ondóvezetőből nyert spermát 0,5 ml HEPES- 
CZB médium alá rétegezzük egy 2 ml-es Eppendorf csőben, majd inkubátorban 
10-20 percig állni hagyjuk. A felúszóból 5 pl-nyit pipettázunk a mikroma- 
nipulációs edényünk 20 pl-es, 10% PVP-t tartalmazó HEPES-CZB cseppjébe.

4. A spermium fej szeparálásához: Egy speciális, a piezo-elektromos hatást 
felhasználó készüléket használunk. A 7-10 pm belső átmérőjű, tompa végű 
mikrokapillárisba beszívjuk a spermiumot a farki részénél kezdve, és amikor a 
kapilláris vége éppen eléri a fej-nyak összeköttetést, akkor működésbe hozzuk 
a piezo készüléket, ami a mikrorezgéseket továbbítja a kapillárisunk hegyére, 
és ennek hatására a fej elválik a faroktól. A továbbiakban csak a fejet szívjuk be 
a kapillárisba, a farokra nincs szükségünk. Egérben az ICSI-hez, illetve az azt 
követő normális előmagképzéshez, valamint osztódáshoz elegendő a spermium 
feje, ugyanis a sejtosztódást irányító centroszómát nem a spermium nyaki ré­
sze tartalmazza, hanem a petesejt.

5. A spermium fejének beinjektálása: A petesejt citoplazmájába nem hajtha­
tó végre az emberi petesejten korábban leírtaknak megfelelően, mivel az egér 
petesejt zóna pellucidája és plazmamembránja túl rugalmas ahhoz, hogy azo­
kon át tudjunk így hatolni. A piezo készülék a 7-10 pm belső átmérőjű, tompa 
végű mikrokapillárist (2. kép) kis kalapácsként átüti a zóna pellucidán, miközben 
abból egy kis henger alakú darabot kimetsz. Ezt a kis darabot, mivel nincs rá 
szükségünk, benyomjuk a zóna pellucida és az oolemma közötti perivitelináris 
térbe. Ezután a plazmamembránnak nyomva a kapilláris végét a piezo- 
impulzussal megszakítjuk azt, és a citoplazmába injektáljuk a spermium fejét.

A piezo készülék alkalmazásáról általánosságban elmondható, hogy a fent 
említett három különféle művelet három különböző beállítást igényel a roncso­
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landó biológiai képlet fizikai tulajdonságai miatt. Alapelv, hogy mindig a legke­
vesebb számú, és legkisebb amplitúdójú, még hatékony rezgéseket állítsuk be, 
elkerülendő ezzel a sejtlízist.

6. Az in vitro tenyésztést: CZB-IVC médiumban végeztük.
7. Embriótranszfer.

1. kép : Humán petesejt ICSI előtt 2. kép : Egér petesejt ICSI előtt

T: tartó kapilláris; I: injektáló kapilláris; ZP: zóna 
pellucida; PB: első sarki test; nyíl: spermium 
feje (a farok nem kivehető a képen !)

Fig. 1.: Humán oocyte prior to ICSI 
T: holding pipette; I: injecting pipette; ZP: zóna 
pellucida; PB: 1 st polar body; Arrow: sperm 
head (tail can’t be recognized here !)

T: tartó kapilláris; I: injektáló kapilláris; ZP: zóna 
pellucida; PB: első sarki test; nyíl: szeparált 
spermium fej

Fig. 2.: Mouse oocyte prior to ICSI 
T: holding pipette; I: injecting pipette; ZP: zóna 
pellucida; PB: 1st polar body; Arrow: separated 
sperm head

GYAKORLATI JELENTŐSÉG

Az egér modellrendszeren végzett ICSI beavatkozással létrehozott embriók 
alkalmasak lehetnek arra, hogy a korszerű génműködés-vizsgálati módszerek­
kel tanulmányozhassuk a mikrománipuláció következtében esetleg kiváltott 
epigenetikus változásokat. Az epigenetikus változások és az utód analízis ada­
tainak összevetésével az egér rendszeren tapasztalt összefüggések nagy jelen­
tőséggel bírhatnak a humán ICSI-t alkalmazó szakemberek számára.
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A TERMÉKENYSÉG ELEMZÉSE ÚJ IN VITRO TECHNIKA 
SEGÍTSÉGÉVEL BROJLER SZÜLŐPÁR-ÁLLOMÁNYOKBAN

VÉGI BARBARA — VARGA ÁKOS — SZŐKE ZSUZSANNA — LENNERT LÍDIA — BARNA JUDIT

ÖSSZEFOGLALÁS

A termékenyítés hatékonysága, a fertilis periódus hossza, a normális fejlődésű embriók aránya a 
petevezetőbe jutott hímivarsejtek mennyiségétől függ, ezért indokolt a lámpázásnál érzékenyebb 
módszerek alkalmazása a termékenység meghatározására, illetve a tojók fertilis státuszának nyo­
mon követésére.

A múlt évben egy Ross Breeders típusú szülőpár-állomány vizsgálatát végezték el a módszer 
alkalmazásával. A vizsgált állományban két eltérő ivararányban beállított csoport termékenységé­
nek alakulását követték nyomon a tojástermelés kezdetétől. A spermiumtranszport a 31-34. élethét 
között a legkifejezettebb (a penetrációs nyílások számának mediánja 100 körüli), majd az 53. héten 
a termelés kezdeti szintjére csökken. Míg a lámpázási adatok szerint a csoportok termékenysége a 
45. hét után kezd csökkenni, a vizsgálatok adatai szerint a spermiumhiány már a 36. élethéttől, 
azaz 8-9 héttel korábban jelentkezik. A kakascserék alkalmazása nem jelentkezett szignifikáns 
termékenység-javulásban.

SUMMARY

Végi, B.Ms. -  Varga, Á. -  Szőke, Zs.Ms. -  Lennert, L.Ms. -  Barna, J.Ms.: FERTILITY ANALYSIS
USING A NÖVEL IN VITRO TECHNIQUE IN BROILER BREEDERS

Mating efficíency, the duration of the fertility period, and the ratio of normál embryonic develop- 
ment depend on the number of spermatozoa inside the oviduct. Therefore, in order to determine the 
fertility status of hens, more sensible methods than the candling of eggs are advisable.

The mating efficiency of two flocks of broiler breeders with different reproduction techniques was 
analyzed using the IPVL hole counting method during the entire reproduction cycle by weekly moni­
toring. In flock A, the sexual ratio was kept during the whole cycle at 1 male to 10 females. In flock 
B, the sexual ratio was increased from 1:10 to 0.75:10 to the end of the cycle and at week of 36 and 
42 there were 20% spikings, according to the traditional technology. The highest level of sperm 
transport was found between 31 and 34 weeks, after which it decreased to the starting value at the 
53rd week in both flocks. While flock fertility began to decrease from the 45th week, the decrease of 
sperm in the eggs had already begun from the 36th week, i.e. 8-9 weeks earlier. The effect of 
spiking could nőt been proved in improving fertility.
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BEVEZETÉS

A humán populáció nagyütemü növekedése (80 millió fő/év) évről-évre fo­
kozódó élelmiszer — azon belül állati fehérje — termelést igényel világszerte. A 
baromfiágazaton belül a vezető szerep a brojlerhús előállításé (87%), ami az 
összes hústermelés 25%-át jelenti világviszonylatban (Brillard, 2001). A sikeres 
termelés alapfeltétele a lehető legalacsonyabb költségek mellett a legjobb mi­
nőségű termék előállítása.

Jelenleg a brojler szülőpár-állományok által termelt keltetőtojások termé­
kenysége a termelés előrehaladtával oly mértékben csökken, hogy az már gaz­
daságtalanná teszi az állomány tartástechnológiájában előírt életkorig való tar­
tását (Esőssy és Török, 2004, szóbeli közlés). Ez a tény nem csak hazánkban, 
hanem a világ más részein is problémát jelent (McDaniel, 1986; Creel és mtsai, 
1990; Walsh and Brake, 1997).

A tojások termékenységét alapvetően a termékenyítés hatékonysága, azaz 
a hímivar oldaláról az ondó minősége és a kakasok libidója, a nőivar részéről — 
legalább ekkora, ha nem nagyobb mértékben — a tojó spermiumbefogadó­
képessége határozza meg. Párzáskor a spermiumok a petevezető hüvelyi sza­
kaszának alsó részébe kerülnek, ahonnan nagy részük a hüvelyben zajló szigo­
rú szelekciós folyamatok következtében a kloákán keresztül kiürül és így elvész 
a termékenyítés számára. A ki nem ürült spermiumok az uterovaginális szűkü­
letben található spermium-tároló tubulusokban raktározódnak (Okamura és 
Nishiyama, 1978.). Az elraktározott spermiumok szakaszosan ürülnek, tyúkfé­
lékben kb. 30% naponta. Ha a petevezető spermiumtároló helyei nem töltődnek 
újra ismételt párzás révén, akkor egy idő után nem lesz elegendő mennyiségű 
spermium a termékenyítéshez, azaz a fertilis periódus lezárul, ami házityúkban 
kb. 2 hét. A tojótyúkok spermiumtároló kapacitása a genetikai tényezőkön túl 
nagymértékben függ a tojó korától, azaz a termelési ciklusban lévő helyzetétől 
(Bakst és mtsai, 1994). Vizsgálatok igazolták, hogy a termelési csúcsot követő­
en a spermiumtároló csövecskék ürülése felgyorsul (Brillard, 1993), ami azt 
jelenti, hogy fiziológiai szempontból s tojások termékenységének fenntartásá­
hoz a ciklus előrehaladtával mind több és több spermiumra lenne szükség. A 
termékenyülés helye a petevezető infundibuláris szakasza. A petesejtbe való 
belépéshez a spermiumoknak át kell hatolniuk a petesejtet körülvevő ún. belső 
perivitellin membránon, az akroszóma reakció révén, kis nyílások hidrolizá- 
lásával. Ezek a mikroszkopikus méretű nyílások zömmel a csírakorong körül 
találhatók (Wishart, 1999).

Egy baromfiállomány szaporításának eredményességét általában a termé­
keny tojások százalékában fejezik ki. A tojások termékenységének meghatáro­
zása leggyakrabban lámpázáskor történik, vagy a keléskor kieső tojások feltö­
résével is tájékozódni lehet az embrió jelenlétéről. E két módszer hátránya, 
hogy az esetleges terméketlenségre csak több hetes késéssel derül fény, az 
utóbbi módszereknél, pedig statisztikai problémák merülhetnek fel a mintavétel 
miatt, valamint a tojások elvesztése is hátrányos. A nem inkubált tojásokban a 
termékenység megítélése a csírakorong alapján (Kosin-teszt, Kosin, 1945) 
szintén csak kb. 80%-os biztonsággal történik. Az említett módszerek további 
közös, lényeges hátránya a termékenység megítélésében rejtőzik. E módsze­
rek alapján a tojás termékeny volta csupán arról ad tájékoztatást, hogy egyetlen
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spermium megtermékenyítette a petesejtet, azonban nem tudjuk, mi van a többi 
százmillió spermiummal. Köztudott, hogy a termékenyítés hatékonysága, a fer- 
tilis periódus hossza, a normális fejlődésű embriók aránya a petevezetőbe jutott 
hímivarsejtek mennyiségétől függ, ezért érthető, hogy a termékeny tojások szá­
zalékos arányának ismerete nem sokat mond számunkra.

A sikeres spermium-transzport meghatározásának sokkal közvetlenebb 
módja a letojt, nem inkubált tojásokban kimutatható spermiumok meghatározá­
sa, amelyek a termékenyítés idején és helyén körülveszik a petét, azaz kapcso­
latba kerülnek a szikhártyával. Az itt kimutatható akár több ezer spermium a 
szaporítás hatékonyságáról sokkal többet árul el, mint az egyszerű kétesélyes 
„termékeny-nem termékeny” meghatározás. A csírakorong fölött található 
hidrolizált lyukak száma akár 1000 is lehet, bár már 6 nyílás jelenléte jelzi, hogy 
a petesejt termékenyülhetett Ha 6-nál kevesebb a nyílások száma, kicsi a va­
lószínűsége a termékenyülésnek, és ha nincsenek nyílások, biztos, hogy nem 
termékenyült a tojás (Wishart, 1997).

Vizsgálatunk során célunk a szaporítás hatékonyságának precíz elemzése 
volt, két eltérő szaporítási technika alkalmazása során.

ANYAG ÉS MÓDSZER

Vizsgálatainkat Ross Breeders hústípusú szülőpár-állományon végeztük. A 
két vizsgálati csoport egy telep két istállójának állománya volt (3000-3000 szü­
lőpár), azonos korú, azonos tartási és takarmányozási körülmények között. Az 
„A” állományban, a termelési ciklus alatt végig 10 kakas/100 tojó ivararányt 
alkalmaztunk, melynek során a kieső kakasokat azonos korú kakasokkal pótol­
tuk. A „B” állományban a tartástechnológiai előírást részben követve a termelés 
indulásakor 10 kakas/100 tojó ivararányt biztosítottak, a 36. élethéten 20%-os 
kakascserét hajtottak végre fiatal kakasokkal. A 38. élethéten csökkentették a 
kakas létszámot 8 kakas/100 tojóra. Ezt követően a 42. élethéten 17%-ban 
újabb kakascserét hajtottak végre, majd a 48. élethéttől tovább tágult az ivar­
arány 7,5 kakas/100 tojóra.

Egy 2-3000-es létszámú szülőpár állomány fertilitásának becslésére, a sta­
tisztikai számítások alapján, kb. 60 tojás vizsgálata elegendő (Wishart, 1997), 
tehát hetente a két állományból 60-60 tojás vizsgálatát végeztük el.

A vizsgálat menete: 1. az ép tojássárgája kinyerése a tojásból. A fehérjétől 
való elválasztás után a sárgáját fiziológiás sóoldatban mossuk. 2. A sárgáját kö­
rülvevő szikmembránból, a csírakorong fölött egy kb. 2 cm2-es darabot kivá­
gunk. 3. A membrándarabról csipesz segítségével, többszörös öblítéssel le­
mossuk a visszamaradt sárgáját és fehérjét, majd tárgylemezen ráncmentesen 
szétterítjük, és fedőlemezzel borítjuk. 4. A penetrációs nyílások sötétlátóteres 
mikroszkóp 4x-es objektívévei egyszerűen számolhatók (Steele és mtsai, 
1994.).

Mivel a penetrációs nyílások nem normál, hanem jellegzetesen aszimmetri­
kus eloszlásúak, különösen az alacsony termékenységű állományokban, a pe­
netrációs nyílások médián értékét hasonlítottuk össze a vizsgálat során, ami 
V elál az állomány termékenységével (Wishart, 1999).

\  kapott eredményeket Microcal Origin statisztikai programmal értékeltük.
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EREDMÉNYEK

Az „A” állomány penetrációs nyílásainak számszerű alakulását mutatja az
1. ábra. A termelés a 26. élethéten indult, amikor a termékenység már megkö­
zelítette a 90%-ot, de még magas volt azoknak a tojásoknak az aránya, ame­
lyekben nem találtunk penetrációs nyílást (24,6%). A termelés során a legtöbb 
tojásban 21-100 között volt a penetrációs nyílások száma. A lámpázási ered­
mények alapján számolt termékenység a 31. élethéten érte el maximumát 
(95%), ami a nyílások médián értékében is tükröződött. Erre az időszakra a 
spermiumot nem tartalmazó tojások száma minimálisra csökkent (1,7%), vala­
mint a nyílások számának eloszlása eltolódott a nagyobb értékek irányába. Az 
életkor, illetve a termelés előrehaladtával azonban újból nőni kezdett azoknak a 
tojásoknak a száma, amelyekben nem találtunk penetrációs nyílást (21,7%) és 
a termékenység ezzel párhuzamosan visszaesett 72%-ra.

1. ábra: Az „A” állomány penetrációs nyílásainak alakulása a 26., 31. és 56. élethéten
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Fig. 1.: Changes in numbers of IPVL-holes as a function ofage in flock„A” 
numbers of IPVL-holes(1), at the age of 26, 31, 56 week(2)

A „B” állomány penetrációs nyílásainak alakulása (2. ábra) az „A” állo­
mánynál megfigyelt tendenciát követi, azzal a különbséggel, hogy a „B” állo­
mány a termelés indulásakor nagyobb spermiumpopulációval rendelkezett. A 
termelés 56. hetére a spermiumot nem tartalmazó tojások aránya viszont több­
szöröse lett a kiindulási értéknek.

A 3. ábra a két vizsgált állomány tojásaiban a médián értékek alakulását 
mutatja a termelési ciklus során. Ebből kitűnik, hogy a „B” állomány a kezdeték­
től kb. 10 %-kal nagyobb spermiumtranszporttal rendelkezett és ezt az előnyét 
végig megőrizte.

0 1-20 21-100 101-200 201-300 300<

penetrációs nyiások száma(1)

□  26. élethét(2) CJ31. élethét(2) B56. élethét(2)
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2. ábra: A „B” állomány penetrációs nyílásainak alakulása a 26., 31. és 56. élethéten
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Fig. 2.: Changes in numbers of IPVL-holes as a function ofage in flock„B” 
numbers of IPVL-holes(l), at the age of 26, 31, 56 week(2)

3. ábra: A penetrációs nyílások medianjainak alakulása a két állományban
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Fig. 3.: Medians of ÍPVL holes in flock „A” and „B” as a function of age 
age in weeks(1), flock „A”, ,,B”(2), spiking(3)

A görbék jellegzetessége a spermiumok mennyiségének kb. kéthetes peri­
odicitása. Az „A” állomány esetében ez az ingadozás kiegyenlítettebb, feltehe­
tőleg a kiegyenlített ivararány miatt. Mindkét állományban a 34. héttől kezdve 
mutatható ki a spermiumok mennyiségének csökkenése, ami a párzások csök­
kenésére utal. Figyelemre méltó eredmény, hogy a „B” állományban a 36. héten 
végrehajtott 20%-os kakascsere hatása csak 6 hét elteltével mutatkozott meg a 
spermiumtranszport enyhe növekedésében, a 42. héten végrehajtott 17%-os
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penetrációs nyílások száma(1)

□  26. élethét(2) D31. élethét(2) D56. élethét(2)
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kakascsere hatása szintén csak 4 hét elteltével és nagyon enyhe emelkedés­
ben jelentkezett. A görbe alatti területek adatainak összehasonlításából kiderült, 
hogy a „B” állományban a 42. hét (2. kakascsere) utáni időszakban 6%-kal ma­
gasabb volt a spermiumtranszport az „A” állomány adataihoz képest. Mindez az 
állomány termékenységében nem volt érzékelhető.

A 4. ábrán a két állomány lámpázási adatainak alapján kiszámolt termé­
kenység és a médián értékek alakulása vethető össze. Ebből egyértelműen 
kitűnik, hogy a spermiumok transzportja és ezzel a tojásban kimutatható sper­
miumok jelenléte a 34. héten (92%-os termékenység) kezd rohamosan csök­
kenni, de ez az állomány termékenységének csökkenésében csak kb. 8 héttel 
később, a 42. héten jelenik meg (86%). A termékenység csökkenése az 53. 
hétre elérte a 72%-ot.

4. ábra: A lámpázási adatok alapján számolt termékenység és a 
penetrációs nyílások mediánjainak összehasonlítása

életkor hetekben(1)

—■—termékenység, % (2) — "A" állomány(4) —* —"B" állomány(4)

Fig. 4. : Comparison offertility data and medians of the two flocks as a function ofage 
age in weeks(1), fertility %(2), medians of IPVL-holes(3), fertility(4), flock „A”, ,,B”(5)

A tojások feltörése után, a csírakorong fölötti membrándarab kimetszése 
előtt, a csírakorongok alapján meghatároztuk a tojások termékeny, illetve ter­
méketlen voltát is (Kosin-teszt). Ezzel a módszerrel — összevetve a penetráci­
ós nyílások számolásával kapott eredményekkel — a termékeny tojásokat 
90%-os, míg a terméketlen tojásokat csupán 50-60%-os biztonsággal lehet 
megítélni.

KÖVETKEZTETÉS

Vizsgálatainkkal igazolni tudtuk, hogy a termelési ciklus második felében 
nincs elegendő spermium a tojók petevezetőjében a termékenység hosszú 
ideig történő magas szinten tartásához. Ennek feltételezhetően elsődleges oka
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a tojók spermiumtároló kapacitásának csökkenésével párhuzamosan a párzá­
sok gyérülése, aminek hátterében a túlsúlyos kakasok csökkenő fizikai aktivitá­
sa, valamint a szexuális érdeklődés gyengülése állhat.

Vizsgálataink igazolják, hogy a lámpázási adatok alapján számított termé­
kenységi százalék és az általunk használt módszer érzékenységében óriási 
különbség van. Az eddigi vizsgálatok azt jelzik, hogy a „B” állományban jelenleg 
alkalmazott szaporítási technológia nem váltotta be a hozzá fűzött reményeket, 
ugyanis az igen költséges kakascserék hatása a spermiumtranszport emelke­
désére csak csekély mértékben volt kimutatható, összehasonlítva a kakas­
cserék nélkül tartott állománnyal. Ez utalhat egyrészt arra, hogy a 17-20%-os 
kakascsere nem volt elég a spermiumtranszport növelésére, illetve arra, hogy a 
ciklus második felében jelentkező termékenység-csökkenésben nem a kakasok 
öregedése a felelős. Az „A” állományban alkalmazott 1:10-es ivararány ki­
egyenlítettebb spermiumtermelést eredményezett és eredményességében nem 
volt rosszabb a „kakascserés,, technológiához képest.

Eredményeink szerint a módszer alkalmas a termékenység alakulásának 
korai diagnosztizálására, mivel 8 héttel korábban meghatározható az állomány 
kritikus termékenység-csökkenésének időpontja.

A fentiek alapján indokolt további kutatások végzése, amelyek az eddigi 
technológiától eltérő szaporítási technikákat, takarmány-kiegészítők hatását, a 
mesterséges termékenyítés kiegészítő alkalmazásának lehetőségeit vizsgálják, 
amelynek segítségével a termékenység perzisztenciáját hosszabbítani lehet, 
azaz az egy tojóra eső termékeny tojások száma gazdaságosabb szintre nö­
velhető.

KÖSZÖNETNYILVÁNÍTÁS

Köszönettel tartozunk a „Farádi” Mezőgazdasági Termelő Szövetkezetnek 
a vizsgálati anyagok rendelkezésre bocsátásáért és a kísérletben való együtt­
működésükért.
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AZ EMBRIÓVESZTÉS HATÁSA A TEJELŐ 
SZARVASMARHÁK FERTILITÁSI EREDMÉNYEIRE

TÓTH FRUZSINA — SOLYMOSI NORBERT — GÁBOR GYÖRGY

ÖSSZEFOGLALÁS

A szerzők négy magyarországi tejtermelő holstein-fríz szarvasmarha állományban az embrió- és 
magzatvesztés mértékének alakulását vizsgálták a termékenyítést követő 25. és 60. nap között. A 
vizsgálatba 759 vemhes állatot vontak be. A termékenyítést követő 25. és 35. nap közötti embrió­
vesztést a kérődzők korai vemhességének detektálására (egy vemhességi fehérje kimutatásán 
alapuló) használt Biopryn® ELISA teszttel vizsgálták. Ennek mértéke 3,29% volt. A vemhesség 35. 
és 60. napja között bekövetkező veszteségeket (12,67%) a Biopryn teszttel nem lehetett kimutatni, 
ugyanis a 30-36. nap között elvégzett teszt szerint a vemhességi fehérje mennyisége a szérumban 
a vemhességnek megfelelő mennyiségű volt. A 25-60. nap közötti embrió- és magzatvesztés mér­
téke valamint az egyedi tejtermelés mennyisége szerint kialakított csoportok átlaga között szoros, 
lineáris (r=0,93; P<0,001) összefüggést találtak.

SUMMARY

Tóth, F.Ms. -  Solymosi, N. -  Gábor, Gy.: EFFECT OF EMBRYONIC LOSS ON THE FERTILITY OF 
LACTATING DAIRY COWS

In this recent study, the authors examined the rate of embryonic and foetal loss between 25 and 
60 days after Al on four Hungárián dairy farms. 759 pregnant cows were examined in the experi- 
ment. The embryonic loss (between 25-35 days after Al) was detected by the Biopryn® ELISA test 
fór PSPB, which was 3.29% of the totál number of the pregnant cows. The embryonic loss 35-60  
days after the Al, which was 12.67% of the totál number of pregnant cows, was impossible to detect 
by the Biopryn test because the serum PSPB showed the typical level of pregnancy. Interaction was 
found (r=0.93, P P<0,001) between the individual milk production and the rate of embryonic and 
foetal losses between 25 and 60 days after Al.
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BEVEZETÉS

A tejelő szarvasmarhák reprodukciós veszteségeinek hátterében Sreenan 
és mtsai (2001) szerint a két ellés között eltelt napok számának növekedése, a 
nem kielégítő hatékonyságú ivarzás megfigyelés, a nem kellő időben végzett 
termékenyítés, valamint az embrionális veszteségek állnak. Az embrionális 
veszteséget kiváltó tényezők Boyd's (1965) szerint két csoportba sorolhatók: 
genetikai (származás, beltenyésztettség, vércsoport) és környezeti faktorok 
(takarmányozás, életkor, kondíció, tejtermelési színvonal, uterinális környezet). 
Hazánkban az elmúlt négy évben, 2003 októberéig a tejelő tehén létszám kö­
rülbelül 50 ezerrel csökkent (223 ezer tehénre), az összesített tejtermelés, pe­
dig 80 millió literrel nőtt, és elérte a tehenenkénti 7500 kilogrammot. A tejterme­
lés növekedése a szaporodási potenciál romlásával járt együtt, így a két ellés 
közötti idő 429 napra, az egy vemhesülésre eső termékenyítések száma, pedig 
3,48-ra nőtt (Mészáros, 2003). Az embrionális veszteségek döntő hányada (70- 
80%) a vemhesség első 15. napjáig következik be. A többször ellett tehenek 
esetében a fertilizáció 70%, a korai (17—19. nap) embrionális veszteség elérheti 
a 30-35 százalékot is (Ayalon, 1978). A későbbi, 16. és 42. nap közötti veszte­
ség 10%, majd az ezt követő időszakban az ellésig a magzati veszteség mint­
egy 5-8 % (Sreenan és mtsai, 2001). A fertilitási eredmények romlását a nagy 
állomány létszám, a növekvő tejtermelés és az igényeket ki nem elégítő takar­
mányozási gyakorlat egyaránt okozhatja (Butler; 1998; Darwash és mtsai, 
1999). Az ellést követő első 3-4 hétben a tejtermelés meredek növekedésnek 
indul, azonban az ehhez szükséges tápanyagokat a lassabb ütemben növekvő 
szárazanyag-felvétel miatt az állat nem képes felvenni, ami negatív energia- 
egyensúly (Negative Energy Balance, NEB) kialakulásához vezet (Bauman és 
Currie, 1980). Az energiahiány ellensúlyozására megindul a szervezetben tárolt 
zsírok és fehérjék gyors mobilizációja. A testkondíció pontszám egy egységnyi 
romlása (az 5 pontos skálán) a laktáció elején a vemhesülési eredményeket 
akár 20 százalékkal is csökkentheti (Butler, 2000). A NEB hossza, az ellés utáni 
első ovuláció időpontja és az azt követő vemhesülési ráta között erős pozitív 
összefüggés áll fenn. A takarmánnyal felvett fehérjék mennyisége és összetéte­
le befolyásolja a sárgatest progeszteron termelését, valamint az uterinális kör­
nyezetet, a termékenyülést és az embriófejlődést (Butler; 1998).

Ma már rendelkezésünkre állnak olyan korai vemhességvizsgálati módsze­
rek is, amelyek alkalmasnak látszanak a 25. és 60. nap közötti embrió- és mag­
zatvesztések vizsgálatára is. A B módú diagnosztikai ultrahang készülékek már 
a vemhesség 18. (üszőkben) illetve 25. (tehenekben) napján is alkalmasak a 
vemhesség felismerésére. A szérum- ill. tej progeszteron vagy a különböző 
vemhességet jelző faktorok (pl. vemhességi fehérjék) kimutatása hasonló 
eredményességű a termékenyítést követő 28-30. naptól kezdődően. A vem­
hesség specifikus protein B a vemhes kérődző állatok vérszérumában található 
fehérje, melyet a trofoblaszt kétmagvú óriás sejtjei termelnék. Tenyészet szin­
ten a vemhesség kimutatására a vemhesülés utáni 28-30. napon használható 
(Sasser és mtsai, 1986). A vemhesség megállapításán kívül a vemhességi fe­
hérjék alkalmasak lehetnek a placenta állapotának vizsgálatára is (Szenei és 
mtsai, 2003). Az elmúlt években fejlesztették ki a vemhesség specifikus protein



218 Tóth és mtsai: EMBRIÓVESZTÉS HATÁSA A TEHENEK TERMÉKENYŰLÉSÉRE

B kimutatására alkalmas Biopryn® ELISA (BioTracking LLC, Moscow, Idaho, 
USA) módszert (Sasser; 2003).

Vizsgálataink célja az volt, hogy megállapítsuk azt, hogy a termékenyítés 
utáni 25. és 60. nap között:

— Alkalmasak-e a Biopryn teszt eredményei az embrió- és magzatvesztés 
felismerésére?

— A szérum progeszteron koncentrációk vizsgálatával pontosíthatók-e a 
Biopryn teszttel detektált embrió- és magzatvesztések?

— A tehenek egyedi tejtermelése hogyan befolyásolja az embrionális, ill. a 
magzati veszteség mértékét a termékenyítést követő 25. és 60. nap között?

ANYAG ÉS MÓDSZER

Vemhességvizsgálat

A kísérleteket négy magyarországi tejelő tehenészetben végeztük (közel 
kétezer tehenet vizsgáltunk meg), és 759 vemhes tehenet diagnosztizáltunk a 
termékenyítést követő 30-36. napon végzett Biopryn (BioTracking LLC, 
Moscow, ID, USA) teszttel. A vemhesség újra-ellenőrzése a termékenyítést 
követő 60. napon rektális-palpációs vizsgálattal történt.

Az ELISA teszthez a (vér)mintavétel kezeletlen véresőbe történt. A kísérlet­
ben résztvevő tehenek mindegyikénél feltétel volt, hogy az előző elléstől a vér­
vételig legalább 90 nap teljen el (Sasser és mtsai, 1989). Az ELISA lemez foto- 
metrikus vizsgálata ELISA (ELx800 Universal Microplate Reader, BIO-TEK 
Instruments, INC.,USA) reader segítségével történt 450 nm hullámhosszon. A 
határértéket (cutoff) a gyártó által megadott formula segítségével számoltunk ki 
a kontroll minták optikai denzitása (OD) alapján, és ebből állapítottuk meg az 
egyes tehenek vemhes vagy üres státuszát.

A rektális vizsgálatokat a telepek a saját gyakorlatuknak megfelelően vé­
gezték és ezek eredménye, valamint a Biopryn teszttel vemhesnek talált állatok 
számának a különbsége adta meg a termékenyítés utáni 60. napig bekövetkező 
magzatvesztés mértékét.

A szérum progeszteron (P4) koncentráció mérése QuantiCheck (Veterinorg 
Kft., Budapest) ELISA teszt segítségével történt. A lemezek fotometriás vizsgá­
latát 450 nm hullámhosszon végeztük ELx800 ELISA leolvasóval.

A feltételezett embrióvesztés diagnosztizálása

Korábbi, a Biopryn teszttel végzett vizsgálataink során a vemhesség speci­
fikus fehérje kimutatásakor gyakran találkoztunk a vemhességet jelentő határér­
téket alulról, vagy felülről közelítő optikai denzitású (OD) mintákkal. Ezek egy 
részét ultrahangos készülékkel rektálisan ellenőrizve azt tapasztaltuk, hogy a 
határértéknél alacsonyabb optikai denzitású mintákat adó állatok valamennyien 
üresek voltak, míg a határérték feletti denzitást adó egyedek egy része vem­
hesnek bizonyult. A termékenyítés utáni 30. és 35. nap között végzett Biopryn 
teszttel a termékenyítés utáni 25. és 35. nap közötti veszteségek diagnosztizál-
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hatók, mivel a vemhességi fehérje felezési ideje a vérkeringésben 2-3  nap 
(Sasser és mtsai, 1986).

Jelen vizsgálatunkban a határérték optikai denzitása + 10%-os sávba eső 
minták esetében embrióvesztést feltételeztünk (1. ábra). Az adott minták szé­
rum progeszteron koncentrációját is megvizsgáltuk. A tényleges diagnózist a 
rektális-palpációs vizsgálat jelentette, illetve ha az állatot időközben újra termé­
kenyítették.

1. ábra: A szérum vemhességi fehérje optikai denzitás értékek 
megoszlása az ELISA lemezek fotometriás leolvasása után

minta (2)

határértéké), határérték + 10% OD érték(4)

Fig. 1.: Distríbution ofoptical densities ofpregnancy specific protein b 
optical density(1), samples(2), cutoff(3), cutoff +10%(4)

EREDMÉNYEK

A vemhesség 25-60. napjáig bekövetkező veszteség mértéke (n=118) 
15,54% volt (1. táblázat). Az ELISA teszttel diagnosztizált (25-35. napos) vesz­
teség (n=25) 3,29%, a késői (35-60 nap közötti), a Biopryn teszttel nem jelez­
hető veszteségek mértéke 12,67% (n=93) volt.

1. táblázat

Az embrióvesztés mértéke az egyes csoportokban

A termékenyítés utáni(1)
25. é 

Biopn
>s 35. nap között 
n̂ teszt jelezte(2)

35. és 60. nap között 
Biopryn teszt nem jelezte(3) 25. és 60. nap között(4)

vemhes(5) üres(6) veszteség,
%(7)

vemhes(5) üres(6) veszteség,
%(7)

veszteség, %(7)

759 25 3,29 734 93 12,67 15,54

Table 1.: The actual embryonic losses in the different groups 
the embryonic loss between(1) 25 and 35 days after Al detected by the Biopryn test(2), 35 and 60 
days after Al nőt detected by the Biopryn test(3), 25 and 60 dáys after Al(4), pregnant(5), non preg- 
nant(6)„ embryonic loss, %(7)
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A 2. táblázatban a korai vemhességvizsgálattal diagnosztizált feltételezett 
és tényleges embrióvesztések alakulása látható. A minták szérum progeszteron 
(P4) koncentrációja alapján három kategóriát állítottunk fel: amennyiben a vér- 
szérum P4 koncentrációja alacsonyabb volt, mint 2 ng/ml, akkor embrióvesztést 
valószínűsítettünk, ha a 2 és 4 ng/ml közötti koncentráció értéket mértünk, ak­
kor embrióvesztést feltételeztünk. A 4 ng/ml feletti szérum P4 koncentráció ese­
tén a vemhesség fennmaradását valószínűsítettük. A feltételezett 60 esettel 
szemben csak 25 esetben történt embrióvesztés. Az alacsony progeszteron 
koncentrációjú minták esetében a feltételezett embrióvesztés 85 százalékban 
realizálódott. A közepes szérum P4 koncentrációjú esetekben (2-4 ng/ml) a 
veszteség 29,41% volt, mig a vemhességre jellemző szérum progeszteron kon­
centrációjú csoportban az embrióvesztés mindössze 9,1 százalékot ért el.

2. táblázat

A feltételezett és a tényleges embrióveszteségek arányának 
alakulása a vemhesség 25-35. napja között

Szérum 
progeszteron 

koncentráció(1)

Feltételezett
embrióvesztés

(2)

Tényleges
embrióvesztés

(3)

Tényleges 
veszteség, %

. (4)
<2 ng/ml 21 18 85,71
2—4 ng/ml 17 5 29,41
>4 ng/ml 22 2 9,1
összes(5) 60 25 41,4

Table 2.: The expected and the actual rate of embryonic loss between 25 and 35 days of preg- 
nancy
serum progesterone concentration(l), presumed embryonic loss(2), actual embryonic loss(3), actual 
loss, %(4), total(5)

A 2. ábrán az összes embrió- és magzatvesztés tejtermelés szerinti elosz­
lása látható.

2. ábra: Az embrió- és magzatvesztés alakulása a tejtermelés 
függvényében a termékenyítés utáni 25. és 60. nap között

tejtermelés, kg(2)

Fig. 2.: The effect of milk production on the embryonic and fetal losses between 25-GO days 
afterAI
embryonic and fetal loss, %(1), milk production, kg(2)
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A 25-60. nap közötti embrió- és magzatvesztés mértéke valamint az egyedi 
tejtermelés mennyisége szerint kialakított csoportok átlaga között szoros 
(r=0,93; Pá0,001) összefüggést találtunk. A tejtermelés növekedésével a vesz­
teség mértéke is fokozatosan emelkedett. Kisebb visszaesés tapasztalható a 
32 kg-os átlag tejtermelésű csoportnál az embrió- és magzatvesztés (11,5%) 
mértékében. A 45 kg-ot meghaladó tejtermelés esetén az embrió- és magzat­
vesztés mértéke meghaladta a 30 százalékot.

KÖVETKEZTETÉSEK

Eredményeink alapján úgy tűnik, hogy a Biopryn teszt alkalmas a korai 
embrionális veszteségek egy részének felismerésére. Mindenképpen jó kiegé­
szítő módszernek bizonyult a szérum, progeszteron koncentrációjának vizsgála­
ta is, mivel az ezek alapján felállított kategóriákban a tényleges veszteségek 
alakulása eltérő volt. Az alacsony progeszteron koncentrációjú minták esetében
— amikor a veszteséget valószínűsítettük — az embriók több mint 85 százaléka 
veszett el, míg a vemhességre jellemző szérum progeszteron szint mellett az 
embrióvesztés alacsony, csupán 9,1 százalékot ért el.

A szakirodalommal megegyezően összefüggést találtunk (r=0,93) az egyedi 
tejtermelés mennyisége szerint kialakított csoportok átlaga között és a termé­
kenyítés utáni 25-60. nap közötti embrió- és magzatvesztés mértéke között. A 
tejtermelés növekedésével a veszteség mértéke is fokozatosan emelkedett. 
Számos vizsgálat szerint (Sartori és mtsai, 2000; Vasconcelos és mtsai, 1997) 
a késői (a vemhesség 28. napja után) embrionális és magzati veszteségek hát­
terében a magas tejtermelés áll. Vizsgálatunkban kisebb visszaesés volt ta­
pasztalható az embrió- és magzatveszteség mértékében (11,5%) a 32 kg-os 
átlag tejtermelésü csoport esetében, amire egyelőre magyarázatot nem tudunk 
adni, de elképzelhető, hogy a laktációs, szaporasági ill. genetikai információk 
további elemzésével választ kaphatunk erre a kérdésre is. Vizsgálatunk talán 
legmeglepőbb eredménye az, hogy a 45 kg feletti tejtermelés esetén az embrió- 
és magzatvesztés mértéke meghaladta a 30 százalékot, ami felhívja a figyelmet 
az egyirányú szelekció lehetséges negatív következményére, illetve a magas 
genetikai értékű állományok tápanyagigény ismeretének fontosságára.
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A FELNEVELÉSI MÓDSZER HATÁSA 
AZ ANYANYULAK TERMELÉSÉRE*

(ELŐZETES EREDMÉNYEK)

GYOVAI MÓNIKA — SZENDRŐ ZSOLT — MAERTENS, LUC — 
BIRÓNÉ NÉMETH EDIT — RADNAI ISTVÁN — MATICS ZSOLT — 

GERENCSÉR ZSOLT — PRINCZ ZOLTÁN — HORN PÉTER

ÖSSZEFOGLALÁS

A vizsgálat célja annak megállapítása, hogy a magzati élet alatti, a szoptatás alatti és az elvá­
lasztás utáni táplálóanyag-ellátottság, valamint a tenyésztésbe-vételi életkor hogyan befolyásolja az 
anyanyulak termelését.

A kísérletben az újszülött nyulakat születési súlyuk alapján három csoportba osztották. Az almok 
egyik felét egy, a másik felét két anya szoptatta. A 21 napos elválasztást követően a nyulak egyik 
felét ad libitum, másik felét az ad libitum mennyiség 80-85%-ára korlátozva takarmányozták. A 
tenyésznövendék nyulak mindegyik csoportját megfelezve, 15,5 vagy 18,5 hetes életkorban termé­
kenyítették először, összesen 496 anyanyúl 2239 fialási eredményét értékelték.

A születési súly szignifikánsan befolyásolta az anyák testsúlyát, a 3 hetes egyedi súlyt, valamint 
a választáskori alomsúlyt, azonban a vemhesülési arányra, az alomlétszámra, a szopós elhullásra 
és a 3 hetes alomsúlyra nem volt hatással. A két anyával történő nevelés hatása a tenyésztésbevé­
telt követően is kimutatható az anyanyulak testsúlyában. A két anyával nevelt nyulak nagyobb almot 
fialtak és neveltek fel, de a szoptatási mód nem volt hatással az anyanyulak vemhesülésére, az 
alom- és az egyedi súlyra, valamint a szopóskori elhullásra. A takarmányozási mód szignifikánsan 
befolyásolta az anyanyulak testsúlyát, tenyésztésbevételkor az ad libitum, később a korlátozott 
csoport súlya volt nagyobb. A korlátozott csoport, később fialt először és szignifikánsan nőtt a 3 
hetes kori alom- és egyedi súly. A tenyésztésbe-vételi életkor szignifikánsan befolyásolta az anya­
nyulak testsúlyát: tenyésztés bevétel kor a 18,5, később a 15,5 hetesen termékenyített csoport súlya 
volt nagyobb. Az alomlétszám a 15,5 hetesen tenyésztésbe vett csoportban volt szignifikánsan 
nagyobb, de a vemhesülési arány, a 3 hetes és a választáskori alomlétszám, az alom- és egyedi 
súly független volt a tenyésztésbe-vételi kortól.

Az összes vizsgált tényező együttes étékelése alapján megállapítható, hogy az anyanyulak telje­
sítménye szempontjából a két anyával történő felnevelés, majd választástól tenyésztésbe vételig 
80-85%-os korlátozott takarmányozás előnyös.

SUMMARY

Gyovai, M.Ms. -  Szendrő, Zs. -  Maertens, L. -  Biró-Németh, E.Ms. -  Radnai, I. -  Matics, Zs. -  
Gerencsér, Zs. -  Princz, Z. -  Horn, P.: THE EFFECT OF REARING METHOD ON THE PER- 
FORMANCE OF RABBIT DOES (PRELIMINARY RESULTS)

Using a 3x2x2x2 factorial design, the influence of nutrient supply in intrauterine life, during nurs- 
ing and after weaning, as well as the effect of age at first insemination (Al), on the performance of 
does was studied.

New-born rabbits were divided intő three groups on the basis of their birth weight. Half of the lit- 
ters were nursed by one doe and the other half by two does. After weaning at 21 days of age, from 
day 28 half of the rabbits were fed ad libitum, while the other half were reared on a restricted feed- 
ing régimé corresponding to 80-85% of the ad libitum feed intake level. All groups of young does 
were again divided and inseminated fór the first time, either at 15.5 or at 18.5 weeks of age. Alto- 
gether, 2239 litters from 496 does are yet available fór the anaíysis of the results.

* A kutatást az OTKA TS 044743 számú téma támogatta
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The birth weight significantly influenced the body weight of does, bút had no effect on the kindling 
rate, litter size, suckling mortality and litter weight at 3 weeks of age. The effect of nursing by two 
does was significant on the body weight of does even after insemination. Rabbits nursed by two 
does kindled and reared larger litters. However, the nursing method had no influence on the kindling 
rate, on litter weight and individual body weight and on kits’ mortality during nursing. Ad libitum 
feeding led to a significant increased body weight of does at the first Al bút the weight of the re- 
stricted-fed group was higher from the first kindling off. In the restricted-fed group, the first kindling 
took piacé later and the litter weight and individual kit body weight at 3 weeks of age increased 
significantly. Age at first Al significantly influenced the body weight of does. Females had higher 
weight when inseminated at 18.5 weeks of age bút from kindling off females inseminated at 15.5 
weeks of age had higher body weight. Litter size was significantly higher in females first insemi­
nated at 15.5 weeks of age. However, the kindling rate, the litter size at 3 weeks of age and at 
weaning, and the litter weight and individual kit body weight were independent of age at first Al.

From the combined evaluation of all traits studied, it can be concluded that nursing by two does 
followed by restricted feeding (80-85% of ad lib) up to the time of the first Al exerts a beneficial 
effect on the subsequent performance of does.

BEVEZETÉS

A házinyúlnál különös jelentősége van az anyai hatásnak, az anya és az 
ivadékai közötti szoros kapcsolatnak. Több kutató (Szendrő és mtsai, 1989; 
Tudela és mtsai, 1998) foglalkozott a felnevelés alatti alomlétszámnak az anya­
nyulak termelésére gyakorolt hatásával. Poigner és mtsai (2000) szerint elő­
nyös* ha az anyanyúl nagy súllyal születik, viszont az alomlétszám hatását nem 
tudták igazolni. Rommers és mtsai (2001) a 12-es alomban történő felnevelést 
kifejezetten hátrányosnak találták. Maertens (1992) a gyorsabban gyarapodó 
fajtáknál a felnevelés alatti korlátozott takarmányozást ajánlja. Rommers és 
mtsai (2001) eredményei szerint a 14,5 hetesen tenyésztésbe vett anyanyulak 
szaporasági mutatói elmaradnak a 17,5 hetes korban tenyésztésbe vett társai­
kétól. Ezekben a kísérletekben az egyes tényezőket általában egymástól füg­
getlenül, esetleg két, maximum három hatást kombinálva vizsgáltak.

Kísérletünkben a legkedvezőbb felnevelési módot és az ehhez párosuló 
ideális tenyésztésbe-vételi kort kerestük. Célunk annak megállapítása, hogy a 
rhagzati élet (születési súly) és a szoptatás alatti táplálóanyag-ellátottság (egy 
vagy két anyával nevelés), az elválasztás utáni takarmányozás (ad libitum vagy 
korlátozott), illetve a tenyésztésbe-vételi életkor (15,5 vagy 18,5 hét) hogyan 
befolyásolják az anyanyulak termelését.

ANYAG ÉS MÓDSZER

A kísérleteket a Kaposvári Egyetem kísérleti telepén Pannon fehér nyulak- 
kal végeztük. Az egynapos nőivarú nyulakat három csoportba (kis (S)=35-45g, 
közepes (M)=53-58g, nagy (L)=65-70g) osztottuk. A három csoportot megfe­
leztük, és az almok felét hagyományosan egy (O) a másik felét Szendrő és 
mtsai (2002) által leírt módon két anya (T) szoptatta. Az egyik anyát reggel, az 
aznap fialt pótanyát este engedtük be az elletőládába szoptatni. Az egy anyás 
nevelésnél az anya csak reggel szoptathatott.
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A 21 napos választás után a nyulakat kettesével hizlaló ketrecbe helyeztük. 
A hat csoportot ismét megfeleztük, a nyulak egyik felét ad libitum (A), a másik 
felét 28 napos kortól korlátozva (R) takarmányoztuk. A korlátozott csoportban a 
nyulak 4-6 hetes kor között napi 10, 6-9 hetes korban napi 9, 9-12 hetes kor­
ban napi 8 , 12-15 hetes korban napi 7, majd tenyésztésbevételig napi 6 órán 
keresztül táplálkozhattak. A tenyésztésbevételt megelőzően mind a 12 csopor­
tot ismét megfeleztük, az anyák egyik felét 15,5, a másik felét 18,5 hetes kor­
ban vettük tenyésztésbe. A fialás előtti 3. naptól minden anyanyúl ad libitum 
kapott tenyésztápot.

Az anyanyulakat az első fialás után a 18., később a 11. napon inszemi- 
náltuk újból. Az üresen maradt egyedeket 3 hét múlva újra termékenyítettük. Az 
egymás után háromszor nem vemhesült anyanyulakat kiselejteztük.

A kísérlet 2001-ben kezdődött, de még folyamatban van. A feldolgozásban 
496 anyanyúl 2239 fialásának eredményét értékeltük. A kísérleti adatokat több- 
tényezős varianciaanalízissel, SPSS 10.0-s programcsomaggal dolgoztuk fel. A 
szopósnyulak elhullását Chi2-próbával hasonlítottuk össze.

EREDMÉNYEK ÉS ÉRTÉKELÉSÜK

A kísérlet legfontosabb eredményeit az 1. táblázatban foglaltuk össze.
Az anyanyulak testsúlyát első fialáskor az összes tényező szignifikánsan 

befolyásolta. A születési súly hatása a tenyésztésbevétel után is kimutatható. A 
két anyával nevelt nyulak súlyfölénye nem csak a vágási korig (Szendrő és 
mtsai, 2002), hanem azt követően is megmaradt. Az A nyulak testsúlya az első 
fialáskor 348 g-mal meghaladta az R csoportét, de az első fialás alkalmával már 
az R nyulak voltak 156 g-mal nagyobbak, és ez a különbség, később sem vál­
tozott lényegesen. Számos kutató (Schlolaut és Lange, 1979; Rommers és 
mtsai, 1999) kimutatta, hogy visszafogott takarmányozást követően megnő a 
nyulak étvágya és emiatt átlag feletti súlygyarapodást érnek el. A fiatalabb kor­
ban tenyésztésbe vett anyanyulak súlya — természetesen — kisebb volt, mint a
18.5 hetesen inszemináltaké, de később már a 15,5 hetesen termékenyített 
csoport súlya volt nagyobb.

Az egy fialáshoz szükséges termékenyítések számában az L és a H anyák 
szignifikánsan jobb eredményt értek el, mint az M csoportba tartozó egyedek. A 
két szélsőséges súlyú csoport jobb teljesítménye nehezen magyarázható. Az O 
nyulak kissé, de nem szignifikánsan jobb eredményt értek el, mint a T csoport. 
Az A csoport anyanyulait egy-egy fialáshoz kevesebbszer kellett termékenyíte­
ni, mint az R anyákat, de a különbség nem szignifikáns: Hartmann és Petersen 
(1995) az első termékenyítés alkalmával az ad libitum, de a 2. és 3. inszemi- 
náláskor már a korlátozott csoportban figyeltek meg jobb vemhesülést. Coudert 
és Lebas (1985), illetve Eiben és mtsai (2001) a fialások számának előre­
haladtával szintén a korlátozva takarmányozott nyulak fölényét mutatták ki. A
18.5 hetes korban tenyésztésbe vett anyanyulak valamivel jobban vemhesültek, 
mint az először 15,5 hetesen termékenyített csoport. Coudert és Lebas (1985) 
eredményeivel szemben a különbség nem volt szignifikáns.

Az alomlétszámot a születési súly egy esetben sem befolyásolta szignifi­
kánsan. A T anyák nagyobb létszámú almokat fialtak, mint az O csoport. 3 he­
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tes korban a különbség szignifikáns volt. Ezzel szemben az elválasztás utáni 
takarmányozásnak nem volt hatása. Velünk szemben Hartmann és Petersen 
(1995) a korlátozva etetett anyák eredményeit találta kedvezőbbnek. A 15,5 
hetes korban tenyésztésbe vett csoport szignifikánsan nagyobb almokat fialt, 
mint a 18,5 hetesen inszemináltak, de a különbségek 3 hetes korra megszűn­
tek.

1. táblázat

Az anyanyulak termelése a felnevelési módtól és a tenyésztésbe-vételi életkortól függően

Tulajdonságok(l)
Születési súly(2) Nevelő

anyák(3)
Takarmányo­
zási mód(4)

1. terméke­
nyítés/hét^) SE

kicsi
(6)

köze­
pesig

nagy
(8)

1 2 ad
libitum

korláto-
zott(9) 15,5 18,5

Termékenyített nyulak(10) 139 182 175 259 237 256 240 235 261 —
Fialások száma(11) 731 790 718 1197 1042 1122 1112 1088 1151 —
Anyák átl. súlya, g(12) 3929a 3983b 4080° 3921a 4088b 3929a 4068b 4047a 3954b 8,8
Termékenyítés/fialás(13) 1,27 1,3 1,29 1,28 1,29 1,28 1,29 1,31a 1,26b 0,01
Alnmlót. összes(15) 8,56 8,6 8,62 8,43 8,78 8,66 8,52 8,8a 8,39b 0,06/AlUIIIIwl

/ A A \ élő(16) 8,11 8,19 8,29 8,02 8,39 8,29 8,1 8,37a 8,03b 0,07szamp^; 3. hetes(17) 7,5 7,39 7,42 7,33a 7,55b 7,43 7,44 7,45 7,42 0,03
3. hetes alomsúly, g(18) 2815 2884 2890 2834 2898 2813a 2915b 2874 2855 17,1
3. hetes egyedi súly, g(19) 385a 399b 391ab 393 391 387a 397b 393 391 1,95
Szopóskori elhullás, %(20)

abc _ _is
6,45 7,08 7,47 7,48 6,44 7,37 6,64 7,07 6,94 0,3

* D c a különböző betűvel jelölt csoportok közötti különbség P<0,05 szinten szignifikáns(21)

Table 1.: Performance of does depending on the rearing method and the age offírst mating 
traits(1), birth weight(2), nursing does(3), feeding regime(4), first Ál, week(5), low(6), medium(7), 
high(8), restricted(9), N of does(10), N of kindlings(11), body weight of does (average)(12), N of 
Al/kindling(13), litter size(14), litter size total(15), litter size alive(16), litter size at 3 weeks of 
age(17), litter weight at 3 weeks of age, g(18), individual body weight at 3 weeks of age, g(19), 
mortality of kids, %(20), abc the difference between groups marked with different superscripts is 
statistically significant (P<0.05)(21)

Az M anyanyulak 3. és 5. hetes alomsúlya nagyobb volt, mint az L csoporté, 
de a H nyulak egyiktől sem különböztek szignifikánsan. A T csoport alomsúlya 
csak annyival volt nagyobb, mint az O csoporté, amennyivel az alomlétszám 
különbözött. Az R csoportban nagyobb alomsúlyt mértünk, mint az A nyulaknál. 
Á tenyésztésbe-vételi kor hatását azonban nem tudtuk kimutatni. Poigner és 
mtsai (2000) szerint a nagyobb születési súly előnyt jelent. Hartmann és 
Petersen (1995) velünk megegyezően a korlátozott takarmányozás mellett fel­
nevelt nyulaknál nagyobb tejtermelést figyeltek meg. Eiben és mtsai (2001), 
illetve Coudert és Lebas (1985) is a korlátozott csoportban mértek nagyobb 
alomsúlyt.

A három hetes egyedi súlyt csak az anyanyulak születési súlya és a takar­
mányozás módja befolyásolta szignifikánsan. Úgy tűnik, hogy a születési súly 
hatásánál közrejátszott, hogy a H csoportban kisebb volt a 3. hetes alomlét­
szám, és így a közel azonos mennyiségű tejből több jutott egy-egy szopósnyúl­
nak. A takarmányozás hatása ugyanakkor egyértelműnek tűnik, hisz az R cso­
port úgy ért el jobb eredményt, hogy az alomlétszáma megegyezett az A nyula- 
kéval.

A szakmailag jelentős különbségek ellenére a nyulak szopóskori elhullását 
3 hetes korig egyik tényező sem befolyásolta szignifikánsan.
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KÖVETKEZTETÉS

A kísérlet még folyamatban van, korai végső következtetést levonni, de né­
hány összefüggésre érdemes odafigyelni. Az egy fialáshoz szükséges termé­
kenyítések számát vizsgálva kifejezetten előnyös csoportot nem találtunk. Az 
alomlétszám szempontjából az a kedvező, ha az anyát korábban két anya 
szoptatta. A 3. hetes alomsúly (tejtermelés) akkor nagyobb, ha korlátozott ta­
karmányozás mellett neveljük fel. a tenyésznövendék nyulakat. A szopóskori 
jobb tejellátás, illetve a visszafogott ütemű felnevelés, majd a tenyésztésbevétel 
utáni ad libitum takarmányozás egyaránt előnyös az anyanyulak termelése 
szempontjából.
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ELTÉRŐ TAKARMÁNYOZÁSI SZINTEKEN 
TARTOTT, KÜLÖNBÖZŐ FAJTÁJÚ NŐIVARÚ SERTÉSEK 

TÜSZŐFEJLŐDÉSE*

EGERSZEGI ISTVÁN — HAZELEGER, WOUTER — RÁTKY JÓZSEF — SARLÓS PÉTER — 
KEMP, BAAS — BOUWMAN, EMMY — BRÜSSOW, KLAUS-PETER — SOLTI LÁSZLÓ

ÖSSZEFOGLALÁS

A szerzők az ivari ciklus 20. napján elemezték a petesejtek intrafollikuláris fejlődését és 
preovulációs maturációs fokának összefüggéseit, különböző energiaértékű takarmányozást követő­
en mangalica (M, n=17) és magyar nagyfehér x lapály (MNFxML, n=20) kocasüldőkben. Az állato­
kat két etetési csoportba osztották, az alacsony (AT) energiaértékű takarmányozás esetén 1,25 kg, 
a magas estén (MT) 2,5 kg (DE 12,7 MJ/kg) volt a napi takarmányadag. Az állatok ivari ciklusát 
Regumate®-tal és PMSG-vel szinkronizálták. Az ovulációt 80 órával a PMSG kezelést követően 
hCG-vel indukálták. A kísérlet alatt a tüszőfejlődést ultrahangos vizsgálattal követték nyomon. 34 
órával a hCG kezelés után endoszkópos petesejt és tüszőfolyadék kinyerést hajtottak végre. A 
kumulusz-petesejt-komplexek morfológiáját sztereo mikroszkóp alatt 60x-os nagyításban vizsgálták. 
A petesejteket fixálták és megfestették nukleáris érettségük későbbi vizsgálatára. A sejteket érett­
ségük szerint csoportokba sorolták: 1) meiózis folytatása -  GV lebomlása, diakinézis M-l -  A-l és 2) 
érett -  T-1 és M-ll. A tüszőfolyadék minták 17(3-ösztradiol (E2) és progeszteron (P4) koncentrációját 
radio-immuno assay (RIA) módszerrel határozták meg.

Szignifikáns különbséget mutattak ki a preovulációs tüszők számában a MNFxML kocasüldőkben 
az eltérő etetési csoportok között, ezzel ellentétben a M-ra nem gyakorolt hatást a takarmányadag 
csökkentése. A tüszők növekedését nem befolyásolta a takarmányozás, átmérőjük azonban na­
gyobb volt a M kocasüldőkben.

Nem található különbség a kromatin szerkezet alakulásában a két fajta között. A MNFxML-ban 
69,8 (MT) és 66,7% (AT), a M-ban 66,7, ill. 62,5% volt az érett petesejtek aránya. A tüszőfolyadék 
E2 tartalma közel 2x olyan magas volt a mangalicában (29,6±6,8 és 30,9±10,3 ng/ml), mint a 
MNFxML kocasüldőkben (16,9±9,7 és 17,9±3,6 ng/ml; P<0,01). A follikuláris P4 koncentrációja a 
L-hoz képest (386,2±113,7 és 298,8±125,9 ng/ml) 4-5x-ös értékeket mutatott a M-ban 
(2020,4±1056 és 1512,2±1121,8 ng/ml; P<0,01).

Az eredmények azt mutatják, hogy az eltérő energia tartalmú takarmányozás befolyásolja a nö­
vekvő tüszők számát a MNFxML fajtában, míg a M-ra nincs hatással. A tüszőfolyadék szteroid 
hormon tartalma is eltérően alakult a két fajtában, viszont a takarmányozás azt nem befolyásolta. A 
petesejtek érésére nem volt hatással az eltérő energiaértékü takarmányozás.

SUMMARY

Egerszegi, I. -  Hazeleger, W. -  Rátky, J. -  Sarlós, P. -  Kemp, B. -  Bouwman, E.Ms. -  Brüssow, 
KP. -  Solti, L: FOLLICULAR DEVELOPMENT IN GILTS FROM DIFFERENT BREEDS AFTER 
FEEDING WITH DISTINCT ENERGY LEVELS

Comparison of follicular development and oocyte quality were carried out in Mangalica (M) and 
Hungárián Large White x Hungárián Landrace (HLW x HL) gilts after feeding with different energy 
levels. The two feeding groups were high ratio (Hl; 2.5 kg) and low ratio (LO; 1.25 kg DE=12.7 
MJ/kg). Oestrus of the animals (M; n=17 and HLW x HL; n=20) was synchronized by Altrenogest 
and eCG. 80 hours later ovulation was induced by hCG. During the treatment the follicular devel­
opment was observed by ultrasonographic method. 34 hours after hCG endoscopic ovumpick up 
was performed and follicular fluid was collected to analyse oestradiol (E2) and progesterone (P4) 
contents of it by RIA. The cumulus morphology was determined after recovery, thereafter the oo-

* OTKA-NWO N37318 projekt támogatásával végeztük
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cytes were fixed, stained and their chromatin configuration was evaluated. The oocytes were classi- 
fied as 1) resumption of meiosis -  germinal vesicle breakdown, M-l -  A-l or 2) mature -  T-l and M-ll.

HLW x HL gilts with high energy level had significantly higher ovulation rate, than in low feeding 
level gilts, in front of this the nutrition had no effect on number of preovulatory follicles in M. The 
feeding level did affect on follicular development in both breeds, bút the diameter of the preovulatory 
follicles was higher in M. There was no difference between breeds and feeding groups in oocyte 
quality too. The percent of mature oocyte was 69.8 (Hl) and 66.7% (LO) in HLW x HL compared to 
66.7 (Hl) and 62.5% (LO) in M gilts. The steroid hormones content of the follicular fluid was diverse 
between breeds, bút the concentrations were nőt influenced by feeding level. The E2 concentration 
was 2 fold higher in M (29,6±6,8 and 30,9+10,3 ng/ml) than in HLW x HL (16.9+9.7 and 17.9±3.6 
ng/ml; P<0.01). Furthermore P4 concentration reached 4-5 fold greater level in M (2020.4+1056 -  
Hl and 1512.2±1121.8 ng/ml -  LO) compared to HLW x HL (386.2+113.7 -H l and 298,8±125,9 
ng/ml -  LO; P<0.01).

It was concluded that feeding level affected in ovulation rate in HLW x HL, whereas it had no ef­
fect in M. The steroid hormoné concentrations were different between breeds, bút it was nőt influ­
enced by nutrition. The oocyte maturation was similar in both breeds independently from feeding 
group.

BEVEZETÉS

A sertéstenyésztés célja a nőivarú egyedek szaporasági mutatóinak folya­
matos javítása. A kocák szaporodóképességét, ezáltal a termelés gazdaságos­
ságát jelentősen befolyásolja az ivar- és tenyészérettség ideje, az ovulációs 
ráta, az embrionális veszteség mértéke, a születési és választási alomnagyság, 
a választás-újra ivarzás közt eltelt napok száma és a kocák életteljesítménye. A 
fajtán és a környezeti, tartástechnológiai faktorokon kívül a takarmányozás je­
lentős befolyással bír ezeknek a tulajdonságoknak az alakításában, (Han és 
mtsai, 2000; Stalder és mtsai, 2004). A termelési színvonal emelkedése maga 
után vonja a takarmányozás szintjének változását is. Az inadekvát takarmány­
bevitel hatással van a szaporodásra: a pubertás késik; hosszabbodik a válasz- 
tás-újraivarzás között eltelt idő, csökken az ovulációs ráta, illetve csökken, vagy 
nő az embrionális túlélés (Prunierés Quesnel, 2000ab).

Jelen kísérletben az extenzív fajtának tekinthető mangalica és az intenzív 
lapály kocasüldők eltérő energia értékű takarmányozás hatására adott válasz- 
reakcióját vizsgáltuk a tüszőfejlődés és petesejtérés vonatkozásában.

ANYAG ÉS MÓDSZER

A kísérleteket az Állattenyésztési és Takarmányozási Kutatóintézet Modell- 
telepén végeztük, összesen 17, egyedileg elhelyezett mangalica kocasüldő 
(11-12 hónapos, 95-105 kg-os), illetve 20 magyar nagyfehér x lapály (MNFxL) 
kocasüldő (7-8 hónapos, 95-100 kg-os) ivari ciklusát szinkronizáltuk 
Regumate®-tal (15 nap 20 mg/állat, Hoechst-Roussel) és 1000 NE PMSG-vel 
(Folligon, Intervet). 80 órával a PMSG kezelés után applikált 750 NE hCG-vel 
(Choriogonin, Richter Gedeon) ovuláció indukciót végeztünk. Mindkét fajta 
egyedeit két etetési csoportba osztottuk. A korábbi 2,5 kg/nap fejadagot, a 
szinkronizálás megkezdésével egyidejűleg az alacsony szintű takarmányozás­
nál (AT) 1,25 kg-ra csökkentettük (n=8, ill. 10), míg a magasnál (n=9, ill. 10) 
(MT) megmaradt az eredeti 2,5 kg-os szint (DE 15,9 ill. 31,8 MJ/nap) volt a napi
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takarmányadag. A tüszőfejlődést ultrahangos eljárással követtük nyomon. Az 
endoszkópos petesejt kinyerést a hCG injektálás után 34 órával végeztük Rátky 
és mtsai (1998) által leírt módon. Az 5 mm-nél nagyobb tüszőket pungáltuk a 
bal petefészken, a follikulusokat kétszer öblítettük át, illetve szívtuk le heparinos 
PBS oldattal. A kontralaterális petefészekből tüszőfolyadék mintákat gyűjtöttünk 
ösztradiol és progeszteron analízishez. A frissen kinyert kumulusz-petesejt- 
komplexek (COC) morfológiáját sztereomikroszkóp alatt 60x-os nagyításban 
vizsgáltuk. A COC-okat kompakt és expandált csoportba soroltuk. Az osztályo­
zást követően a petesejteket fixáltuk, nukleáris érettségük későbbi vizsgálatára. 
A COC-et először a kumulusz sejtektől fosztottuk meg a sejtek többszöri pipet- 
tázásával 100 NE/ml hialuronidáz tartalmú PBS oldatban. A sejteket tárgyleme­
zen fixáltuk ecetsav/alkohol/kloroform (3:6:1) keverékkel minimum 24 óráig. 
Értékelés előtt 2%-os orceinnel festettük 60%-os ecetsavban. A petesejtek nuk­
leáris konfigurációját fázis-kontraszt mikroszkóp alatt 250-630x-os nagyításban 
vizsgáltuk. A sejteket érettségük szerint a következő csoportokba soroltuk 1) 
meiózis Torner és mtsai, 1998). A tüszőfolyadék minták 17(3-ösztradiol (E2) és 
progeszteron (P4) koncentrációját RIA módszerrel határoztuk meg. Az így ka­
pott adatok statisztikai feldolgozását Windows SAS System 8.02-vel (SAS 
Institute, 1999) végeztük.

EREDMÉNYEK ÉS ÉRTÉKELÉSÜK

A kísérletben a MNFxML süldőkben szignifikáns különbséget (P<0,05) ta­
pasztaltunk a preovulációs tüszők számában az etetési csoportok között, ezzel 
ellentétben a mangalica süldőkre nem gyakorolt hatást a takarmányadag csök­
kentése. Prepuberális süldőkben korábbi vizsgálatok kimutatták, hogy a takar­
mányadag csökkentése nem befolyásolja az első ivarzáskor a levált petesejtek 
számát (Etienne és mtsai, 1983; Beltranena és mtsai, 1991). Ezzel ellentétben, 
a ciklizáló süldőkben, az alultakarmányozás hatására alacsonyabb ovulációs 
rátát írtak be több tanulmányban (Cox és mtsai, 1987; Flowers és mtsai, 1989; 
Ashworth, 1991). Jelen kísérletben átlagosan 32,3±10,5 és 17,1 ±12,3 preovu­
lációs tüszőt számoltunk a magas és alacsony takarmányadaggal etetett lapály 
süldőkben. A mangalicákban 25,3±2,9 és 25,8±7,3 tüszőt jegyeztünk fel. A 
hormonális beavatkozás mindkét fajtában szuperovulációs reakciót eredménye­
zett a MT csoportban, az AT süldők esetében viszont csak a mangalicákban. 
Rátky és mtsai (2001) eltérő dózisú PMSG használatával szuperovulációs re­
akciót tapasztaltak fecskehasú mangalica kocasüldőkben. Az exogén eredetű 
gonadotrópok azonban nem minden esetben stimulálják ilyen mértékben a tü­
szők növekedését mangalicában. Korábbi vizsgálataink során 1000 NE PMSG 
hatására 6,8±1,4, illeme 1 0,3±1,5 sárgatestet jegyeztünk fel (Egerszegi és 
mtsai, 2001, 2003), ami a Spontán ivarzásban tapasztalt értékekkel egyezik 
meg (Bulatovici, 1932; Rátky és Brüssow, 1998). A tüszőfejlődést ultrahangos 
eljárással követtük nyomon, aminek az eredményeit az 1. táblázat foglalja ma­
gába. Fajtán belül nem tapasztaltunk eltérést az etetési csoportok közt, viszont 
a preovulációs tüszők mérete nagyobbnak bizonyult a mangalicában lapályhoz 
viszonyítva. A petesejteket kromatin szerkezetük alapján a következő csopor­
tokba soroltuk: 1) érett 2) meiózis újraindulása. Az érett petesejtek arányát te­
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kintve nem mutatható ki szignifikáns különbség a fajták, illetve a takarmányozá­
si csoportok közt. A MNF x ML süldőkben a petesejtek 70, illetve 67%-ának, a 
mangalicákban 67%, illetve 63%-nak volt érett kromatin szerkezete.

1. táblázat

A preovulációs tüszők száma, ill. a növekvő tüszők méretének változása

Takarmányadag(l) MNF x: ML(6) Manclalica
magas(7) alacsony(8) magas(7) alacsony(8)

Tüszők száma(2)
Tüsző átmérő, mm(3) 

UH 1(4)
UH 2(4)
UH 3(4)
34 h-val a hCG után(5)

32,3±10,5a

2,2±0,3
4,0±0,5
5,0±0,5
5,7±0,7a

17,1112,3

2,2±0,5
4,0±0,4
5,2±0,7
5,5±0,8a

25,3±2,9

2,2±0,2
5,1±0,3

7,1±0,9b

28,8±7,3

2,1 ±0,1 
5,0±0,4

6,9±1,1b
aDP<0,05

Table 1.: Numberofthe preovulatory follicles and the size ofgrowing follicles during treatment 
feeding(1), number of the preovulatory follicles(2), diameter of the follicles(3), ultrasound observa- 
tion(4), 34 hours after hCG injection(5), HLW x HL(6), high feeding level(7), low feeding level(8)

A MNF x ML kocasüldőkben az érett maganyaggal rendelkező petesejtek 
aránya más szerzők eredményeihez hasonlóan alakult (Xie és mtsai, 1990; 
Torner és mtsai, 1998), azonban a mangalicában csaknem két-két és félszere­
se volt ez az érték a korábban leírtaknak (Egerszegi és mtsai, 2001). A tüszőfo­
lyadék E2 és P4 koncentráció értékeit a 2. táblázat szemlélteti. Mindkét hormon 
koncentrációjában szignifikáns különbséget figyeltünk meg a fajták között, amit 
feltehetően a takarmányozás szintje nem befolyásolt. A mangalicában tapasz­
talt magas koncentráció értékek oka még tisztázásra szorul.

2. táblázat

A tüszőfolyadék E2 és P4 koncentrációjának alakulása

Takarmány- MNF x ML(4) Mangalica
adag(1), magas(5) alacsony(6) magas(5) alacsony(6)

E2 ng/ml(2) 
P4 ng/ml(3)

16,9±9,7a 
386,2±113,7a

17,9±3,6a 
298,8±125,9a

29,6±6,8d
2020,4±1056b

30,9±10,3b 
1512,2±1121,8b

P<0,01

Table 2.: Oestradiol and progesterone concentration ofthe follicular fluid 
feeding(1), oestradiol concentration(2), progesterone concentration(3), landrace(4), high feeding 
level(5), low feeding level(6)

KÖVETKEZTETÉSEK

Az eredmények jelzik, hogy a takarmányozás szintje jelentősen befolyásolja 
a növekvő tüszők számát a lapály süldőkben, ezzel ellentétben nincs hatással á 
mangalica süldőkre. A tüszőnövekedésre egyik fajtában sem gyakorolt hatást a 
takarmányozás. Mivel a kísérleti állatok ciklusát szinkronizáltuk, Almeida és 
mtsai (2000) tapasztalatához hasonlóan, feltehető, hogy a szintetikus progesz- 
tagén (Regumate) és a petefészken esetlegesen előforduló sárgatestek együt­
tesen szupresszálhatták a tüszőnövekedést.
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A FELNEVELÉSI MÓD HATÁSA AZ 
ANYANYULAK ÉLETTARTAMÁRA*

(ELŐZETES EREDMÉNYEK)

GYOVAI MÓNIKA — MAERTENS, LUC — NAGY ISTVÁN — BIRÓNÉ NÉMETH EDIT — 
RADNAI ISTVÁN — PRINCZ ZOLTÁN — GERENCSÉR ZSOLT — SZENDRŐ ZSOLT

ÖSSZEFOGLALÁS

A vizsgálat célja annak megállapítása volt, hogy a magzati élet és a szoptatás alatti, valamint az 
elválasztás utáni táplálóanyag ellátottság, illetve a tenyésztésbe-vételi életkor hogyan befolyásolja 
az anyanyulak várható élettartamát.

A kísérletben résztvevő 784 nyulat születési súlyuk alapján három csoportba osztották. Az almok 
egyik felét egy, a másik felét két anya szoptatta. 21 napos elválasztást követően a nyulak egyik felét 
ad libitum (A), másik felét az ad libitum 80-85%-ára korlátozva (R) takarmányozták. A 
tenyésznövendék nyulak mindegyik csoportját megfelezve, 15,5 vagy 18,5 hetes életkorban termé­
kenyítették először. Az első termékenyítés előtti 4. naptól mindegyik anyanyulat ad libitum takarmá­
nyozták. Az egyes vizsgálati csoportok megmaradási arányát a túlélés függvény (S(t)) felhasználá­
sával elemezték (Kleinbaum, 1996). A csoportokat 108 napos kortól további 915 napig figyelték. Az 
egyes túlélés görbék közötti eltérések szignifikancia vizsgálatához a Log-Rank tesztet (Kleinbaum, 
1996) alkalmaztak.

Az anyanyulak túlélése független volt a születési súlytól. A két anyával nevelt, és az R csoport 
valamivel jobb eredményt ért el (41,6 és 42,1%, P=0,31 és P=0,11), mint az egy anyával neveltek 
és az A csoport egyedei (37,5 és 36,8%). A 15,5 hetes életkorban termékenyített anyanyulak túlélé­
se rosszabb volt, mint a 18,5 hetesen tenyésztésbe vett társaiké (35,1 és 43,2%). A nevelő anyák 
és a takarmányozás együttes hatása nem volt szignifikáns (P=0,27), de figyelemre méltó az egy 
anyával nevelt A csoport gyengébb eredménye (33,1%) a másik három csoporthoz viszonyítva 
(40,3-42,3%). A takarmányozás és az első termékenyítés együttes értékelésekor közel szignifikáns 
hatást (P=0,069) mutattak ki. Az A csoport 15,5 hetesen tenyésztésbe vett nyulai rosszabb ered­
ményt értek el (29,6%), mint az R csoport 15,5 hetesen (39,2%), valamint az A és R csoport 18,5 
hetesen termékenyített egyedei (42,9 és 43,6%).

Az eredmények alapján megállapítható, hogy az anyanyulak túlélése szempontjából egyik ténye­
ző hatása sem szignifikáns, de a két anyával nevelt, tenyésztésbevételig korlátozottan takarmányo- 
zott és 18,5 hetesen tenyésztésbe vett anyanyulak valamivel hosszabb ideig élnek.

SUMMARY

Gyovai, M.Ms. -  Maertens, L. -  Nagy, I. -  Biró-Németh, E.Ms. -  Radnai, I. -  Príncz, Z. -  Gerencsér, 
Zs. -  Szendrő, Zs.: EXAMINATION OF FACTORS INFLUENCING THE SURVIVAL OF RABBIT 
DOES (PRELIMINARY RESULTS)

The objective of the present analysis was to study the effect of the nutrient supply during foetal 
life, suckling, subsequent to weaning and the effect of the age at first insemination on the does' 
cumulative survival rate.

784 newborn rabbits were divided intő 3 groups according to their birth weight (BW). Kits of each 
group were nursed by one (1) or two (2) does (ND) in equal proportion. After weaning at 21 days of 
age all the groups were halved and then were fed (FR) either ad libitum (A) or restricted (R) (i.e. 80- 
85% of the (A) group). All groups were halved again and the does were first inseminated (Al) at 
either 15.5 or 18.5 weeks of age. All the does were fed ad libitum from the 4th day prior to their 
insemination. The cumulative survival of the various groups were analysed using the survival func- 
tion (S(t)) (Kleinbaum, 1996). The groups were monitored between the age interval of 108-915

* A kísérlet az OTKÁ TS 044743 számú pályázat támogatásával valósult meg
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days. The log-rank test (Kleinbaum, 1996) was applied to determine the significance of the differ- 
ences among the survival functions of the various groups.

The cumulative survival of the does was nőt effected by birth weight. The (ND-2) and the (R) 
group showed better cumulative survival (41.6% and 41.2%, P=0.11) than the (ND-1) and the (A) 
group (37.5% and 36.8%). Survival rate of the AI-15.5 group was lower compared to the AI-18.5 
counterparts (35.1 and 43.2%). The lower performance (33.1%) of the ND-1, A than that of the other 
three groups (40.3-42.3%) is worth mentioning. Evaluating the effect of feeding régimé and age at 
first insemination simultaneously almost significant differences (P=0.069) were found. The A, Al- 
15.5 does showed lower cumulative survival (29.6%) than the R, AI-15.5 does (39.2%) or the A, Al- 
18.5; R, AI-18.5 does (42.9, 43.6%). Based on these results it can be concluded that nőne of the 
factors (BW, ND, FR and Al) had a significant effect on the cumulative survival bút slightly better 
results were received in the group of ND-2, R, and AI-18.5.

BEVEZETÉS

A nyúltenyésztés sikerességét alapvetően meghatározza a különböző kor­
osztályú nyulak elhullása. A szopós, a növendék és az anyanyulak kiesése 
általában más-más okokkal magyarázható, de bizonyos esetekben, egy korábbi 
időszakban ért hatások is befolyással lehetnek a későbbi időszak túlélési esé­
lyére. A feldolgozás során azt vizsgáljuk, hogy a különböző életszakaszok alatti 
táplálóanyag-ellátottság hogyan befolyásolja az anyanyulak túlélési arányát.

ANYAG ÉS MÓDSZER

A kísérleteket a Kaposvári Egyetem kísérleti telepén Pannon fehér nyulak- 
kal végeztük. Az állatokat zárt épületben, egyszintes, ponthegesztett ketrecek­
ben helyeztük el. Az istállót télen fűtöttük, a hőmérséklet minimum 16 °C-os 
volt. Nyáron nem volt klimatizáció, ezért a hőmérséklet esetenként elérte a 
28 °C-ot. A megvilágítás egész évben 16 óra világos és 8 óra sötét volt.

Az egynapos nőivarú nyulakat három csoportba (kis=35-45 g, köze- 
pes=53-58 g, nagy=65-70 g) osztottuk. Minden alomba 8 fiókát helyeztünk. A 
három csoportot megfeleztük, és az almok felét hagyományosan egy, a másik 
felét két anya szoptatta.

A hat csoportot ismét megfeleztük, a nyulak egyik felét ad libitum (A), a má­
sik felét 28 napos kortól korlátozva (R) takarmányoztuk. Az ad libitum fogyasz­
tás 80-85%-ára történő korlátozást, a takarmányfelvételre rendelkezésre álló 
idő csökkentésével értük el. Mind a 12 csoportot ismét megfelezve, az anyanyu­
lak egyik felét 15,5, a másik felét 18,5 hetes korban termékenyítettük először. 
Az ezt megelőző 4. naptól az anyanyulakat ad libitum takarmányoztuk.

Az egyes vizsgálati csoportok életben-maradási arányát a túlélés függvény 
(S(t)) felhasználásávarelemeztük (Kleinbaum, 1996), mely annak a valószínű­
ségét adta meg, hogy a megfigyelés kezdetétől számított „t” idővel (nappal) az 
elhullás még nem következett be. Az egyes csoportokat tenyésztésbe vételtől 
(15,5 vagy 18,5 hetes kor) további 915 napig figyeltük. Összesen 539 anyanyúl 
túlélését értékeltük. Az egyes túlélés görbék közötti eltérések szignifikancia 
vizsgálatához a Log-Rank tesztet (Kleinbaum, 1996) alkalmaztuk. A kísérlet 
még folyamatban van, ezért a túlélési görbe és a túlélési arány nem egyezik 
meg.
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EREDMÉNYEK ÉS ÉRTÉKELÉSÜK

Az egyes csoportok túlélési aránya az 1. táblázatban látható.
Az anyanyulak túlélése független volt a születési súlytól. Több tényező ese­

tében a csoportok között kisebb, de nem szignifikáns különbség alakult ki. 
Ezekre a tendenciákra azonban érdemes odafigyelni. A két anyával nevelt, és 
az R csoport valamivel jobb eredményt ért el (41,6 és 42,1%, P=0,31 és 
P=0,11), mint az egy anyával neveltek és az A csoport egyedei (37,5 és 
36,8%). Habár a 15,5 hetes életkorban termékenyített anyanyulak túlélése rosz- 
szabb volt, mint a 18,5 hetesen termékenyített társaik (35,1 és 43,2%), de ez a 
tényező sem befolyásolta szignifikáns mértékben a túlélést (P=0,28).

1. táblázat

A felnevelési mód és a tenyésztésbe-vételi kor hatása a túlélési arányra

Születési súly 
(1)

Nevelő anyák 
(2)

Takarmányozás
(3)

1. termékenyí­
tés/hét^)

kicsi
(5)

közepes
(6)

nagy
(?)

1 2 ad libitum korláto­
zott^) 15,5 18,5

Anyanyulak tenyész- 
tésbe-vételkor(9) 

Túlélési arány, %(10)

150

38,3

196

40,0

193

40,0

280

37,5

259

41,6

265

36,8

274

42,1

250

35,1

289

43,2
P 0,72 - 0,31 0,11 0,28

Table 1.: Effect of réaring method and the age of does at first mating on their survival rate 
birth weight(1), nursing does(2), feeding regime(3), first Al, week(4), low(5), medium(6), high(7), 
restricted(8), N of does(9), survival rate(10)

A nevelő anyák és a takarmányozás együttes hatása nem volt szignifikáns 
(P=0,27), de figyelemre méltó, hogy az egy anyával nevelt A csoport, amely a 
gyakorlatban is alkalmazott felnevelési módnak felel meg, gyengébb eredményt 
ért el (33,1%), mint a másik három csoport (40,3-42,3%). A takarmányozás és 
az első termékenyítés együttes értékelésekor közel szignifikáns hatást 
(P=0,069) kaptunk. Az A csoport 15,5 hetesen tenyésztésbe vett nyulai hát­
rányban voltak (29,6%). Az R csoport 15,5 hetes életkorban (39,2%), valamint 
az A és R csoport 18,5 hetesen termékenyített nyulainak (42,9 és 43,6%) 
eredménye hasonlóan alakult.

A két anyás nevelés már szopós (Spencer és mtsai, 1985) és vágási élet­
korban (Gyarmati és mtsai, 2000) is szignifikánsan növeli a teljes test zsírtar­
talmát. A felnevelés alatti takarmánykorlátozás utáni ad libitum etetés is kedve­
zően befolyásolhatja a kondíciót. Feltevésünk szerint a jobb kondíció (több zsír­
tartalék) előnyös a hosszabb ideig tartó termelés szempontjából. Xiccato (1996) 
kimutatta, hogy az először vemhes és szoptató anyák negatív energia­
egyensúlyi állapotban vannak. Milisits és mtsai (1999) szerint később is jelentős 
a vemhesség és a szoptatás alatt a zsírtartalék veszteség. A jobb kondícióban 
lévő nyulakban ez az energiaveszteség kevésbé lehet hátrányos.
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KÖVETKEZTETÉS

Az anyanyulak túlélése szempontjából egyik tényező hatása sem meghatá­
rozó, de figyelemre méltó, hogy a két anyával nevelt, tenyésztésbe vételig kor­
látozottan takarmányozott és 18,5 hetesen tenyésztésbe vett anyanyulak vala­
mivel hosszabb ideig élnek.

A kísérlet még nincs befejezve, sok a még termelő (élő) anyanyúl, ezért a 
későbbiekben még megbízhatóbb eredmények várhatók.
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A NÖVEKEDÉSI HORMON GENOTÍPUS (ALU-\ 
POLIMORFIZMUS) HATÁSA AZ ELLÉS UTÁNI ELSŐ 

OVULÁCIÓ IDEJÉRE HOLSTEIN-FRÍZ TEHENEKBEN*

BALOGH ORSOLYA — KOVÁCS KATALIN — KULCSÁR MARGIT —  
GÁSPÁRDY ANDRÁS — ZSOLNAI ATTILA — REICZIGEL JENŐ — KÁTAI LEVENTE — 

FÉSŰS LÁSZLÓ — HUSZENICZA GYULA

ÖSSZEFOGLALÁS

Szarvasmarhában a növekedési hormonnak (STH) két allélváltozata ismeretes aszerint, hogy az 
aminosav-szekvencia 127. pozíciójában leucin (L) vagy valin (V) található. A különböző genotípusú 
(LL, LV, W )  állatok tejtermelésében esetenként jelentős különbségek mutatkozhatnak. A nagyobb 
tejtermelésre irányuló szelekció a szaporodási mutatók romlását, elsősorban az ellés utáni (pp) 
aciklia meghosszabbodását eredményezte. Mind ez ideig tisztázatlan volt azonban, hogy az STH- 
genotípus hatással van-e a pp első ovuláció időpontjára. A munka keretében öt telep összesen 341 
holstein-fríz (HF) tehenén vizsgálták az STH-genotípus, az üzem, az ellésszám (első ellésű, ill. 
többször ellett), az első 5 héten megfigyelt kondíciópont-csökkenés (BCS) (ABCS) mértékét (kate­
góriák: 1=<0,50 pont, 2=0,50-1,00 pont, 3=>1,00 pont) és az akut putrid endometritis (APE; súlyos 
általános klinikai tünetekkel járó esetek kizárva) hatását a tejtermelésre (FPCMi5,3o: 15. és 30. napi, 
zsírra és fehérjére korrigált tejtermelés), illetve a pp aciklia egyedi progeszteron profilok alapján 
megállapított hosszára.

Az állatok 79,4%-a volt leucin-homozigóta (LL), míg 19,4%-a a heterozigóta (LV), 1,2%-a pedig a 
valin homozigóta (W ) haplotípust képviselte. A statisztikai elemzéshez az LV és W  állatokat, mint 
valin alléit hordozókat (LV+W ) egy csoportba vonták össze. Az ellés utáni 35. napig összesen 245 
állat petefészek-működése vált ciklikussá: az LL genotípusúakból 68,4%, az LV+W  csoportból 
pedig 84,3% (P=0,033). Az átlagos BCS-csökkenés mértéke az LV+W  csoportban kisebb volt, mint 
az LL csoportban (0,48±0,05, ill. 0,59±0,03 pont; P=0,025), és genotípus-függő különbségeket 
találtak az egyes kategóriák megoszlásában is (P=0,002). Az LL állatok kb. fele, az LV+W  csoport­
nak pedig a 64%-a csupán kismértékű (ABCS: <0,50), ezzel szemben 14, ill. 7%-uk kifejezett 
(ABCS: >1,00) kondícióromlás jeleit mutatta. Ugyanakkor nem volt lényeges genotípus-függő 
különbség a pp aciklia átlagos tartamában, az APE előfordulási arányában (LL: 14%, LV+W: 10%; 
P=0,514, Chi =0,43), valamint a tejtermelésben.

Az eredmények megmutatták, hogy a valin alléit hordozó egyedeknél lényegesen kisebb a kondí­
cióvesztés mértéke az ellés utáni első 30 napban, vagyis az energia-egyensúly zavara nem olyan 
nagy mértékű, mint leucin homozigóta társaiknál. Szignifikánsan több állatban történt tüszőrepedés 
az ellést követő 35 napon belül a valin alléit hordozó csoportból, mivel a negatív energiamérleg 
mélypontján hamarabb túljutott állatokban az ellés utáni első ovuláció is hamarabb következik be. 
Vizsgálatokból az a következtetés vonható le, hogy HF tehenekben az STH Alu-I polimorfizmus az 
ellés utáni metabolikus és endokrinológiai adaptációt befolyásoló egyik lényeges elem, amely a 
szárazanyag-felvétel és/vagy a tápanyag-hasznosulás mértékét, vagy esetleg a laktációs görbe 
alakulását befolyásolhatja, és ezen keresztül hat a szervezet energia-egyensúlyának változására és 
a szaporodásbiológiai mutatókra.

SUMMARY

Balogh, O.Ms. -  Kovács, KMs. -  Kulcsár, M.Ms. -  Gáspárdy, A. -  Zsolnai, A. -  Reiczigel, J. -  
Kátai, L  -  Fésűs, L  -  Huszenicza, Gy.: POSSIBLE ROLE OF THE STH GENOTYPE (ALU-I 
POLYMORPHISM) IN THE LENGTH OF POSTPARTUM (PP) ACYCLIC PERIOD IN DAIRY 
COWS

* The interrelations of herd, parity, body condition score loss, growth hormoné genotype (LL, LV, 
W  haplotypes; Alu-1 polymorphism), incidence of acute putrid endometritis, milk production and the

* A kutatást az ÖTKA-T/46 826 támogatta



238 Balogh és mtsai: NÖVEKEDÉSI HORMON GENOTÍPUS HATÁSA A H-F TEHENEKRE

length of postpartum acyclic period were studied in 341 Holstein-Friesian cows. The majority of the 
cows belonged to the LL genotype (n=271, 79.4%), while 19.4% (n=66) to the LV, 1.2% (n=4) to the 
W  haplotypes. During the first 35 days after calving 245 animals became cyclic, 68.4% of the LL, 
84.3% of the LV and W  haplotypes (P=0.033). No significant differences in the mean length of pp 
acyclicity or in milk yield were found regarding genotypes. The degree of BCS loss in the first 30 
days influences the time of first ovulation after calving: >1.0 BCS loss prolonged the postpartum 
acyclic period (58.7±2.5 days; P<0.001). Genotype groups showed great differences in the mean 
values of BCS loss (0.59±0.03 fór LL versus 0.48±0.05 unit loss fór LV+W). The frequencies of 
BCS loss categories differed significantly between haplotypes, as well: approximately half of the 
animals of the LL genotype belonged to category 1 (BCS loss <0.5 score), while 64.3% represented 
the V alléié group. A significantly lower number of the V allele carriers (7.1%) were present in cate­
gory 3 (BCS loss >1.0 unit) versus LL homozygotes (14.0%).

In this study the valine allele carrying animals resulted in significantly smaller degree of BCS loss 
during the first 30 days pp indicating a less disturbed energy balance than leucine homozygotes. 
Significantly more cows ovulated from the valine carrier group within a 35-day time period after 
calving allowing us to suppose that they must have passed the nadir of negative energy balance 
(NEB) earlier. Finally we may conclude that in Holstein Friesian cows Alu-\ polymorphism of the 
STH gene is one of the crucial factors that may influence feed intake and/or feed conversion rate, or 
the rise of the lactational curve, thus contribute to changes in energy balance and reproductive 
performance.

BEVEZETÉS

Szarvasmarhában a növekedési hormonnak (szomatotrop hormon, STH= 
growth hormoné, GH) két allélváltozata ismeretes annak függvényében, hogy a 
kódoló gén nukleotid-szekvenciájában történt pontmutáció következtében az 
aminosav-szekvencia 127. pozíciójában a lehetséges aminosavak — leucin (L) 
vagy valin (V) — melyike található (ún. Alu-1 polimorfizmus; Lucy és mtsai, 
1991, 1993). A különböző genotípusú (LL, LV, W ) állatok tejtermelésében ese­
tenként jelentős különbségek mutatkozhatnak (Schiee és mtsai, 1994; Lee és 
mtsai, 1996; Sabour és Lin, 1996; Sabour és mtsai, 1997; Lechniak és mtsai, 
1999), bár a különböző fajtákon eddig elvégzett vizsgálatok eredményei e tekin­
tetben nem ritkán ellentmondásosak. A további részleteket illetően Kovács és 
mtsai (2001, 2002) munkáira utalunk.

Jól ismert, hogy tejhasznú szarvasmarhában a nagyobb tejtermelésre irá­
nyuló szelekció a szaporodási mutatók jelentős romlásával jár együtt, ami első­
sorban az ellés utáni első ovuláció késlekedésében, az acikliás periódus meg­
hosszabbodásában nyilvánul meg (Huszenicza és mtsai, 1987, 1988; Darwash 
és mtsai, 1997; Lucy, 2000, 2001; Tayior, 2001; Wathes és mtsai, 2001). Az 
első tüszőrepedést, majd a petefészek működésének az ezt követő ciklikussá 
válását elsősorban a laktáció kezdetén szinte törvényszerűen fellépő energiahi-' 
ány mélypontján való túljutás teszi lehetővé (Butler, 2001). Az élettani vonatko­
zásokat több, a közelmúltban megjelent irodalmi áttekintésben is olvashatjuk 
(Huszenicza és mtsai,'2002, 2003ab). Az energiaegyensúly zavarának metabo- 
likus következményei hátrányosan befolyásolhatják a petesejtek minőségét, 
valamint az ovulációt követően a sárgatest képződését és progeszteron terme­
lését (Kátai és mtsai, 2003). Az energiahiányos állapot fokozott ketonanyag- 
produkcióval, májelzsírosodással járó dekompenzálódása — amellett, hogy 
önmagában is az állat életét veszélyeztető megbetegedéssé súlyosbodhat — 
hajlamosít az involúció bakteriális szövődményeire (akut putrid endometritis), a
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tőgy gyulladásos elváltozásainak egyes formáira (ún. környezeti patogének 
okozta mastitis), illetve bizonyos egyéb szervi megbetegedésekre (pl. az oltó- 
gyomor helyzetváltozása) (Jánosi és mtsai, 2002; Huszenicza és mtsai, 2003b). 
Mind ez ideig tisztázatlan azonban az STH genotípusnak a kérdéskörben betöl­
tött— joggal feltételezett, de részleteiben eddig még soha nem vizsgált — befo­
lyásoló szerepe.

Munkánk során arról kívántunk tájékozódni, hogy üzemi körülmények között 
a holstein-fríz tehenek STH-genotípusa — önmagában, és egyéb tényezők 
(üzem hatása, kondícióvesztés, ellésszám) figyelembe vételével — milyen ha­
tással van a tejtermelésre, illetve az ellés utáni első tüszőrepedésig eltelő 
acikliás periódus hosszára.

ANYAG ÉS MÓDSZER

Vizsgálatainkat holstein-fríz fajtájú, először és többször (£2) ellett tehene­
ken (n=341) végeztük öt üzemben. Az állatok közel azonos időszakban (2000. 
nov. 19. és 2001. jan. 6. között) borjaztak.

1. Genotípus vizsgálata: az STH genotípust NaEDTA-val alvadásában gá­
tolt teljes vérmintákból, PCR-RFLP módszerrel (Kovács és mtsai, 2002) hatá­
roztuk meg.

2. Tejtermelés: A laktáció első 150 napjáig figyelembe vett havi próba- 
fejések során rögzített tejmennyiségre, zsír- és fehérjeszázalékra vonatkozó 
adatokat használtuk fel — másodfokú függvényillesztéssel — a 15. és 30. teje- 
lési napra korrigált egyedi tejmennyiség (Fát and Protein Corrected Milk yield; 
FPCM15 és FPCM30; Korver, 1982) kiszámításához.

3. Aciklia hossza: az állatok klinikai vizsgálatát az ellés utáni 6-10. és 28- 
35. napon végeztük. Mivel az akut putrid endometritis (APE) az STH genotípus­
tól függetlenül, önmagában is jelentősen késleltetheti a petefészek működésé­
nek ciklikussá válását (Huszenicza és mtsai, 1987), a megbetegedés súlyo­
sabb, általános klinikai tünetekben (étvágytalanság, láz) is megnyilvánuló ese­
teit kizártuk a további vizsgálatokból. A petefészek-működés ciklikussá válásá­
nak nyomon követése céljából az ellés utáni 7-10. naptól 8 héten át heti 3 alka­
lommal tejmintákat gyűjtöttünk, amelyek progeszteron tartalmát előzetes zsírta- 
lanítás nélkül, ELISA módszerrel határoztuk meg. A mért progeszteron kon­
centrációkat a mintavétel időpontjának függvényében ábrázolva az egyedi 
progeszteron profilokról leolvasható a tüszőrepedés nyomán képződő első sár­
gatest működésének kezdete (Huszenicza és mtsai, 1987).

4. Egyéb tényezők:
— kondícióvesztés: Kondícióbecslésre (Body Condition Score, BCS; 5 pon­

tos skálán, 0,25 pontos pontossággal) az ellés utáni 4-5., 28-35. és 50-60. 
napon került sor. Az értékeléskor a 4-5. és 28-35. nap közötti kondíciópont- 
csökkenés (ABCS) mértékét vettük figyelembe, és három kategóriát különböz­
tettünk meg (1: <0,50 pont, 2: 0,50-1,00 pont, 3: >1,00 pont).

— ellésszám: Az eredmények elemzésekor különbséget tettünk az először 
(n=118), valamint a többször ellett (n=223) tehenek között.

— üzemek hatása: Vizsgálatainkat öt telep szarvasmarha-állományán vé­
geztük.
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A statisztikai értékeléshez (survival analízis, GLM és Chi2 teszt) Excel 5.0 
és Statistica 6 (StatSoft, Inc. 2004) programcsomagokat használtunk.

EREDMÉNYEK

Felmérésünkben az állatok 79,4%-a (n=271) volt leucin-homozigóta (LL), 
míg 19,4%-a (n=66) a heterozigóta (LV), 1,2%-a (n=4) pedig a valin homozigóta 
(W ) haplotípust képviselte (1 ábra). A statisztikai elemzéshez az LV és W  
állatokat, mint valin alléit hordozókat (LV+W) egy csoportba vontuk össze.

1. ábra: Az állomány genotípus szerinti megoszlása

300 T - -------------------------------------------------------------------------
250--- 
200 --- 

c 150--- 
100---

5 0 - - -  -------------------  ----------------------------------------------

0 -I— I-----------1----------------— I--------1---------------- —----- ■---------------1
LL genotípus( 1) LV genotípus(l) W  genotípus(l)

Fig. 1. : Distribution of genotypes in the population 
genotype(1)

Az ellés utáni 35. napig (azaz az első 3 tüszőnövekedési hullám valame­
lyikéből ovulálva) összesen 245 állat petefészek-működése vált ciklikussá. Az 
LL genotípusú teheneknek csak 68,4%-a (n=186), ezzel szemben az LV+W  
csoportba tartozók 84,3%-a (n=59) ovulált 35 napon belül (P=0,033).

Az átlagos BCS-csökkenés mértéke az LV+W  csoportban kisebb volt, mint 
az LL csoportban (0,48±0,05, ill. 0,59±0,03 pont; P=0,025). Emellett genotípus 
függő különbségeket (P=0,002) találtunk az egyes kategóriák megoszlásá­
ban is: az LL állatoknak kb. a fele (n=134; 49,5%), az LV+W  csoportnak pedig 
a 64,3%-a (n=45) csupán kismértékű (ABCS:<0,50), ezzel szemben 14,0 
(n=38), ill. 7 ,1 %-uk (n=5) kifejezett (ABCS:>1,00) kondícióromlás jeleit mutatta 
(2. ábra).

Ugyanakkor, nem volt lényeges genotípus-függő különbség az ellés utáni 
aciklia átlagos tartamában (LL: 40,5±1,4 nap; LV+W: 38,8±2,1 nap; P=0,4), az 
APE előfordulási arányában (LL: 14%; LV+W: 10%; P=0,514. Chi2=0,43), va­
lamint a tejtermelésben sem (FPCM15, LL: 31,5±0,9 kg, ill. LV+W: 32,6±1,3 kg, 
P=0,455; FPCM30, LL: 33±0,7 kg, ill. LV+W: 34,4 kg, P=0,184).
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2. ábra: A kondícióvesztési kategóriák megoszlása genotípus-csoportok szerint

□  BCS csökkenés <0,5(1) □  BCS csökkenés 0,51-1,0(1)
BBCS csökkenés >1,0(1)

Fig. 2.: Categories of BCS decrease classified by genotypes 
BCS decrease(1)

Az első borjas tehenek később ovuláltak és kevesebb tejet termeltek, mint 
többször ellett társaik (ellés utáni aciklia hossza, első ellésűek: 42,3±1,9 nap, 
többszöri ellésűek: 37,0±1,6 nap; P=0,003; FPCM15, első ellésűek: 29,2±1,2 kg, 
többszöri ellésűek: 34,9±1,0 kg; P<0,001). Mindkét vizsgált paraméterben iga­
zolt (P<0,001) üzemek közötti különbségeket is megfigyeltünk.

Az ellés utáni aciklia tartama az ellés utáni első 30 napban bekövetkezett 
lényeges kondícióvesztés (ABCS: >1,00) esetén 58,7+2,5 napra hosszabbodott, 
szemben a kis mértékű (ABCS: <0,50), ill. közepes fokú (ABCS: 0,51-1,00) 
kondícióromlás jeleit mutató állatokra jellemző 24,2±1,8, ill. 36,0±1,8 nappal 
(P<0,001; 3. ábra).

3. ábra: Az ellés utáni aciklia hossza a kondícióvesztési kategóriák szerint

□  BCS csökkenés <0,5(3) □  BCS csökkenés 0,51-1,0(3)
□  BCS csökkenés >1,0(3)

Fig. 3.: The postpartum acyclic periods according to the BCS decrease categories 
acyclic, days(1), BCS decrease categor (2), BCS decrease(3)
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Ezzel szemben, a tápláltsági állapot romlásának mértéke és a tejtermelés 
között nem tapasztaltunk lényeges összefüggést (FPCM15: P=0,402; FPCM30: 
P=0,501).

Az ellés utáni első 10 nap során 45 állatban állapítottunk meg akut putrid 
endometritist. A megbetegedés általános tünetekkel is járó, súlyosabb eseteit 
szándékaink szerint előzetesen kizártuk a kísérletből. Ezzel magyarázhatóan 
sem az ellés utáni aciklia hosszában, sem pedig a tejtermelésben nem volt 
lényeges különbség az egészséges és a kisebb fokban megbetegedett tehenek 
között.

MEGBESZÉLÉS

A tejtermelési mutatók javítására irányuló szelekció holstein-fríz tehenekben 
az STH gén különböző variánsainak egyenlőtlen elterjedéséhez vezetett 
(Lovendahl és mtsai, 1991). Az STH genotípus (Alu-\ polimorfizmus) és a tej­
termelés közötti összefüggésre vonatkozó megfigyelések azonban gyakran 
egymásnak is ellentmondóak. Egyesek szerint a leucin allélre homozigóta (LL) 
állatok nagyobb tej- és/vagy tejzsír- és tejfehérje-termelésűek. Néhány esetben 
magasabb plazma STH szinteket mértek, a tenyészbikákban pedig a tejterme­
lésre vonatkozóan nagyobb tenyészértéket (predicted transmitting ability, PTA) 
találtak (Schiee és mtsai, 1994; Chung és mtsai, 1996; Lee és mtsai, 1996; 
Shariflou és mtsai, 1998). Mások a valin allélnek tulajdonítottak magasabb lak- 
tációs eredményeket, a tejtermelésre vonatkozó nagyobb becsült tenyész­
értéket (estimated breeding value, EBV), fokozottabb STH szekréciós képessé­
get, és/vagy jobb szaporodási mutatókat (bikákban: spermaminőség, tehenek­
ben: visszaivarzási arány; Sabour és Lin, 1996; Sabour és mtsai, 1997; 
Lechniak és mtsai, 1999). A mi vizsgálataink eredményei ez utóbbi kutatók 
megállapításaival csengenek inkább egybe, habár nem találtunk szignifikáns 
genotípus-függő különbséget a termelt tejnek a 15. és 30. napi FPCM-ben kife­
jezett mennyiségében, bár a V alléit hordozó állatok kissé magasabb tejterme- 
lésűek voltak. A szaporodási mutatók tekintetében egyértelműen meg­
állapíthatjuk, hogy a valin alléit hordozó tehenek igazoltan nagyobb arányban 
ovuláltak az ellést követő 5 héten belül és kevésbé vesztettek kondíciójukból. 
Grochowska és mtsai (2001) különbségeket igazoltak az STH haplotípusok 
között az STH/IGF-I tengely működésében: a standard dózisú thyrotropin 
releasing hormon (TRH) kezelésre a V alléi hordozók magasabb plazma-STH, 
míg az L alléi hordozók magasabb IGF-I válasszal reagáltak. Emellett, 
allélenként különbözött a plazmában mért STH:inzulin arány is.

A laktáció kezdetén fennálló negatív energiaegyensúly olyan élettani folya­
mat, ami késlelteti az yjravemhesülés lehetőségét. Legnyilvánvalóbb következ­
ményként az állatok jelentős' részében (hazai körülmények között, >30-36%- 
ában; Huszenicza és mtsai, 1987, 1988) az ellés után késlekedik az első tüsző­
repedés (Staples és mtsai, 1990; Rhodes és mtsai, 1998; Rukkwamsuk és 
mtsai, 1999; Jorritsma és mtsai, 2000). Üzemi körülmények között az energia­
egyensúly közvetlen, egyedenkénti meghatározása nem lehetséges, de a táp­
láltsági állapot változása a kondíció pontozásával jól követhető, a BCS alakulá­
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sa megfelelő támpontként szolgál az állatok energiaegyensúlyának megítélésé­
hez. Butler(2001) megfigyelései szerint minél nagyobb fokú az ellés utáni BCS- 
csökkenés mértéke, annál kisebb a korai újravemhesülés valószínűsége. Az 
ellés utáni első 5 héten bekövetkező kondícióromlás mértéke a jelen tapasztala­
taink szerint is összefüggött az első ovuláció időpontjával: azoknak a tehenek­
nek, amelyeknek tápláltsági állapota erőteljesen csökkent (ABCS: >1,00), jelen­
tősen meghosszabbodott az ellés utáni acikliás periódusa.

Saját vizsgálatainkban a valin alléit hordozó (LV+W) állatokat a laktáció 
kezdetén kisebb mértékű kondícióromlás jellemezte, és közülük lényegesen 
több ovulált az ellés utáni első 35 napon — azaz az első kb. 3 tüszőnövekedési 
hullám valamelyikéből — mint a leucin-homozigóta csoportban. Nem találtunk 
azonban lényeges különbséget sem az acikliás periódus átlagos hosszában, 
sem pedig a havonkénti termelésellenőrzés adatain alapuló tejtermelési mutató­
iknak az átlagában, illetve mindkét paraméter vonatkozásában meghatározó 
jelentőségűnek bizonyultak az üzemenkénti különbségek.

Vizsgálatunk alapján megállapíthatjuk, hogy a valin alléit hordozó egyedek- 
nél lényegesen kisebb a kondícióvesztés mértéke az ellés utáni első 30 nap­
ban, vagyis az energia-egyensúly zavara nem olyan nagy mértékű, mint leucin 
homozigóta társaiknál. Szignifikánsan több állatban történt tüszőrepedés az 
ellést követő 35 napon belül a valin alléit hordozó csoportból, mivel a negatív 
energiamérleg mélypontján hamarább túljutott állatokban az ellés utáni első 
ovuláció is hamarabb következik be. Mindezek arra utalnak, hogy holstein-fríz 
tehenekben az STH Alu-\ polimorfizmus az ellés utáni metabolikus és endokri­
nológiai adaptáció egyik lényeges eleme, amelynek hatását azonban gyakran 
többé-kevésbé elfedik az üzemenként lényegesen eltérő takarmányozási kö­
rülmények. Valószínűsíthető, hogy az STH genotípus egyes endokrinológiai 
jellemzőkön keresztül a szárazanyag-felvétel és/vagy a tápanyag-hasznosulás 
mértékét, esetleg a laktációs görbe alakulását befolyásolhatja, az élettani rész­
letek tisztázása azonban számos további vizsgálatot igényel.
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MAGNÉZIUM-ADAGOLÁS HATÁSA A CSIRKEEMBRIÓ 
FEJLŐDÉSÉRE ÉS A KELTETHETŐSÉGRE

SÁFÁR ORSOLYA — KOVÁCSNÉ GAÁL KATALIN

ÖSSZEFOGLALÁS

A magnézium, mint a homeosztázist fenntartó elemek egyike, élettani hatásaiból adódóan nélkü­
lözhetetlen az állati táplálkozásban, elsősorban „enzim kofaktorként" betöltött szerepe révén. A 
magnézium ugyanis a szervezet energetikai folyamataiban lényeges számos enzim alkotóeleme 
vagy azok aktivitásának befolyásoló tényezője. A kísérletek tojótyúkokkal folytak, ahol az alapta­
karmány magnézium-tartalmán kívül 300, 400, 500 mg /nap magnéziumot adagoltak az egyes 
kísérleti csoportoknál. A vizsgálati paraméterek a következők voltak: kelési százalék, a kiesett 
tojások mennyisége, a 14, 16, 18, 20 napos embriósúly, az embrió agy-, szív-, máj- és gyomorsúlya 
az embrió súlyához viszonyítva, az embrió egyes szerveinek magnézium-tartalma, valamint a kikelt 
naposcsibék átlagos súlya.

Megállapítható, hogy a szükségletet meghaladó mennyiségű magnéziumadagolás kedvezően 
befolyásolja a tenyésztojások minőségét, javítja a keltetési eredményeket. A tojáshoz viszonyított 
embriósúly lineárisan növekedett a magnézium adagolásával. Az embrió belső szerveinek súlyában 
viszont lényeges változás nem tapasztalható, annak ellenére, hogy az agy és a máj raktározó 
szervnek számít a szükségleti értéken felüli magnézium-bevitel esetében.

SUMMARY

Sáfár, O.Ms. -  Kovácsné Gaál, K.Ms.: THE EFFECT OF MAGNESIUM SUPPLEMENTATION ON
THE DEVELOPMENT AND THE HATCHABILITY OF CHICK EMBRYO

The aim of the study was to investigate the effects of magnesium supplementation on the pa- 
rameters of egg producing fór breeding, hatching yields and embryonic development, the mineral 
content of somé organs of the chick embryo. Three magnesium doses were applied in the experi- 
ments : Mg 1. 300, Mg 2. 400, Mg 3. 500 mg/Mg/day .

It can be stated, that additional magnesium supplementation caused benefits in the quality of 
breeding eggs alsó improves hatching yield. Paralelly with the increase of the amount magnesium 
supplementation the growth of the embryo showed a linear increase at all the four sampling times. 
Furthermore the weight of the viscera (the brain, the liver, the heart, the tibia) of embryo at the age 
of 14, 16, 18 and 20 days was investigated. The weight of internál organs as expressed to the 
proportion of the weight of the embryo it was observed that during the period of 14-18 days of 
incubation the liver weight of the embryo gained at the same rate than the increase of the amount of 
magnesium supplementation. There were nőt consecutive gain on weight of the other organs in the 
test groups as compared to the control. The magnesium content of the embryonic organs did nőt 
show changes as effect of the magnesium supplementation either days of the sampling,
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BEVEZETÉS

A magnézium élettani hatásaiból adódóan nélkülözhetetlen az állati takar­
mányozásban, elsősorban koenzimként betöltött szerepe révén. Ez azt jelenti, 
hogy az ATP-vel komplexet képez, és ez a komplex a magnéziumion koordiná­
ciós helyein kapcsolódik az enzimekhez, megkönnyítve ezzel az energia átadá­
sát (Miles, 2000). A tojótyúkok magnézium-szükséglete 500 mg/testsúly kg. 
Khokhlovés Kislyi (1997) 40-90 mg magnéziumot javasol 100 g takarmányban.

A tyúk ásványianyag-szükséglete esetében a kalcium és foszfor szükségleti 
értékén kívül figyelemmel kell kísérni a magnézium-ellátottságot is, mert a két 
elem viszonyából adódóan a tojáshéj szilárdságát csökkentheti a magnézium­
túlsúly, ami mind a tenyész-, mind pedig az árutojás-termelésben rendkívül 
fontos (Abdallah és mtsai (1994).

Az ásványianyagok eloszlása szövetek szerint változik minden faj eseté­
ben. Tyúkoknál az ásványianyagok nagyobb mennyiségben találhatók az izom- 
zatban, mint a kakasoknál (Myoungheon és Sangkeun, 1999). Magnézium­
adagolás esetén a takarmány foszforszintjét is nyomon kell követni, mert a 
magnézium-bevitel megnöveli az állatok foszforigényét (Hess és Britton, 1997). 
A foszfor legnagyobb része (több mint 61%-a) a tojássárgájában található 
foszfolipidek formájában (Sugino és mtsai, 1997). A magnézium- és a foszfor 
kiegészítés pozitív módon befolyásolja a takarmány-felhasználást és a tojás­
súlyt (Hossian és Bertechini, 1998).

Rogerson és Singsen (1976) naposcsibék takarmányába kiegészítésként 
875, 1375 és 1875 mg/kg magnéziumot kevertek. Ennek hatására a májban a 
nátrium-, a vesében pedig a kalcium-koncentráció az adagolt magnézium 
mennyiségével párhuzamosan csökkent. A szívizomzatban viszont nem észlel­
tek szignifikáns változásokat.

Toxikus mértékű adagolás hatására a naposcsibék sípcsontja megrövidül, 
megvastagszik, mikroszkópos vizsgálat során a csontlemezeknél angolkórra 
jellemző tüneteket figyelhetek meg nagyon kis számú oszteoblaszt sejttel (Lee 
és mtsai, 1980; Lee és Britton, 1980). Csökken továbbá a tojástermelés, a ta­
karmányfelvétel és a testsúly (Hess és Britton, 1997). Túlzott mennyiségben 
adagolt magnézium hatására csökken a vér kalciumszintje, antagonista hatás 
figyelhető meg a két elem között (Ding és mtsai, 1992). A túlzott kalciumbevitel 
viszont csökkenti a magnézium felszívódását (Roglerés Parker, 1972). Monsey 
és mtsai (1977) kísérletében a magnéziumtöbblet hasmenést okozott jércéknél 
valamint csökkentette a testsúlygyarapodást.

A különböző állatfajoknál a jelenlegi takarmányozási szabványok alapján 
nem beszélhetünk magnéziumhiányról, ennek ellenére az alaptakarmányban 
lévő mennyiségen felül adagolt magnézium javíthatja a termelési eredménye­
ket.

Kísérletünkben azt a célt tűztük ki, hogy megvizsgáljuk a tojótyúkok takar­
mányához a szükségletet meghaladó mennyiségben adagolt magnézium hatá­
sát az embriófejlődésre, valamint a keltethetőségre.
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ANYAG ÉS MÓDSZER

A kísérletet sárga magyar tojótyúkokkal végeztük (20-21. tojóhét), ahol az 
alaptakarmányon felül 300 (Mg 1), 400 (Mg 2), 500 (Mg 3) mg/nap magnéziu­
mot adagoltunk az egyes kísérleti csoportoknak MgO formájában, melynek 
magnézium-tartalma 58,67%. Minden csoportban 40 tojótyúk és 4 kakas volt.

Megvizsgáltuk a 14, 16, 18 és 20 napos csirkeembrió súlyát, majd az agy, 
máj, szív és gyomor súlyát, továbbá azok magnézium-tartalmát. Minden bonco­
lási napon csoportonként véletlenszerűen 5-5 tojást vettünk ki a keltetőből.

A keltetés alatti lámpázások során kiestek a terméketlen, a véres, majd az 
elhalt és végül a befulladt tojások. A kelési %-ot a kikelt naposcsibék és a bera­
kott tojások aránya adta, de értékének megállapításakor a berakott tojásokból 
csoportonként 20 tojással kevesebbet vettünk figyelembe, amelyek az inkubá­
ció alatt végzett mintavételek során használtunk fel.

Továbbá megfigyeltük, hogyan változik a magnézium-adagolás emelkedé­
sével az egyes kísérleti csoportoknál a keltetés során kiesett tojások mennyisé­
ge, valamint a kikelt naposcsibék átlagos súlya.

EREDMÉNYEK ÉS ÉRTÉKELÉSÜK

A keltetés folyamán kiesett tojásokat és a kelési % alakulását az 1. táblázat 
tartalmazza. Az eredményekből kitűnik, hogy a magnézium-adagolás jelentősen 
javította a keltetési eredményeket. A keltetés mind a négy csoport esetében 
azonos keltető gépben történt, a genetikai háttér, a takarmányozás és a keltető 
tojás gyűjtésének időtartama szintén azonos volt.

1. táblázat

A magnézium-adagolás hatása a keltethetőségére

Csoport

(1)

Berakott 
tojás, n 

(2)

1. Iámpázás(3) Tojás(6)
(n-15)

2. Iámpázás(3) Tojás(6)
(n-20)

Befulladt
(8)

Kikelt
csibe

(9)

Kelési % 
(10)termé­

ketlen^)
véres

(5)
elhalt(7)

Kontroll(11) 320 26 13 305 14 300 62 185 61,67
Mg 1. 328 29 5 313 14 308 41 219 71,10
Mg 2. 330 28 8 315 23 310 30 221 71,29
Mg 3. 333 30 2 318 8 313 27 246 78,59

Table 1.: Effect of magnesium on the hatchability of breeding eggs 
group(1), hatching eggs(2), candling(3), infertile(4), bloody(5), eggs(6), dead(7), asphyxiated(8), 
hatched chicks(9), hatching %(10), control(11)

Az 1a fáJb/ázatóao-mutatjuk be a lámpázás során kiesett tojások százalékos 
megoszlását az egyes kíséríeti csoportokban. Megfigyelhető, hogy a magnézi­
umszint emelkedése kedvező hatással volt a lámpázás eredményeire, csökken­
tette ugyanis a kiesett tojások mennyiségét.

A 2. táblázat az embrió súlyát mutatja be a kontroll és a három kísérleti 
csoportban, valamint megadtuk az eredmények statisztikai értékelését is (2a 
táblázat). Az embriónak a tojáshoz viszonyított %-os aránya mind a négy'bon­
colási időpontban lineárisan növekedett a magnézium-kiegészítés hatására.
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1a táblázat

A magnézium-adagolás hatása a keltetés során kiesett tojásokra

Csoport(1) Véres(2) Elhalt(3) Befulladt^)
Kontroll(5) 4,06 4,38 19,38
Mg 1. 1,52 4,27 12,50
Mg 2. 2,42 6,97 9,09
Mg 3. 0,60 2,40 8,11

Table 1a: Effect of magnesium on the hatchability ofbreeding eggs 
group(1), bloody(2), dead(3), asphyxiated(4), control(5)

2. táblázat

A magnézium-adagolás hatása a csirkeembrió súlyára

Csoport(1) Tojás(3) | Embrió(4) Arány, %(5) Tojás(3) I Embrió(4) Arány (%)(5)átlagsúlya, g(6) átlagsúlya, g(6)
14. napi í2 ) 16. nap(2)

Kontroll(7) 54,75 6,51 11,89 57,52 11,57 20,05
Mg 1. 53,67 6,47 12,05 51,72 12,52 24,02
Mg 2. 51,53 7,14 13,85 50,13 12,03 24,01
Mg 3. 50,47 7,34 •14,54 52,68 13,11 24,88

18. napi 2) 20. nap(2)
Kontroll(7) 53,33 18,82 35,28 53,44 22,45 42,00
Mg 1. 51,16 19,80 38,71 52,48 24,61 46,89
Mg 2. 52,14 20,70 39,71 51,62 27,12 52,54
Mg 3. 53,99 17,95 33,25 51,65 28,83 55,82

Table 2.: Effect of magnesium on the embryo weight 
group(1), day(2), egg(3), embryo(4), rate, %(5), weight, g(6), control(7)

2a táblázat

Az embrió tojáshoz viszonyított arányának statisztikai értékelése

Csoport(1) 14. naj3(2) 18. nap(2)
Kontrolig) Mg 1. Mg 2. Mg 3. Kontroll(3) Mg 1. Mg 2. Mg 3.

Kontroll(3) NS NS ★ * * NS
Mg 1. * NS * NS NS **

Mg 2. NS NS NS ** NS **

Mg 3. * NS NS ** ** NS
16. nap(2) 20. nap(2)

*P<0,05; **P<0,01)

Table 2a.: The statistic evaluation ofthe embryo 
group(1), day(2), control(3)

Ha az életfontosságú belső szervek embrióhoz viszonyított arányát követjük 
nyomon. (3. táblázat), akkor megfigyelhetjük, hogy a 14-18. napig tartó embrió­
fejlődési szakaszban a máj súlya a magnézium-adagolással párhuzamosan 
növekedett.
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Az inkubáció 18. és 20. napján végzett mintavételkor ez a súlynövekedés a 
májnál már nem volt megfigyelhető. A többi belső szervnél következetes súly­
változás a kontroll és a kísérleti csoportok között nem mutatkozott.

Az egyes szervek arányának statisztikai értékelése a 3a, 3b, 3c és 3d táb­
lázatokban található.

3. táblázat

A belső szervek súlyának változása az embrió súlyához viszonyítva

Embrióhoz viszonyított, %*(3)
Csoport(1) Agy(4) ||Szív(5) I Máj(6) | Gyomor(7) Agy(4) I Szív(5) I Máj(6) | Gyomor(7)

14. nap(2) 16. nap(2)
Kontroll(8) 4,43 1,23 2,18 2,58 3,74 0,79 1,81 3,00
Mg 1. 4,52 1,11 2,04 2,69 3,74 0,81 2,01 3,56
Mg 2. 4,62 1,04 2,13 3,19 3,62 1,00 2,33 3,59
Mg 3. 4,44 1,04 2,45 3,19 3,60 0,87 2,08 3,34

18. nap(2) 20. nap(2)
Kontroll(8) 3,48 0,86 2,27 4,79 2,78 0,83 2,43 6,25
Mg 1. 3,18 0,83 2,20 4,91 2,97 0,72 2,02 9,80
Mg 2. 3,30 0,76 2,42 4,93 2,69 0,80 2,12 5,89
Mg 3. 4,14 0,88 2,34 4,36 2,54 0,68 2,03 . 5,73
* relatív súly az embrió teljes súlyához (100 %) viszonyítva(9)

Table 3.: The changes ofintestines compared to embryo weight 
group(1), day(2), relatíve weight, %(3), brain(4), heart(5), liver(6), stomach(7), control(8), * relatíve 
weight compared to totál weight (100%) of embryo(9)

3a. táblázat

Az embrió:agy arányának statisztikai értékelése

Pcnnnrt/1 \ 14. nap(2) 18. napvbUpUfl  ̂I) kontroll(3) Mg 1. Mg 2. Mg 3. kontroll(3) Mg 1. Mg 2. Mg 3.
Kontroll(3) NS NS NS NS NS *
Mg 1. NS NS . NS NS NS **
Mg 2. NS NS / v r;::' NS NS NS **
Mg 3. NS NS NS NS NS NS

16. nap(2) 20. nap(2)
* P<0,05; ** P<0,01

Table 3a.: The statistic evaluation of the embryo:brain rate 
as in Table 2a.(1-3)

3b. táblázat

Az embrió:szív arányának statisztikai értékelése

Csoport(1) .14. nap(2) 18. nap
kontroll(3) Wlg 1. Mg 2. Mg 3. kontroll(3) Mg 1. Mg 2. Mg 3.

Kontroll(3) NS NS NS ■ 'fí- NS NS NS
Mg 1. NS NS NS US NS NS
Mg 2. NS NS NS NS NS NS
Mg 3. NS NS NS * NS *

16. nap(2) 20. nap(2)
* P<0,05; ** P<0,01

Table 3b.: The statistic evaluation of the embryo.heart rate 
as in Table 2a.(1-3)
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3c. táblázat

Az embriórmáj arányának statisztikai értékelése

Pcnnnrt/1 \ 14. nap(2) 18. napwoupui l)
kontroll(3) Mg 1. Mg 2. Mg 3. kontroll(3) Mg 1. Mg 2. Mg 3.

Kontroll(3) NS NS NS NS NS NS
Mg 1. NS NS NS * NS NS
Mg 2. * NS •, NS NS NS NS
Mg 3. NS NS NS * NS NS

16. nap(2) 20. nap(2)
* P<0,05; ** P<0,01

Table 3c.: The statistic evaluation of the embryo:liver rate 
as in Table 2a.(1-3)

3d. táblázat

Az embrió:gyomor arányának statisztikai értékelése

14. nap(2) 18. napUaU|JUll\ I) kontroll(3) Mg 1. Mg 2. Mg 3. kontroll(3) Mg 1. Mg 2. Mg 3.
Kontroll(3) NS NS NS NS NS NS
Mg 1. NS NS NS ★★ NS NS
Mg 2. NS NS NS ** NS
Mg 3. NS NS NS NS . ** NS

16. nap(2) 20. nap(2)
* P<0,05; ** P<0,01

Table 3d.: The statistic evaluation of the embryo.stomach rate 
as in Table 2a.(1-3)

A kikelt naposcsibék átlagos súlyát mutatja be a 4. táblázat. Annak ellenére, 
hogy az inkubáció 20. napján történt mintavételkor az embriósúlyt mindhárom 
kísérleti csoportnál meghaladta a kontroll csoport embriósúlyt, a kelést követő­
en elvégzett napos kori csibemérésnél a kísérleti csoportok értékei elmaradtak 
a kontrolitól.

4. táblázat

A kikelt naposcsibék átlagsúlya

Csoport(1) Kikelt naposcsibe(2)
n átlagsúly, g(3) SD CV%

Kontroll(4) 185 41,13 3,79 9,22
Mg 1. 219 39,62 3,35 8,45
Mg 2. 221 37,84 3,03 8,01
Mg 3. 246 38,71 3,34 8,63

Table 4.: The average weight of the hatched chicks 
group(1), hatched chicks(2), average weight, g(3), control(4)

Az embrió belső szerveinek magnézium-tartalma sem a magnézium­
adagolás hatására, sem az inkubáció során nem változott (5. táblázat).
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5. táblázat

Az embrió belső szerveinek magnézium-tartalma

Kor(1) Kontroll(3) | Mg1. | Mg 2. | Mg 3.
Mg, mg/kg

Agy(4)

14. nap(2) 
16. nap(2) 
18. nap(2) 
20. nap(2)

0,196
0,206
0,213
0,205

0,175
0,215
0,240

1,185
0,167
0,235
0,238

0,222
0,178
0,211
0,231

Szív(5)

14. nap(2) 
16. nap(2) 
18. nap(2) 
20. nap(2)

0,455
0,674
0,350
0,360

0,339
0,312
0,319

0,519
0,386
0,363
0,316

0,508
0,340
0,578
0,345

Máj(6)

14. nap(2) 
16. nap(2) 
18. nap(2) 
20. nap(2)

0,653
0,804
0,644
0,619

0,564
0,597
0,624

0,592
0,582
0,616
0,569

0,678
0,652
0,578
0,614

Gyomor(7)

14. nap(2) 
16. nap(2) 
18. nap(2) 
20. nap(2)

0,269
0,285
0,230
0,386

0,320
0,230
0,377

0,240
0,283
0,206
0,386

0,241
0,314
0,255
0,412

Table 5.: The magnesium content of the internál organs of the embryo 
age(1), day(2), control(3), brain(4), heart(5), liver(6), stomach(7)

KÖVETKEZTETÉS

A magnézium-adagolás jelentősen javította a keltetési eredményeket. Ha 
az embriónak a tojáshoz viszonyított %-os arányát figyelembe vesszük, az 
embriófejlődés mind a négy mintavételi időpontban a magnézium-kiegészítés 
hatására lineárisan és szignifikánsan (P<0,05; P<0,01) növekedett.

Az ásványi anyagok tárolása és metabolizmusa szempontjából az embrió­
fejlődés során kulcsfontosságú szerepet tölt be a máj (Richards és Steele, 
1987ab), melynek ásványianyag-koncentrációja az embriófejlődés során foko­
zatosan változik (Sandrock és mtsai, 1983; Fleet és McCormick, 1988). 
Richards (1991ab) vizsgálatai kimutatták, hogy a májban lévő mikroelemek 
ingadozó előfordulása kapcsolatba hozható a tojásból történő mobilizációval.

Ha az életfontosságú belső szervek embrióhoz viszonyított arányát követjük 
nyomon, azt tapasztaljuk, hogy a 14-18. napig tartó embriófejlődési szakasz­
ban a máj súlya a magnézium-mennyiség növekedésével párhuzamosan növe­
kedett, ami statisztikailag is igazolható volt (P<0,05; P<0,01). Mindez azzal 
magyarázható, hogy a magnézium májba történő beépülése feltehetően fokozta 
a biokémiai — és ennek révén a növekedési — folyamatok intenzitását. Az 
inkubáció 18. és 20. napján történt mintavételkor ez a súlynövekedés a májnál 
már nem figyelhető meg, mert erre az időpontra a tojássárgájából, héjból az 
ásványianyagok beépülése már jórészt befejeződik. A többi belső szervnél kö­
vetkezetes súlyváltozás a kontroll és a kísérleti csoportok között nem mutatko­
zott. (

Mivel az ásványianyagok csirkeembrióba való beépüléséért a chorioallan- 
tois membrán a felelős, a tojáshéjba beépülő magnéziumtöbblet bejut a fejlődő
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embrióba, és az a különböző szervekbe, csontozatba beépülve befolyásolja a 
biokémiai folyamatokat, emiatt egyes létfontosságú vegyületek szintézisét 
(Grau és mtsai, 1979; Richards és Packard, 1996; Richards, 1997; Wilson,
1997). Dewar és mtsai (1974) megfigyelték, hogy az embrióban a cink-, réz-, 
vas- és mangán-koncentráció a keltetés ötödik napján a legmagasabb, majd 
folyamatosan csökken a 10. napig. Shamsuddin és mtsai (1977) azt vizsgálták, 
hogyan változik a csirkeembrió májának magnézium-koncentrációja a fejlődés 
során. A keltetés ideje alatt a 6., 14. és 18. napon mérték a legmagasabb mag­
néziumszintet, hasonlóan a saját vizsgálataink eredményeihez. Mivel számos 
anyagcsere-folyamat magnézium-igényes, így a keltetés ideje alatt megfigyelt 
magnézium csúcsok kapcsolatban lehetnek az ezekhez a folyamatokhoz szük­
séges vegyületek szintézisének növekedésével a fejlődő csirkemájban. A kelte­
tés 14. napján mért magnézium csúcs összefügg a vérképződéssel, a 18. na­
pon mutatkozó magnéziumtöbblet, pedig kapcsolatban áll a kötőszövet és a 
mukopoliszacharidok képződésével.

Az embrió belső szerveinek magnézium-tartalma a laboratóriumi vizsgála­
tok során sem a magnézium-adagolás hatására, sem a keltetési időszak előre­
haladtával nem változott.

Annak ellenére, hogy a 20. napon történt mintavételkor az embriósúly 
mindhárom kísérleti csoportnál meghaladta a kontroll csoport embriósúlyát 
(P<0,05; P<0,01), a napos korban történt csibemérésnél a kísérleti csoportok 
értékei elmaradtak a kontrolitól. Ennek pontos oka jelenleg még nem ismert, az 
további vizsgálatokat indokol. Feltételezhető, hogy a nagyobb embriójú tojások­
ból a csibék előbb keltek ki és a bújtatóban súlyvesztést okozott az egyidejű 
gépből való kiszedés.

összefoglalóan megállapítható, hogy a magnézium-adagolás kedvezően 
befolyásolja a tenyésztojás minőségét, javítja a keltetési eredményeket, ugyan­
akkor nem épül be az embrió belső szerveibe annak ellenére, hogy az agy és a 
máj raktározó szervnek számít a szükségletet meghaladó mennyiségű magné­
zium bevitel esetében.
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A TŐKÉSRÉCE TOJÓT ÉRT STRESSZ HATÁSA A 
TOJÁSSZIKBE DEPONÁLT SZTEROIDOKRA ÉS AZ 

UTÓDOKRA

SZŐKE ZSUZSANNA — FERENCZI SZILAMÉR — BICZÓ ANDRÁS — PÉCZELY PÉTER

ÖSSZEFOGLALÁS

A handling stressz hatását vizsgálták a tojó és utódai vonatkozásában, amelyet az állatok há­
romszori befogásával és szállító dobozba történő helyezésével értek el. Ezt a procedúrát három 
egymást követő napon megismételték. A kezelések alatt 4 óránként történt bélsárgyűjtés a tojóktól 
és a 3. naptól kezdve pedig megkezdődött a tojásgyűjtés is. A kezelés hatására a tojókban bekö­
vetkező kortikoszteron (B), tesztoszteron (T) 17-p-ösztradiol (E2), progeszteron (P4) és 
dehidroepiandroszteron (DHEA)-koncentráció-változásokat a bélsárból történő szteroid analízissel 
(RIA) detektálták. A tojások egy részét (napi 2-4 tojás/csoport) 84. óráig inkubálták, majd a tojás 
felnyitása után rögzítették az embrió paramétereit. Ezt követően a későbbi ivar-meghatározás 
céljából az embrió eltávolítása következett. A tojásszikből is meghatározták a fent említett szteroi- 
dokat. A többi tojást a szerzők kikeltették. A kezelt csoport kelési százaléka mintegy 20%-kal elma­
radt a kontrolihoz képest és ez a különbség jórészt a korai embrió elhalásból adódott. A kezelt 
csoport utódainál a tömeges kelés mintegy 12-24 órával korábban kezdődött.

A stressz hatására a tojók bélsarában mérhető B koncentráció megnövekedett, s ez megjelent a 
szikben is. Mind a nőivarú mind a hímivarú embriót tartalmazó tojások szik B koncentrációja szigni­
fikánsan magasabb értéket mutatott a kontrollokénál. A bélsárban mérhető T mennyiség szintén 
megemelkedett, azonban csak a hímivarú embriót tartalmazó tojások szik T tartalma mutatta ezt a 
változást, a nőivarnál a két csoport között nem volt különbség.

A DHEA estében a nőivarú embriót tartalmazó tojásokban nem tapasztalható szignifikáns kü­
lönbség. Ezzel szemben a hímivart tartalmazó tojások szikanyagában — a T-hoz képest ellenkező­
en — a kontroll csoporthoz képest szignifikáns csökkenés következett be. A fekális értékek tekinte­
tében nem volt különbség a csoportok között.

Az E2-koncentrációk vonatkozásában a nőivarú embriót tartalmazó szikben volt eltérés, a kezelt 
csoportban szignifikánsan nagyobb volt a koncentráció, míg a hímivart tartalmazó tojások E2 tar­
talma nem változott. A kezelt csoport fekális értékei elmaradtak a kontrolihoz képest. A szik P4 
szintek a kontroll és stresszelt csoportokban, mindkét ivarban, azonosan alakultak. A fekális P4 
koncentrációk is alacsonyabb értéket mutattak a kezelt csoportban.

A kísérlet eredményei a stressz anyai szteroid depozíciót befolyásoló hatását támasztják alá, 
mely hatással lehet a kelési ráta csökkenésére is.

SUMMARY

Szőke, Zs.Ms. -  Ferenczi, Sz. -  Biczó, A. -  Péczely, P.: EFFECT OF MATERNAL HANDLING 
STRESS ON STEROID DEPOSITION INTŐ THE YOLK AND THE OFFSPRING IN MALLARDS

Handling stress was used in female mallards to study the steroid deposition intő the yolk and the 
embryonic development. Handling stress was carried out by pút the female mallards intő wooden 
boxes and moving fór 20 minutes. The procedure was repeated three times in three consecutive 
days, followed by blood sampling. During these manipulations feces were collected in every 4 hours 
and from the 3rd day the eggs were collected as well. The effect of stress was tested by changes of 
fecal steroid contents. Corticosterone- (B), testosterone- (T) 17-p-oestradiol- (E2), progesterone- 
(P4) and dehydro-epiandrosterone (DHEA) levels were analyzed using RIA method. Somé eggs 
(2—4 eggs/groups/day) were incubated until 84th hours, then the eggshell was opened and the 
status of embryos was estimated. Embryonic or blastodermal tissue was taken fór molecular sexing. 
The above mentioned steroids were analyzed from yolk too. The remaining eggs were hatched. The 
handling stress decreased hatching rate with about 20% which manifested in early embryonic mor- 
tality. The handling'stress induced a 12-24 hours earlier hatching.
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In treated group the corticosterone (B) levet increased in the maternal feces and it appeared in 
the yolk too. On the effect of handling stress the maternal fecal T level increased, the E2 and P4 
level decreased while the DHEA level didn't change. In the eggs containing male embryos of the 
stressed group, the testosterone concentration of the yolk was higher than in the control eggs while 
the DHEA levels decreased. In the stressed group the yolk containing female embryos E2 concen- 
trations were significantly higher than in Controls. In P4 levels no differences were found between 
the groups and the sexes.

These results support the idea of the modification effect of stress on the maternal steroid deposi- 
tion.

BEVEZETÉS

A madárfiókák fenotípusát nemcsak a genetikai örökítőanyag átadása befo­
lyásolja, hanem egyéb epigenetikus maternális hatások is. Az együttes anyai 
hatást a tojásszikbe deponált különböző biológiailag aktív vegyületek készleté­
nek átadása jelenti.

Bár a madártojások szteroid tartalmának vizsgálatai a 1920-as évekig nyúl­
nak, a technikai áttörést mintegy egy évtizede Schwabl (1993) munkássága 
hozta, aki a szikből Radio Immuno Assay-vel rutinszerűen megoldotta a külön­
böző szteroid hormonok kimutatását. Vizsgálatai alapján bizonyítást nyert, hogy 
a kanári (Serinus canaria) tojásaiban a tesztoszteron mennyiség fokozatosan 
nőtt a lerakott tojások számával. A feltevés szerint a növekvő szteroid koncent­
ráció (főként az androgén) kompenzálja a később lerakott tojás és utód „hátrá­
nyosabb" helyzetét (Schwabl, 1996), valamint a kelés szinkronizálásához is 
hozzájárul, emellett a szik tesztoszteron tartalma és a kikelt fiókák agresszivitá­
sa és életrevalósága között határozott pozitív összefüggés volt kimutatható 
(Eising és mtsai, 2001). A szikben található androgén — elsősorban a tesztosz­
teron koncentrációval — erős pozitív korrelációt mutat a kikeléskori izom tö­
meggel (Lipar; 2001), intenzívebb növekedési eréllyel és csökkent a kelési 
asszinkronitás is (Eising és mtsai, 2001). Ezen kívül Strasser és Schwabl
(2000) megfigyelte, a magas androgén szint a csoportban betöltött magasabb 
dominancia szinttel és a jobb túléléssel, rátermettséggel áll összefüggésben.

Kevés irodalmi adat áll rendelkezésünkre arról hogyan és miként transz- 
portálódik a madarakban — az elsődleges glükokortikoid, a kortikoszteron a 
tojásszikbe és ez az ott jelenlevő számottevő mennyiség, hogyan hat az embrió 
fejlődésére. Az emlősöknél már régóta ismert, hogy ha egy vemhes nősténynél 
glükokortikoid kezelést alkalmaznak, akkor az utód(ok) születési testsúlya szig-. 
nifikánsan alacsonyabb lesz, mint a kontroll csoportban (Seckl, 2001). A fent 
említett számos vizsgálat is igazolta, hogy madarakban, a tojásszikben található 
szteroidok befolyásolják a,z utódok postnatális növekedését, fejlődését. 
Hayward és Wingfield (2004) vizsgálatai azt mutatták, ha japán fürjtojókba kor­
tikoszteron implantátumot ültettek, ennek következtében magasabb kortikoszte­
ron koncentrációt mértek a tojásszikben, majd a kelési százalék is alacsonyabb 
értéket mutatott, sőt ezen kívül ezek a csibék lassabban is nőttek a kontroll 
társaikhoz képest. Hasonló élettani hatásról számoltak be halaknál, ahol a 
megemelkedett glükokortikoid szint — a kortizol — növeli a peték mortalitását 
(Pottinger és Carrick, 2000), csökkenti a kikelés utáni lárvaméretet (McCormick, 
1999) és növeli az abnormális lárvák gyakoriságát (Morgen és mtsai, 1999).
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ANYAG ES MÓDSZER

Állatok és tartásuk: Vizsgálatainkat egy éves tőkés récéken végeztük, me­
lyeket szabad kifutós ólakban helyeztünk el. Az állatok számára a kacsa tojó­
táp, mészkőgritt és az átfolyó rendszerben biztosított víz ad libitum állt rendel­
kezésre, az esetleges termékenyülési problémák elkerülése érdekében nem a 
3:1 ivararányt alkalmaztuk, a kezelt és kontroll csoportban is 15 tojó és 10 gá­
csér volt.

A stresszkezelést megelőző napon fekális alapadatgyűjtés történt mindkét 
csoportból. Handling (megfogás, befogás) stressz kivitelezése:

A tojókat a befogásuk után szállítóládába tettük és mozgattuk őket — ezzel 
mintegy a szállítást imitálva — 20 percig majd 10 perc szünetet követően ezt a 
procedúrát háromszor megismételtük. Végül vért vettünk állatainktól és bélsár- 
mintákat gyűjtöttünk. A kezeléseket, 3 egymást követő napon megismételtük A 
kísérleti protokollt az 1. táblázat tartalmazza, a handling stresszt kétszer ismé­
teltük, A második 2002. április 9-én kezdődött és teljesen megegyezik a 
handling-l-nél alkalmazottakkal.

1. táblázat
Handiing-stressz kísérleti protokoll

Handling 
stressz I.

Március
19. | 20. | 21 I 22. I 23. I 24. | 25. I 26. | 27. | 28. | 29. | 30. | 31.

Apr.
01.

stressz II. 09. 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16. 17. 18. 19. 20. 21. 22.
Bélsár- 
gyűjtés 
ideje, óra(1)

10
14
18

10
14
18

10
14
18

10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

Tojásgyűjtés keltetésre 03.21-tői, ill. 04.12-től napi 1-3 tojás 84 órás inkubálás szik analízis és 
embriószexálás*

Table 1.: Ex peri mentái protocol of handling-stress 
feaces collection time, hours(1), * Eggs collection fór handling from 03.21. and 04.12, daily 1-3 
eggs, incubatioa time 84 hours, yolk analysis embryo sexing

Szteroid analízisek: A tojásszikből kortikoszteront (B) és szexuál szteroido- 
kát: tesztoszteront (T) 17-(3-ösztradiolt (E2), progeszteront (P4), dehydroepian- 
droszteront (DHEA) Radio Immuno Assay módszerrel határoztunk meg. A to­
jásszikből való szexuálszteroid kinyeréshez a dietil-éteres extrakciót alkalmaz­
tuk, melyet 1%-os Triton-X-100 emulgeálással egészítettük ki. Az extrakciót 
követő visszanyerést 3H-tesztoszteron hozzáadásával mértük, az átlagos visz- 
szanyerés: 71,79±11,32% volt. A kortikoszteron kinyeréséhez diklórmetánt 
használtuk és az extrakciós visszanyerést 3H-kortikoszteronnal teszteltük, az 
átlagos visszanyerés 71,19±8,89 % volt. A RIA az összes szteroid esetében 2,5 
mg-ból történt.

Korábbi vizsgálatainkban megállapítottuk, hogy a tőkés récéknél az inkubá­
ció 4. napjáig (96 óra) a szikben nem történik szignifikáns koncentráció változás 
a fent említett szteroidok esetében (Szőke és mtsai, 2003). A bélsárból — a 
tojásszikhez hasonlóan — szexuál szteroidokat és kortikoszteront határoztunk 
meg, az extraháló oldószerek is megegyeztek, csak ebben az esetben 1%-os 
SDS oldattál történő emulgeálást alkalmaztunk. A RIA az összes szteroid ese­
tében 1 mg-ból'történt.
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Embriószexálás: A vizsgálataink során a 84 órát inkubáit tojásokból eltávolí­
tó ttuk az embriót és Chelex 100 (Bio-Rad) extrakcióval genomiális DNS-t izolál­
tunk (Walsh és mtsai, 1991). Ezt követően a mintából 2 pl használtunk a PCR 
reakcióhoz a következő feltételek mellett:

— reakciótérfogat 50 pl, reakciómix tartalmaz: 0,2 mM mindegyik dNTP- 
ből, 40 pM mindegyik primerből, 2,5 unit Taq polimeráz (PROMEGA), 2,5 mM 
MgCI2, 5 mikroliter 10x PCR puffer (PROMEGA)

— PCR primerek: a szexáláshoz használt két primer párt ltoh és mtsai, 
(2001) által végzett kísérletek alapján terveztük.

PCR körülmények: 95 °C, 5 perc
95 °C, 80 másodperc "|
56 °C, 90 másodperc L 35 ciklus 
72 °C, 60 másodperc J 
72 °C, 5 perc

A PCR reakciót Perkin Elmer Gene Amp 2700-as típusú készülékkel végez­
tük. A kapott termékeket 2 v/w %-os agaróz gélen választottuk el 1X TBE puf- 
ferben. Ezt követően etidium bromiddal festettük a PCR termékeket.

Statisztikai analízis: A tojásszik szteroid tartalmának összehasonlításához 
F-próbát alkalmaztunk (Microsoft Excel, 98). A bélsárban mérhető szteroid 
ekvivalensek értékeléséhez, a kinetika és összproduktum összehasonlításához 
a görbe alatti terület integráltuk a Microcal Origin Version 3.5 szoftver segítsé­
gével.

EREDMÉNYEK ÉS KÖVETKEZTETÉSEK

Korábbi vizsgálataink alapján a handling-stressz kezelést követően a kezelt 
csoportban tojástermelés rövid idejű visszaesését figyelhetjük meg különösen 
az első kezelést követő 4-5. napon, ezzel párhuzamosan emelkedik a tojás­
súly: átlagban mintegy 7 százalékkal (Szőke és mtsai, 2003) és ez a 
megnövekedett súly a vizsgált periódusban mindvégig megfigyelhető volt. A 
nagyobb súlyú tojásokból a kikelő utódok száma csökkent

A kezelt csoport kelési százaléka mintegy 20%-kal elmaradt a kontrolihoz 
képest és ez a különbség jórészt a korai embrióelhalásból adódott (1. ábra).

1. ábra: Kelési eredmények a stresszkezelések után

K o n tro ll (H 1 )  S tre s s z  (H 1 ) K on tro ll (H 2 )  S tre s s z  (H 2 )  
B l .  lá m p á z á s  (1 0 . n a p )(1 ) E l i .  lá m p á z á s  (2 2 -2 3 .  n a p )(2 )
E D b e fu llad á s (3 ) D k e lé s i  % (4 )

Fig. 1.: Percentages of hatchatibility after the handling stress' treatments 
candling (1 Oth day)(1), candling (22 or 23th day)(2), perinatal death(3), percentage of hatchatibility(4)
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Kétszeresére emelkedett az embrióelhalás (korai elhalás a keltetés 3-10. 
napján), a második elhalási csúcsot pedig a 21. nap körül kaptuk, de itt már 
kisebb a különbség a kontrolihoz képest. A befulladás mértéke mindkét cso­
portban azonosan alakult.

A szikanalízis vizsgálatokra 84 óra hosszat inkubált tojásokban is megfi­
gyelhető az előbb említett tendencia, mely szerint a kezelt csoportban megnőtt 
az elhalt és abnormális embriók aránya (2. és 3. ábra).

2. ábra: Embriófejlettség 84 órás inkubálás 3. ábra: Embriófejlettség a 84 órás inkubálás 
után a „handling” stresszt követően után a kontroll kezelésben

4% 4%

□  elhalt embrió (24%)(1)
□  abnormális embrió (12%)(2)
□  élő, de átlagnál kisebb (24%)(3)
□  élő, normál embrió (40%)(4)

□  elhalt embrió (4%)(1) 
Babnormális embrió (4%)(2)
□  élő, de átlagnál kisebb (41 %)(3)
□  élő, normál embrió (51 %)(4)

Fig. 2.: Embryonic development after 84th Fig. 3.: Embryonic development after 84th
incubation time in stressed group incubation time in control group
death embryo(1), abnormal embryo(2), live, bút smaller embryo(3), live, normál embryo(4)

A handling stresszkezelés után a tojókban megnőtt a bélsárban mérhető 
kortikoszteron koncentráció (4. ábra), statisztikailag (a görbe alatti területszá­
mítással) a 10. napig igazolható a megemelkedett glükokortikoid tartalom.

4. ábra: A tojók fekális kortikoszteron koncentráció változásai 
a stresszkezelés alatt és azt követően

(/><DO<1>
CD

CD
O)
C

Fig. 4.: Changes offaecal corticosterone level in females during and after the stress treatments
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Ezzel párhuzamosan a tojásszikben is detektálható egy erőteljes szignifi­
káns emelkedés mind a nőivarú-, mind a hímivarú embriót tartalmazó tojások 
szikanyagát tekintve (5. ábra). Ez az eredményünk jól korrelál Hayward és 
Wingfíeld (2004) eredményeivel, mely szerint a tojókba szubkután implantált 
kortikoszteron „sylastic” segítségével megemelkedett kortikoszteron koncentrá­
ció átjutott a tojásszikbe.

5. ábra: A 84. óráig inkubált tojás szik-kortikoszteron (B) koncentrációi a két csoportban

kontroll stressz
E3 B hímivar(1) □Bnőivarú(2)

Fig. 5.: Yolk corticosterone (B) concentrations until 84th hour incubated eggs in both group 
B male(1), B female(2)

Érdekes ivari különbséget figyelhetünk meg a kontroll csoport tojásait ille­
tően, ugyanis a hímivarú embriót tartalmazó tojások szikanyagában magasabb 
kortikoszteron mennyiséget mértünk.

A kezejést követően a tojók bélsár mintáiban magasabb tesztoszteron kon­
centráció mérhető a vizsgálat 10. napjáig, majd a különbség eltűnik (6. ábra).

6. ábra: A tojók fekális tesztoszteron (T) koncentráció változásai a 
stresszkezelés alatt és azt követően

Fig. 6.: Changes offaecal testosterone level in females during and after the stress treatments
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Ezt a megemelkedett androgén szintet csak a hímivarú embriót tartalmazó 
tojásszikben tudtuk kimutatni (7. ábra), míg a nőivarú embriót tartalmazó tojá­
soknál (8. ábra) a T koncentráció teljesen megegyezett.

7. ábra: Szexuál szteroid koncentrációk a szikben (hímivarú embriót tartalmazó tojások)

200 -

P  180

3  160 
o
g  140 

|  120
0  100 
§  80
1  60
o> 40 o> 
c  20

0
E2

□ kontroll
DHEA 

C stressz
PA

* P=0,03 ** P=0,001

Fig. 7.: Yolk steroid concentrations in male embryo containing eggs 
ng/g steroid concentrations(l)

8. ábra: Szexuál szteroid koncentrációk a szikben (nőivarú embriót tartalmazó tojások)

□  kontroll □ stressz

*P=0,02
Fig. 8.: Yolk steroid concentrations in female embryo containing eggs 

ng/g steroid ccncentrations(l)

A kezelt madarak tojásaiban magasabb T koncentrációt találtunk és jellem­
ző volt az, hogy ebben a csoportban a fiókák tömeges kelése mintegy 12-24 
órával megelőzte a kontroll csoportot. Ez a megfigyelésünk megegyezik Eising
(2001) közlésével.
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A fekális E2 koncentráció a kezelt csoportban mindvégig elmaradt a kont­
rolihoz képest (9. ábra), habár csak a kezelést követően 2-3 napig észleltünk 
visszaesést a produkcióban. A szikben mérhető ösztrogén tartalom a hím emb­
riót tartalmazó tojásokban megegyezett, míg a nőivarúaknái (8. ábra) a kezelt 
csoportban mutat szignifikánsan magasabb értéket.

9. ábra: A tojók fekális ösztrogén (E2) koncentráció változásai 
a stresszkezelés alatt és azt követően

Fig. 9.: Changes of faecal oestrogene (E2) level in females during and after the stress treatments

A fekális DHEA szintek azonosan alakultak a kísérlet alatt (10. ábra), a ke­
zelt csoportban a kezelés-sorozatot követő 2 napon találunk egy kiugró csúcs­
értéket. A szikbe deponált DHEA koncentráció a hímivarnál (7. ábra) szignifi­
kánsan alacsonyabb volt a kezelés hatására, nőivarnál (8. ábra) ez a szint azo­
nosan alakult a két csoportban.

10. ábra: A tojók fekális dehydroepiandroszteron (DHEA) koncentráció változásai a 
stresszkezelés alatt és azt követően

Fig. 10.: Changes of faecal dehydmepiandrosterone (DHEA) level in females during and after the
stress treatments
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A fekális P4 értékek a kezelést követő 9. napig elmaradnak a kontrolihoz 
képest, majd egy erőteljes szignifikáns növekedés látható, amely összefüggés­
ben állhat a következő F1 tüsző nemzedékkel (11. ábra). A szikben nem talál­
ható különbség (7. és 8. ábra).

11. ábra: A tojók fekális progeszteron (P4) koncentráció változásai 
a stresszkezelés alatt és azt követően

Fig. 11.: Changes offaecal progesterone (P4) /eve/ in females during and after the stress treat- 
ments

A kezelt csoport hímivarú embrióinál a T, míg a nőivarnál az E2 emelkedett 
meg szignifikánsan a stressz kezelés hatására. A DHEA koncentráció elmarad 
a kezelt csoport hímivarú embrióit tartalmazó tojásoknál.

Vizsgálataink a stressz válasz, illetve kortikoszteron forgalomváltozás, va­
lamint a szik szexuál szteroid tartalma közti kölcsönhatásokra, továbbá a DHEA 
és T stresszt követő különböző típusú reakcióira hívják fel a figyelmet. A két 
androgén eltérő élettani szignifikanciája így ismét igazolást nyert.
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ANYAJUHOK SZAPORULATI MUTATÓINAK ALAKULÁSA 
ÉS AZOK ÉLETTELJESÍTMÉNYRE GYAKOROLT HATÁSA A 

TENYÉSZTÉSBE VÉTELI IDŐ ÉS A SŰRÍTETT ELLETÉS 
FÜGGVÉNYÉBEN

NAGY LÁSZLÓ — PÓTI PÉTER — PAJOR FERENC —  LÁCZÓ EDINA

ÖSSZEFOGLALÁS

A kísérletben 1995. január 1. és 1995. február 10. között született magyar merinó jerkebárányok 
szerepeltek. A jerkéket 30-35 kg testsúly elérésekor 9,5-10,5 hónapos kor körül termékenyítették 
először. Az ekkor termékenyült jerkék (n=83) egyedei alkották az I. csoportot. Az éves kor körül 
nem kellően fejlett állatokat, vagy először, vagy ismét termékenyítették, ezek alkották a II. csoportot 
(n=65). Az első ellést követően mind a két csoport egyedei átlagosan 8 havonta ellettek, tartásuk és 
takarmányozásuk azonos módon történt. A tavasz végi termékenyítési szezonban (április-május) 
ivarzás szinkronizálást alkalmaztak. Az I. csoport első ellése alkalmával 1,02 volt az átlagos bá­
rányszám, a második ellés alkalmával 1,36, amely közel azonos a II. csoport első elléskori bárány­
számával (1,3). A további ellésenkénti átlagos bárányszám között alig volt különbség, az első cso­
portnál 1,37±0,16, a II. csoportnál 1,38±0,11 volt a bárányok száma. A vizsgálatok végeztekor 
(2004. október) az I. csoport egyedei tizennégyszer, a II. csoport egyedei tizenháromszor ellettek. 
Az eredmények alapján megállapítható, hogy a magyar merinó jerkék 10-11 hónapos korban te­
nyésztésbe vehetők, és sűrítve (8 havonta) ellethetők megfelelő felnevelési, tartási és takarmányo­
zási körülmények között.

SUMMARY

Nagy, L. -  Póti, P. -  Pajor, F. -  Láczó, E.Ms.: CHANGES OF PROLIFICACY TRAITS OF EWES 
AND THEIR EFFECTS ON LIFE PRODUCTION DEPENDING ON EARLY BREEDING AND 
FREQUENTED LAMBING

The study was carried out with ewe lambs of the Hungárián Merino breed, born between 1. Janu- 
ary and 10. February 1995. Ewe lambs were first mated at a weight of 30-35 kg, in their age of 
9.5-10.5 months. The individuals of ewe lambs successfully fertilized at this time constituted of 
group I. (n=83). Ewe lambs exhibiting an inadequate maturation or irregular oestrus were assigned 
intő group II. (n=65) and these were mated first or repeatedly at their age of 15-20 months. After the 
first lambing, ewes of both groups were lambing at an interval of 8 months an average ensured 
similar keeping and feeding conditions. In the late-spring mating season (April-May) oestrus syn- 
chronization was applied. With group I., the average litter size was 1.02 during the first lambing and 
it was 1.36 on occasion of the second lambing. The latter figure was slightly higher the average litter 
size (1.30) produced by ewes in group II. in their first lambing. Subsequently, the average litter size 
was comparable between group I. and II. 1.37±0.16 and 1.38±0.11, respectively. By the end of the 
experiments, the totál number of lambing corresponded to 14 and 13, in group I. and II., respec­
tively. In conclusion, ewe lambs of the Hungárián Merino breed can be introduced intő breeding at 
their age of 10-11 months and used at a frequented littering (at an interval of 8 months) under ade- 
quate rearing than keeping and feeding conditions.
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BEVEZETÉS

Magyarországon az árutermelő juhállományok jövedelmezőségét — a mi­
nőségi bárány előállításon kívül — a bárányszaporulat növelésével, valamint az 
időszakos piac igényeihez való alkalmazkodással lehet elérni. Bedő (1989) a 
mennyiségi és minőségi termék előállításra hívja fel a figyelmet. Hazánkban az 
évente egyszeri elletés terjedt el. Az olasz piac viszont három időszakban (hús­
vét, ferragusto, karácsony) igényel nagyobb mennyiségű bárányt. így a magyar 
tenyésztőknek alkalmazkodni kell ezekhez az értékesítési időszakokhoz. Nagy 
és mtsai (1998) szerint szükséges a két ellés közötti idő csökkentése ahhoz, 
hogy minél jobban kielégítse az időszakos piac igényeit. Ennek egyik legkézen­
fekvőbb módja az anyajuhok sűrített osztott (átlagosan 8 havonkénti) elletése. 
Ez azért is indokolt, mert nemcsak több bárányunk lesz, hanem növeli az érté­
kesítés biztonságát, illetve lehetővé teszi a jobb áron értékesíthető augusztusi 
és karácsonyi bárány előállítást is.

Annak ellenére, hogy a magyar merinó fajta számos más, a világon elterjedt 
fajtával ellentétben megfelelő tartási és takarmányozási körülmények között 
gyakorlatilag egész éven át termékenyíthető, mégsem használjuk ki ezt a lehe­
tőséget. Jelenleg 900 ezer anyajuh található az országban ezek több mint 90%- 
a magyar merinó genotípusú. Hazánkban általában másfél éves életkorban 
veszik tenyésztésbe a jerkéket, holott a magyar merinó már 8 hónapos kora 
körül tenyészérett. A korai tenyésztésbevétellel kapcsolatban, a korábbi évek­
ben már folytak vizsgálatok Magyarországon, melyek során nem egyértelmű 
eredményeket közöltek (Gaál, 1964, 1972; Becze, 1977). A juhtenyésztés jelen­
legi helyzetére jellemző, hogy a szaporulati mutatók nagyon rossz értékeket 
mutatnak. Genetikailag a magyar merinó anyáktól ellésenként állományszinten 
megfelelő tartási és takarmányozási viszonyok között 1,2-1,3 élő szaporulat 
várható' el. Ezt bizonyítja, hogy a ’80-as években a magyar merinó állomány 
szaporulata e körül alakult. Napjainkban a hústermelésre szakosodott állomá­
nyokban csaknem kizárólagos bevételi forrást a bárány értékesítése jelenti. 
Tehát központi kérdéssé vált a minél nagyobb mennyiségű és minőségben is 
kiváló bárány előállítása.

Ezért vizsgáltuk a magyar merinó anyák sűrítve elletését és korai tenyész­
tésbevételét, valamint ezek életteljesítményre gyakorolt hatását.

ANYAG ÉS MÓDSZER

A vizsgálatok egy Eger határában található árutermelő magyar merinó 
tenyészetben történtéit A kísérletben 1995. január 1. és 1995. február 10. 
között született magyar merinó jerke.bárányok vettek'részt. A jerkéket 30-35 kg 
testsúly elérésekor 9,5-10,5 hónapos kor körül termékenyítették először, 
hárembeli pároztatással. Az ivarzó jerkék kiválogatása próbakossal történt. A 
megfelelő fejlettségű, a már rendszeresen ivarzott egyedek termékenyültek 
(n=83) és alkották az I. csoportot. Az ebben az időben nem termékqnyült 
jerkéket másfél éves kor körül (15-20 hónapos) termékenyítették ismét, és ezek 
alkották a II. csoportot (n=65). összesen 158 juh került a kísérletbe. Az első 
ellést követően mind a két csoport egyedei átlagosan 8 havonta ellettek. A 
tavasz végi termékenyítési szezonban (április-május) ivarzás-szinkronizálást
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kenyítési szezonban (április-május) ivarzás-szinkronizálást végeztek. A takar­
mányozás és tartás mindkét csoport egyedei esetében azonos módon történt. A 
tenyészállatok takarmányozása évenként változott a takarmány táplálóanyag­
tartalmának megfelelően, de nagyon fontos, hogy mindig optimális tenyész- 
kondícióban voltak. Az első elléstől kezdődően a következő adatok gyűjtése és 
értékelése történt: tenyésztésbe-vételi életkor, két ellés között eltelt időtartam, 
ellésenkénti megellett anyalétszám, ellésenkénti bárányszám (halva született 
bárányok száma is), és a tenyésztésből kiesés időpontja.

EREDMENYEK ES ÉRTÉKELÉSÜK

A korán tenyésztésbevett jerkéknél az első ellés alkalmával az átlagos bá­
rányszám 1,02 volt, hasonló eredményeket kapott Gaál (1964, 1972), Gáspár 
(1983), Mucsi (1998) is. A korai (9,5-10,5 hónaposan) tenyésztésbe vett jerkék 
is elérik (22-24 hónapos korra) a kifejlett kori testsúlyt (Gaál, 1964). Az I. cso­
port második ellése alkalmával az átlagos bárányszám 1,36 volt, amely közel 
azonos a II. csoport első elléskori bárányszámával 1,30. A további ellésenkénti 
átlagos bárányszám a két csoportnál közel azonos volt (1. ábra).

1. ábra: Az átlagos bárányszám változása ellésenként
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Fig. 1: Change of average number of lamb per lambing 
group(1), average number of lamb(2), number of lambing(3)

A vizsgálatok végeztekor az I. csoport egyedei tizennégyszer, a II. csoport 
egyedei tizenháromszor ellettek (2. ábra). Az átlagosan 9,5 éves anyajuhok 
bárány hozamának összehasonlításakor a kiinduló anya létszámra vetített bá­
rányszámból megállapítható, hogy az ellésenkénti egy anyára jutó átlagos bá­
rányszám hasonló volt (I. csoportnál 1,37±0,16, a II. csoport 1,38±0,11). Az egy 
anyára jutó átlagos összes bárányszámban az I. csoport eredményei jobbak 
voltak (I. csoport: 19,23 , a II. csoport: 18,06).
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2. ábra: A tenyésztésbe vételi időpont és két ellés között eltelt napok változása
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Fig. 2.: Change oftime ofintroduced intő breeding and change ofinten/ai ofamong two lambing 
group(1), interval of lambing(2), number of lambing(3)

A két ellés közötti idő 240 és 300 nap között változott mindkét csoport 
egyedeinél, viszont egyes esetekben 240 nap alá is csökkent (2. ábra), hasonló 
következtetésekre jutott Veress (1974), Veress és mtsai (1991), Nagy és mtsai 
(1998) is. A szórás értékek megfelelnek a tenyészidőszak hosszának, ugyanis a 
kosok hathétig voltak a nyájban. A sűrített elletés esetén a két ellés közötti idő a 
korai tenyésztésbe-vételű csoportnál a második és ötödik ellés között csökkent 
hasonlóan, mint Nagy és mtsai (1998) kísérletében. A két csoport között szigni­
fikáns különbség mutatható ki az első ellésnél a tenyésztésbe vételi időben és 
az első ellés átlagos bárány számában. A többi ellésnél nem mutatható ki szig­
nifikáns különbség a két csoport egyedei között.

A korábban és átlagosan másfél évesen tenyésztésbe vett jerkék is sűrítve 
(8 havonta) ellethetők. Azonos megállapítást közölt Veress (1974, 1990), Látits 
(1981), Veress és mtsai (1989, 1991), Kádas (1998) is. A sűrített elletés csak 
korai (30-40 napos) bárányválasztás esetén képzelhető el, összhangban Ve­
ress (1974, 1990); Veress és mtsai (1989) eredményeivel. A sűrített elletés 
másik feltétele az anyajuhok megfelelő (2,5-3,0 pont) kondíciója. Ehhez elke­
rülhetetlen az anyák mindenkori szükségletét kielégítő takarmányozás. Tehát a 
megfelelő tartás és takarmányozás, amelyre már korábban Schandl (1951a), 
Gaál (1964), Tangl (1971), Gáspár (1983), Látits (1987), Mucsi és Túri (1988), 
Bedő (1989), Veress^s mtsai (1989), Veress (1990), Mucsi (1998, 2001), 
Mucsi és Benk (2002) is felhívta a figyelmet. Különös gondot kell fordítani a 
kiegészítő takarmányozásra is a tápanyag hiányos időszakokban, amint azt 
Bedő és mtsai (2002) hangsúlyozták.

A bárányelhullás a szoptatás ideje alatt közel azonos volt mindkét csoport­
ban. A megellett anyalétszám a hatodik ellésig kis mértékben csökkent, piajd 
nagyobb mértékű volt a csökkenés mindkét csoportnál. Az összes megellett 
anyajuh létszámot alapul véve (n=148) a nyolcadik ellést az anyák már csak 
közel fele élte meg (3. ábra).
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3. ábra: A vizsgálati periódusban részt vett anyák aránya
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Fig. 3: Rate ofewes in experiment period 
group(1), rate of ewes(2), numberof lambing(3)

Tehát az eredmények azt mutatják, hogy a magyar merinó jerkék 9,5-10,5 
hónapos korban megfelelő tartás és takarmányozás esetén tenyésztésbe vehe­
tők. Az első bárányt károsodás nélkül kihordják, problémamentesen ellenek, és 
az első bárányt fel tudják nevelni szervezetük károsodása nélkül. Hasonló ered­
ményekre jutott Gaál (1964, 1972), Gáspár (1983), ezzel ellentétben Látits és 
Tury (1985) 7-8 hónapos korban nem javasolták a jerkék tenyésztésbevételét. 
Az igényeket kielégítő ásványanyag ellátás is fontos, hasonlóan Tangl (1971), 
Veress (1974, 1990) véleményéhez. Az ivarzási szezonon kívül (április-május) 
csak ivarzás-szinkronizálással érhetők el megfelelő termékenyülési eredmé­
nyek hasonlóan Becze (1960), Mészáros (1970), Tangl (1971), Látits és Becze 
(1975), Látits (1981, 1983, 1987), Mucsi és Túri (1988), Veress (1990) közlése­
ihez. A szinkronizálásnak ugyan többlet költsége van, de ha 7.0% körüli a ter­
mékenyülés és 1,2-1,3 az ellésenkénti átlagos bárányszám, tehát ha annyi 
bárány születik amennyi állatot szinkronizáltak, a kezelés már gazdaságos. 
Figyelembe kell venni azt, hogy abban az esetben, ha egész évben termel az 
állomány (vemhes vagy bárányt nevel) nehezen végezhetők el az állategész­
ségügyi kezelések és az oltások. A nyírás és trágyázás idejét is pontosan meg 
kell tervezni. Több jól betanított tenyészkosra van szükség, amelyek kézből is 
ugranak. A januári és februári születésű jerkéket célszerű tenyésztésre meg­
hagyni, mert ezek érik el a kellő fejlettséget az őszi termékenyítési szezonra.

KÖVETKEZTETÉS

A vizsgálataink alapján az alábbi következtetések vonhatók le:
— A magyar merinó jerkék 9,5-10,5 hónapos korban megfelelő tartás és 

takarmányozás, esetén tenyésztésbe vehetők, mivel az első magzatot károso­
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dás nélkül kihordják, problémamentesen ellenek és az első bárányt fel tudják 
nevelni szervezetük károsodása nélkül.

— A korábban (9,5-10,5 hónapos korban) tenyésztésbe vett, és az átlago­
san másfél évesen tenyésztésbe vett jerkék is sűrítve (8 havonta) ellethetők.

— A termelésből való kiesés aránya, kisebb a korábban tenyésztésbe vett 
jerkéknél, mint az átlagosan másfél évesen tenyésztésbe vett jerkék esetében.

— A második elléstől az ellésenkénti bárányszám azonosnak tekinthető a 
korai (9,5-10,5 hónaposan) és hagyományos időben (15-20 hónaposan) te­
nyésztésbe vett egyedeknél.
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ÖSSZEFÜGGÉS A KUMULUSZ MORFOLÓGIAI VÁLTOZÁSA 
ÉS A PETESEJT ÉRÉS DINAMIKÁJA KÖZT FOLLIKULÁRIS 
SERTÉS PETESEJTEK IN VITRO MATURÁLTATÁSAKOR*

SOMFAI TAMÁS — KIKUCHI KAZUHIRO — ONISHIAKIRA —
IWAMOTO MASAKI — FUCHIMOTO DAI-ICHIRO — BÁLI PAPP ÁGNES — 

DINNYÉS ANDRÁS — SATO EIMEI — NAGAI TAKASHI

ÖSSZEFOGLALÁS

Sertés petesejtek in vitro érlelése során a maturáltatás második felétől (a 20. órától) kumulusz- 
petesejt komplexek több csoportja különböztethető meg a kumulusz állomány morfológiája és ex- 
pandáltsága alapján. Ismert, hogy a kumulusz jelentős szerepet játszik a petesejtek sejtmagi érésé­
nek indításában. A kísérletek célja az volt, hogy van-e különbség az eltérő morfológiai csoportok 
között a petesejtek sejtmagi érését, aktiválhatóságát és polispermiára való hajlamát tekintve. Az 
eredményeink azt mutatták, hogy azok a petesejtek, melyek kumulusz állománya a tenyésztőedény 
aljához csatlakozott, jóval gyorsabban átestek a sejtmagi érésen, mint azok a petesejtek, melyek 
expandált kumulusszal körülvéve szabadon lebegtek a tápfolyadékban. A petesejtek 
parthenogenetikus aktiválását követően a női előmag formálódás gyakorisága is magasabb volt a 
tenyésztőeedényhez csatlakozott petesejtek esetében (85,4±14,5% vs 16,7±4,4%), ami az ilyen 
petesejtek korábbi citoplazmatikus érését feltételezi, melyet vélhetőleg azok előrehaladott idősödé­
se okoz. A petesejtek in vitro termékenyítését követően a monospermikus termékenyülés aránya 
szignifikánsan magasabb volt a lebegő, expandált kumulusszal körülvett petesejteknél (44,1 ±4,1%), 
mint a tenyésztőedényhez tapadt oociták esetében (21,2±4,4%). Ez is a letapadó petesejtek előre­
haladott idősödésére utal. A kumulusz állomány viselkedése tehát hatással van a petesejtek sejt­
magi és citoplazmatikus érésére és az eltérő kumulusz morfológia a petesejtek heterogén minősé­
gére utal.

SUMMARY

Somfai, T. -  Kikuchi, K. -  Onishi, A. -  Iwamoto, M. -  Fuchimoto, D. -  Báli Papp, Á.Ms. -  Dinnyés, 
A. -  SátorE. -  Nagai, T.: THE RELATIONSHIP BETWEEN THE MORPHOLOGIC CHANGES 
OF CUMULUS AND THE NUCLEAR PROGRESSION OF FOLLICULAR PORCINE OOCYTES 

’ DURING IN VITRO MATURATION

Based on the morphology and expansion of the cumulus cells, several different classes of por- 
cine cumulus-oocyte complexes (COCs) can be distinguished, during their maturation in vitro. The 
goal of the present study was to find out the characteristics of their nuclear progression, cytoplasmic 
maturation and the frequency of monospermy after IVF. It was found that oocytes attached to the 
bottom of culture dish with dark, compact cumulus underwent nuclear maturation and acquired their 
ability to be activated earlier than floating oocytes showing normál cumulus expansion. The rate of. 
monospermic fertilization after IVF of normál COCs showing normál cumulus expansion was higher 
than that of COCs attached the dish.

These results suggest that diverse behaviour of cumulus cells during in vitro culture affects nu­
clear and cytoplasmic maturation of porcine oocytes, which alsó affects IVF results.

* A kutatást a NKTH OM-KMÜFA Bl0-00086/2002 pályázata, valamint a német-magyar kétoldalú
együttműködés (TÉT D6/01) és az OTKA T43131 projektek támogatták
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BEVEZETÉS

Sertés petesejtek in vitro érlelése (IVM) alapanyagot szolgáltathat olyan 
reprodukciós technikákhoz, mint az in vitro termékenyítés (IVF), a spermium 
mikroinjektálás (ICSI) vagy a sejtmagátültetéses klónozás. Az egyes petesejtek 
érése azonban eltérő időben kezdődik meg az in vitro tenyésztés során így a 
petesejtek érettségi állapota heterogén. A kumulusz sejtek jelentős szerepet 
játszanak a petesejtek érésében.’ Számos, a termékenyüléshez és embrionális 
fejlődéshez szükséges anyagot termelnek és juttatnak a petesejtbe (Nagai, 
1994, 2001). Ezen kívül a kumulusz sejtek fontos szerepet játszanak a petesej­
tek érésének szabályozásában. A meiózis megkezdése előtt a kumulusz sejtek 
a petesejt érés gátlásáért felelősek (Eppig és Downs, 1984; Isobe és mtsai, 
1996) és a petesejt érés indításában is szerepet játszanak bizonyos kumulusz 
sejtek által termelt faktorok (Guliang és mtsai, 1994; Xia és mtsai, 2000; Downs, 
2001). Kumulusszal körülvett sertés petesejtek in vitro érlelése során a komple­
xek négy eltérő kategóriája különböztethető meg a kumulusz állomány morfoló­
giája alapján. Tanulmányunkban a különböző morfológiai típusba tartozó pete­
sejtek sejtmagi érését, aktiválhatóságát és polispermiára való hajlamát hasonlí­
tottuk össze.

ANYAG ÉS MÓDSZER

Petesejt gyűjtés és in vitro érlelés (IVM)

A kísérlet során felhasznált kumuluszal fedett petesejteket vágóhídon gyűj­
tött prepubertás korú sertések (lapály x nagy fehér sertés) petefészkeiből nyer­
tük a 3-5 mm nagyságú tüszők disszekciójával. A gyűjtő folyadék M 199 air volt 
(Kikuchi és mtsai, 2002). A maturációs médium TCM 199 volt melyet 0.91 mM 
nátrium piruváttal (Sigma S-3362), 10 NE/ml PMSG-vel, 10 NE/ml hCG-vel, 20 
ng/ml hámnövekedési faktorral (EGF Sigma, E-4127), 150 pM ciszteaminnal 
(Sigma M-9768) 100 egység/ml penicillinnel (Sigma PEN-K), 0.1 mg/ml sztrep- 
tomicinnel (Sigma S-0890) és 10% sertés follikulus folyadékkal egészítettünk ki. 
A petesejteket 48 órán át 500 |jl-es médium cseppekben, 25-30-as csoportok­
ban 4 lyukú tenyésztő edényekben (Nunclon Multidishes, Nalge Nunc Internati­
onal, Denmark) 5% C 02, 5% 0 2 és 90% N2 tartalmú légtérben 39 °C-on érlel­
tük.

A kumulusz-petesejt komplexek osztályozása

A kumulusz morfológiája alapján a következő típusok különböztethetők meg 
az in vitro maturáltatás 20. órájától:

1. típus: a petesejtet expandált kumulusz borítja, és szabadon lebeg a mé­
diumban.

2. típus: a petesejt szabadon lebeg a médiumban, de a kumulusz állomány 
kompakt.

3. típus: a komplex a tenyésztő edény aljához tapadt, a kumulusz állomány 
kompakt.
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4. típus: a komplex a tenyésztő edény aljához tapadt, a kumulusz kompakt, 
de a kumulusz állomány legalább 30%-a degradálódott

Az érett petesejtek partenogenetikus aktiválása

Az in vitro érlelést 42. órájában a petesejtek egy részéről eltávolítottuk a 
kumulusz sejteket 0,1% hyaluronidáz segítségével. A sarkitesttel rendelkező 
petesejteket ezt követően 0,28 M d-mannit, 0,05 mM CaCl2, 0,1 mM MgS04, és
0,01% (w/v) BSA tartalmú aktivációs médiumban átmostuk majd egy alkalom­
mal 1,0 kV/cm egyenárammal 100 psec időtartamon át stimuláltuk. Ezt követő­
en a petesejteket 8 órán át 500 pl cseppekben módosított NCSU-37 
médiumban tenyésztettük (Petters és Wells, 1993) mely 4mg/ml BSA-t, 50 pM 
p-merkaptoetanolt, 2,73 mM nátrium laktátot és 0,165 mM nátrium piruvátot 
tartalmazott (Kikuchi és mtsai, 2002). Az embriótenyésztés 4 lyukú tenyésztő 
edényekben, 5% C02, 5% 0 2 és 90% N2 tartalmú légtérben 38,5 °C-on zajlott.

A petesejtek in vitro termékenyítése (IVF)

Az in vitro érlelés végén a petesejteket paraffin olajjal fedettlOQ pl Pig-FM 
(Suzuki és mtsai, 2002) médium cseppekbe helyeztük és 1 x 105/ml mélyhűtött 
mellékheréből származó sertés spermával ko-inkubáltuk (Kikuchi és mtsai
1998) három órán át 39 °C-on, 5% C02, 5% 0 2 90% N2 tartalmú légtérben. Ezt 
követően a zóna pellucida felszínéről egy üveg pipetta segítségével eltávolítot­
tuk a spermiumokat, majd a zigótákat 8 órán át 500 pl cseppekben, módosított 
NCSU-37 médiumban tenyésztettük.

A petesejtek és embriók elbírálása

A petesejtek sejtmagi állapotának meghatározásához illetve az aktiváció és 
az IVF elbírálásához a petesejteket és zigótákat etanol-ecetsav keverékben 
(3:1) 3 napon át fixáltuk, majd 1%-os ecetsavas orceinnel festettük és fázis­
kontraszt mikroszkóp alatt vizsgáltuk.

EREDMÉNYEK ÉS ÉRTÉKELÉSÜK

Az in vitro maturáltatás 30. órájában az érett (M-ll) peteséjtek aránya a •
4. típusba tartozó petesejtek esetében szignifikánsan magasabb volt 
(41,6±14,1%), mint az 1., 2., 3. csoportba tartozó petesejteknél (0-16,6%). Az 
IVM 36. órájában az 'líl-ll petesejtek aránya mind a 3. (50,0±2,5%) és a 4. 
(58,8±10,4%) típusú petesejtek esetében elérte a maximum értéket és szignifi­
kánsan magasabb volt (P<0.05) mint az 1. és 2. típusba tartozó petesejteknél 
(21,0-31,6%). Az IVM 42. órájától nem volt statisztikailag igazolható különbség 
a petesejtek között (44,9-67,7%) tehát a sejtmagi érés korábban, az IVM 36. 
órájában befejeződött. ,

Amikor a petesejteket 42 óra IVM után aktiváltuk. A 3. és 4 csoportba tarto­
zó oociták többségében (85,4±14,5% és 82,5±3,1%) női előmag fejlődött. Ez az
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érték szignifikánsan alacsonyabb (P<0,05) volt az 1 típusba tartozó petesejtek­
nél (1S,7±4,4%). A 3. és 4. csoportba tartozó petesejtek tehát meglehetősen 
korán, már az érés 42. órájára átesnek az aktivációhoz szükséges citoplaz- 
matikus változásokon.

Az in vitro fertilizációt követően nem volt különbség a négy morfológiai cso­
port között az összes termékenyült petesejt arányát tekintve (70,0-89,8%). A 
monospermikus termékenyülés arányát tekintve azonban az 1. típusba tartozó 
petesejtek (44,1 ±4,1%) felülmúlták a 3. és a 4. típusba tartozó petesejteket 
(21,2±4,4% illetve 9,6±3,9%) de nem különböztek statisztikailag a 2. típusba 
tartozó petesejtektől (31,3±7,2%).

KÖVETKEZTETÉS

Eredményeink alapján megállapíthatjuk, hogy kumulusszal borított sertés 
petesejtek maturáltatása során azok a petesejtek, melyek a kumuluszállománya 
a tenyésztőedény aljához csatlakozik, hamarabb átesnek a sejtmagi (meiotikus) 
érésen, mint azok a petesejtek, melyek expandált kumulusszal borítva szaba­
don lebegnek a médiumban. A korábban befejezett sejtmagi érés egyrészt az 
aktivációhoz szükséges citoplázmatikus változásokat de a petesejtek idősödé­
sével járó káros folyamatokat is korábbra hozza. Ez a letapadó petesejtek ese­
tében a polispermia fokozott előfordulásában nyilvánul meg.

További kísérletek szükségesek a letapadó petesejtek optimális maturációs 
időtartamának meghatározásához, és ezen petesejtek fejlődési potenciáljának 
bizonyítására.
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MOLEKULÁRIS GENETIKAI MARKER SZELEKCIÓ (MAS) 
A SERTÉS SZAPORASÁGÁNAK NÖVELÉSÉRE

HOROGH GERGELY — ZSOLNAI ATTILA — KOMLÓSI ISTVÁN — FÉSŰS LÁSZLÓ

ÖSSZEFOGLALÁS

A kísérlet során 226 magyar nagyfehér koca összesen 869 fialási adatát elemezték annak meg­
ismerése céljából, hogy az ösztrogén Receptor gén (ESR) polimorfizmus felhasználható-e az alom- 
méret növelését célzó marker szelekcióra. A munka során a kocák első, második és későbbi fialá- 
sainak adatait értékelték. Az ESR genotípusok alapján számított allélfrekvencia értékek a vizsgált 
226 egyedre vonatkozóan a következők: az A alléi gyakorisága 0,55, a B alléi gyakorisága 0,45. A 
genotípusok megoszlása: AA: 71 (69,14), AB: 108 (111,73) és BB: 47 (45,14) (zárójelben a várt 
értékek láthatók). A végső eredmények ismeretében kijelenthető, hogy a BB genotípusú kocák mind 
az összes született, az élve született, mind pedig a korrigált választáskori malacszámok vonatkozá­
sában szignifikánsan jobbnak bizonyultak a másik két genotípusba tartozó társaiknál.

SUMMARY

Horogh, G. -  Zsolnai, A. -  Komlósi, /. -  Fésűs, L: MARKER ASSISTED SELECTION (MAS) TO 
IMPROVE THE REPRODUCTION OF PIG

In the experiment, 869 litter records of 226 Hungárián Large White sows have been analyzed to 
investigate the possible use of the estrogen receptor gene (ESR) as a marker to iniprove litter size. 
First, secood and later parities have been evaluated separately. A=0.55 and B=0.45 frequencies 
have been calculated fór the two ESR alleles, and the observed / expected number of the three 
genotypes were as it follows AA: 71/69.14, AB: 108/111.73 and BB: 47/45.14. BB type first and later 
parity sows were superior to AB and AA sows fór number bőm alive (NBA), totál number of bőm 
(TNB) and the corrected number of weaned piglets (CNW), respectively.
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BEVEZETÉS

A molekuláris genetika fejlődésének és a genomkutatás jelentős fokozó­
dásának köszönhetően számos új felfedezés, áttörő eredmény született, mind a 
humán, mind az állattenyésztési genetika, biotechnológia területén. Több gazda­
sági állatfaj, köztük a sertés géntérképezésében komoly előrelépés valósult meg 
az utóbbi időben. Gazdasági szempontból fontos tulajdonságokkal összefüggés­
ben álló kromoszóma területeket és számos gént azonosítottak QTL vizsgálatok­
kal, valamint jelölt gén analízissel. Sertés fajban gazdasági szempontból az egyik 
legfontosabb, így a vizsgálatok középpontjában lévő tulajdonság, a szaporaság.

A reprodukciót befolyásoló tulajdonságok genetikai hátterének ismerete nél­
külözhetetlen, mivel a hagyományos szelekciós módszerekhez képest, a 
markerek segítségével végzett szelekcióval (MAS) gyorsabb és eredményesebb 
előrehaladást érhetünk el (Brem, 1996).

A kvantitatív tulajdonságok genetikai szabályozásának felderítéséhez megfe­
lelő módszer a jelölt gén analízis, mely során olyan géneket vizsgálnak, melyek­
nek termékei (pl. hormonok) részt vesznek az adott mennyiségi tulajdonság meg­
jelenéséhez szükséges élettani folyamatok vezérlésében. Számos jelölt gén vizs­
gálata és értékelése folyik, úgymint az epidermisz növekedési faktor (EGF), 
prosztaglandin-endoperoxid szintáz 2 (PTGS2), retinol sav receptor gamma 
(RARG), melatonin receptor 1A (MTNRIA) és follikulus stimuláló hormon béta 
(FSHB), mely géneknek különböző hatásait írták le. A legjelentősebb gének 
azonban az ösztrogén receptor (ESR) (Rothschild és mtsai, 1996), a prolaktin 
receptor (PRLR) (Vincent és mtsai, 1998), valamint a retinol kötő fehérje 4 
(RBP 4) (Rothschild és mtsai, 2000) gének, melyek bizonyos fajtákban pozitív 
hatással vannak az alomnagyságra.

Az ösztrogén receptor gén (ESR) magyar nagyfehér állományokban történő 
vizsgálatának megkezdését Rothschild és mtsai (1996), valamint Short és mtsai 
(1997) meishan, illetve nagyfehér fajtákban kimutatott pozitív eredményei ösztö­
nözték.

Rothschild és mtsai (1996) az ESR gén alléljait direkt génteszttel azonosí­
tották, majd 50% meishan genetikai hátterű szintetikus kocaállományban, a 
három eltérő genotípus (AA, AB, BB) alomnagyságra gyakorolt hatását vizsgál­
ták. Mind az első, mind a későbbi fialásokkor az összes született és az élve 
született malacszámok vonatkozásában a BB genotípusú kocák szignifikánsan 
jobb eredményeket mutattak, mint a másik két genotípus kocái. Az ESR lokusz 
polimorfizmusát nagyfehér állományokban is kimutatták. A BB homozigóták 
előnye itt is megmutatkozott.

Short és mtsai (1997) kísérletének célja az volt, hogy az ESR lokusz tény­
leges hatását értékeljék. Négy nagyfehér alapú kereskedelmi sertés vonalból 
4200 első és több mint 4700 későbbi fialási adatot elemezve megállapították, 
hogy a BB homozigóták előnye az AA kocákhoz képest 0,8 malac/alom az első 
és megközelítőleg 0,7 malac/alom a későbbi fialások alkalmával.

Más szerzők azonban ellentétes eredményekről számoltak be. Korwin- 
Kossakowska és mtsai (1999) és Kmiec és mtsai (2002) vizsgálataik sor^n az 
AA kocák fölényét tapasztalták (lengyel nagyfehér, valamint lengyel lapály áJlo- 
mányokban), bár a kapott eredmény nem volt statisztikailag igazolható. Van 
Rens és mtsai (2002 a) nagyfehér x meishan F2 állományban az A alléit találták
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kedvezőbbnek a szaporasági tulajdonságok vonatkozásában. Kísérletükben az 
AB kocák a fialt malacszám eredményekben szignifikánsan meghaladták a BB 
kocák teljesítményét.

Bizonyos szerzők, pedig semmilyen összefüggést nem találtak az ESR po­
limorfizmus, valamint az alomméretek között (Legault és mtsai, 1996; 
Drögemüller és mtsai, 1999, 2001; Depuydt és mtsai, 1999; isler és mtsai, 
1999ab; Linville és mtsai, 2000; Gibson és mtsai, 2002).

A kísérletünk célja volt meghatározni, hogy a magyar nagyfehér kocaállo­
mányokban az ESR gén polimorfizmusa hatással van-e az alomméretre. To­
vábbá a vizsgált egyedek genotípusának és fialásonkénti alomnagyságának 
ismeretében megbecsülni a gén, mint alomméretet befolyásoló fontos QTL ér­
tékét.

ANYAG ÉS MÓDSZER

A munka során 226 magyar nagyfehér koca vérmintájának vizsgálatát vé­
geztük el, melyhez összesen 869 fialási adat tartozott, ezeket alapul véve kö­
vetkeztettünk az ösztrogén receptor gén polimorfizmusának hatására a magyar 
fajtában (1. táblázat).

1. táblázat

Az értékelt fialások száma a három ESR genotípusban (n)

Genotípus(l) Fialások(2) összesen(4)1. 2. 3. és későbbi(3)
AA 68 49 140 257
AB 101 89 219 409
BB 45 40 118 203

Table 1.: Number oflitters by ESR genotype and parity 
genotype(1), parity(2), third and more(3), total(4)

A statisztikai elemzéseket a SAS program (SAS, 1992) MIXED modellel vé­
geztük (Horogh és mtsai, 2005).

Az összes született malacszám értékeket az élve és halva született malac­
számok összegéből számítottuk, míg a korrigált választáskori malacszámok 
képlete a következő volt: 21. napos malacszámok -  kapott + adott malacok 
száma.

A vérminták tárolása, a DNS kivonásáig, -20 °C-on történt, az ESR genotí­
pusokat pedig PCR-RFLP módszerrel határoztuk meg.

A láncreakcióban felhasznált primerek Short és mtsai (1996) által leírt szek­
vencia alapján készültek. A felhasznált primerek a következők voltak:

1. prim er: ESR SF 5’-CCTG Í TTTTACAGTGACTTTTACAGAG-3’
2. prim er: ESR SR 5’-CACTTCGAGGGTCAGTCCAATTAG-3’
A PCR reakcióra a következő körülmények között került sor (Perkin Elmer 

DNA thermal cycler): 1 ciklus: 94 °C 4 perc, 55 °C 1 perc, 70 °C 1 perc; 
31 ciklus: 94 °C 1 perc, 55 °C 1 perc, 70 °C 1 perc; és az utolsó ciklus: 70 °C 
8 perc.
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Az amplifikációt követően a terméket 5 U Pvull restrikciós endonukleázzal 
történő éjszakai emésztésnek vetettük alá 37 °C -on. Az elektroforézist 2x8 perc 
időtartam alatt 5, illetve 10 V/cm térerősségen végeztük, horizontális Power Pác 
1000 készülék segítségével, egyfázisú puffer rendszert (1xTBE) tartalmazó 
Maxi H 3000 plexikádakban. Az etidium-bromiddal festett gélen a DNS-sávok 
kiértékelését UV lámpa segítségével, átvilágítással végeztük (Horogh és mtsai, 
2004).

EREDMÉNYEK ÉS ÉRTÉKELÉS

A magyar nagyfehér fajtára a genotípusok alapján számított allélfrekvencia 
értékek a vizsgált 226 egyedre vonatkozóan a következő: az A alléi gyakorisága 
0,55, a B alléi gyakorisága pedig 0,45. Az ESR genotípus értékeket és ezek 
százalékos megoszlását a teljes vizsgálati állományra a 2. táblázat szemlélteti. 
Zárójelben a várt genotípus értékek láthatók, melyeket a Hardy-Weinberg sza­
bálynak megfelelően számítottuk ki.

2. táblázat

Az ESR genotípusok megoszlása

Fajta(1) n AA AB- BB X*
Magyar nagyfehér(2) 226

100%
71 (69,14) 

31,4%
108(111,73)

47,8%
47 (45,14) 

20,8% 0,25

Zárójelben a várt értékek láthatók, df=2, P=0,5(3)

Table 2.: Distribution of ESR genotypes 
breed(1), Hungárián Large White(2), the expected values are presented in brackets, df=2, P=0.5(3)

A várt és tényleges értékek közötti eltéréseket, a x2próba alapján elemez­
tük, melynek eredményét szintén a 2. táblázat tartalmazza. Szignifikáns eltérést 
a várt és számított értékek között nem találtunk, tehát a genetikai egyensúly 
fennáll.

Az átlagos élve született malacszámokat szemlélteti a 3. táblázat. Az első 
fialásokat vizsgálva megállapítható, hogy az AA és AB genotípusú kocák között 
statisztikailag alátámasztható különbség nincs, ellenben a BB homozigóta ko­
cák mind a heterozigótáktól, mind az AA homozigóta kocáktól szignifikánsan 
különböznek.

3. táblázat
Átlagos élve született malacszámok a három ESR genotípusban

Genotípus(l) Fialások(2) összesen(4)
.1. 2. 3. és későbbi(3)

AA 934±0,95? 9,40±0,97“ 10,49±0,93a 9,74±0,92a
AB 9,83±0,92a 10,36±0,95b 10,50±0,93a 10,23±0,91b
BB 10,32±0,98b 10,04±1,00ab 11,37±0,95b 10,58±0,94b
8 means wifh different letter are differ at P<0.05 within a column(5)

Table 3.: Least squares means and standard error fór number bőm alive piglets by ESR geno­
type and parity
genotype(1), parity(2), third and more(3), total(4),ab means with different letter are differ at £<0.05 
within a column(5)
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A második fialások esetén az AB heterozigóták mutatták szignifikánsan a 
legmagasabb értékeket. A BB homozigóták a nagy standard hiba miatt statiszti­
kailag nem különböztek az AA kocáktól; míg a harmadik és későbbi fialások 
esetén újból a BB kocák teljesítménye volt a legmagasabb. Ha pedig az összes 
fialás átlagát elemezzük, kitűnik az ESR B alléi hordozóinak fölénye az élve 
született malacszámok tekintetében.

Az összes született malacszámokat tekintve (4. táblázat), az első fialások 
során a két homozigóta genotípus mutatott szignifikáns eltérést. A második, 
valamint harmadik és későbbi fialásokat értékelve az élve született malacszá­
mok esetén megfigyelhető tendencia jelentkezett. Az összes fialást együttesen 
vizsgálva, a BB homozigóta kocák szignifikáns fölénye mutatkozik mindkét má­
sik genotípushoz viszonyítva. Az átlagosan halva született malacszámok 0,62, 
0,23 és 0,78 volt az AA, AB és BB genotípusban, ami az AB kocák esetében a 
magzati élet során fellépő heterózis hatásra enged következtetni.

4. táblázat

Átlagos összes született (élő+holt) malacszámok a három ESR genotípusban

Genotípus(l) Fialások(2) összesen(4)1. 2. 3. és későbbi(3)
AA 9,90±0,96a 9,8810,98* 11,08±0,93a 10.36l0.923
AB 10,28±0,93ab 10,90±0,96b 11,05±0,94a 10,46±0,94a
BB
a D _____________ m l

10,88±0,99° 10,59±1,01ab 11,96±0,96b 11,36±0,93b
aD means with different letter are differ at P<0.05 within a column(5)

Table 4.: Least squares means and standard error fór totál number bőm piglets by ESR genotype 
and parity 
as in Table 3.(1-5)

Az első fialások esetén a BB és AA kocák teljesítménye közötti különbség 
0,98 malac/alom mind az összes, mind az élve született malacszámok vonatko­
zásában (P<0,05). A későbbi fialások alkalmával a BB homozigóta kocák több 
mint 1 malac/alom összes született és 0,84 malac/alom élve született malac­
számmal múlták felül AA genotípusú társaikat (4. és 5. táblázat).

5. táblázat

. Átlagos korrigált választási malacszámok a három ESR genotípusban

Genotípus(l)
Fialások(2) összesen(4)

1. 2. 3. és későbbi(3)
AA 9.07±0.95a 9.50±0.98 10.35±0.94 9.54±0.92a
AB 9.51±0.92ab 10.29±0.96 10.32±0.94 9.92±0.94a
BB 10.04±0.99b 10.05±1.00 10.79±0.96 10.48±0.93b
aD means with different letter are differ at P<0.05 within a column(5)

Table 5.: Least squares means and standard error fór corrected number of weaned piglets by 
ESR genotype and parity 
as in Table 3.(1-5)

A felnevelt malacok száma és testsúlya, valamint a malacok kiegyenlített 
fejlettsége alapján következtethetünk a koca málacnevelő-képességére. E
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komplex tulajdonság összetevői közül, jelen kísérletben a felnevelt (21 napos) 
malacszámot vizsgáltuk.

A 21. napos (korrigált választási) malacszám a BB genotípusú kocák ese­
tében átlagosan 10,48 malac/alom, míg az AB genotípusú kocák esetében már 
csak 9,92 malac/alom. Az AA genotípusú állatok esetében további csökkenés 
figyelhető meg, hiszen az átlagos malacszám 9,54 malac/alom. Szignifikáns 
különbség BB és AB genotípusú kocák között átlagosan 0,56 malac/alom, míg 
BB és AA genotípusú kocák között átlagosan 0,94 malac/alom (P<0,05).

KÖVETKEZTETÉSEK

Az ESR-ről alkotott korai véleményt, mely szerint az ESR nagyhatású gén 
(Rothschild, 1994, 1995), a témával foglalkozó szerzők egyértelműen elutasítot­
ták (Legault és mtsai, 1996; Korwin-Kossakowska és mtsai, 1999; Drögemüller 
és mtsai, 1999; Depuydt és mtsai, 1999; Linville és mtsai, 2000; Van Rens és 
mtsai, 2000, 2002). Azonban a magyar nagyfehér fajtában mégis sikerült a ka­
pott pozitív eredményeket (Rothschild és mtsai, 1996; és Short és mtsai, 1997) 
rekonstruálni, mely szerint az ESR BB genotípusú kocák szignifikánsan több 
malacot fialnak, és több malacot választanak, mint az AA, vagy AB genotípusú 
társaik.

A bemutatott eredmények az összes koca teljesítményének átlagát mutat­
ják, tehát a származási helyeket figyelmen kívül hagyva tájékoztatnak minket 
egy átlagos eredményről. Az eredmények és tendenciák azonban nem feltétlenül 
egyeznek meg minden állományban, ami arra utal, hogy az ESR polimorfizmus 
egy, az alomméretet befolyásoló marker, míg a tényleges hatás egy másik mutá­
ciónak köszönhető talán magában az ESR génben, vagy pedig egy közeli 
kapcsolt génben. Ebből következik, hogy a polimorfizmus hatása függhet a fajtá­
tól, sőt a fajtán belüli vonalak között is eltérések lehetnek a genetikai háttértől 
függően.

Arra a kérdésre, hogy az esetlegesen megfigyelt ESR gén polimorfizmus, il- 
létve alomméret különbségek a meishan fajtán kívül miért csupán nagyfehér 
sertésekben és nagyfehér hátterű vonalakban jelentkezett, Rothschild (1996) a 
fajta származásával adta meg a magyarázatot. Az 1800-as éveket megelőzően 
ugyanis kínai sertésfajtákat importáltak Angliába, melyek később részt vettek a 
nagyfehér fajta kialakításában.

A magyar nagyfehér hússertésfajta kialakítására irányuló tényleges te- • 
nyésztői tevékenység 1960-tól számítható. Ekkor kezdődött meg a fehér hús­
sertés addig főként középnagy (middle white) jellegű állományának újabb im­
portok révén való átalakítása. Az importált állomány származása alapján az 
angol és svéd nagyfehér (60%, illetve 20%) aránya meghatározó volt a fajta 
értékmérőinek javulásában, és a jelenlegi teljesítmény elérésében (Baltay, 
1983).

Véleményünk szerint eredményeink, valamint Rothschild és mtsai (1996), 
továbbá az idézett szerzők eredményei közötti nagyfokú hasonlóság az qngol 
nagyfehér fajta nagymértékű magyarországi jelenlétének köszönhető. Ez a 
feltételezés a különböző országok nagyfehér populációi genetikai szerkezeté-
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nek összehasonlító analízisével (Maudet és mtsai, 2002) lenne igazolható 
(Horogh és mtsai, 2005).

Mivel e tulajdonság genetikai hátterét még nem ismerjük pontosan, nagyon 
fontos, hogy az ESR génre történő szelekció előtt, minden egyes genetikai vo­
nalban legyen megállapítva a polimorfizmus tényleges hatása (Van Rens és 
mtsai, 2002b), a témában pedig további vizsgálatok szükségesek a pontos 
megismerés céljából.

A magyar nagyfehér állományokban kimutatott eredményeket tekintve azon­
ban kijelenthető, hogy a BB genotípusú állatok teljesítményében mutatkozó fö­
lény szignifikáns, és a polimorfizmus egyes vonalakban megnyilvánuló hatását 
pontosan megállapítva, az ESR gén marker szelekcióval hatékonyan használható 
az alomméret növelésére.
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GÉNEXPRESSZIÓS KÜLÖNBSÉGEK KIMUTATÁSA 
KINETIKUS PCR-REL KORAI EGÉREMBRIÓK EGYEDI 

BLASZTOMER SEJTJEIBEN*

BAJI GÁL ÁRPÁD — BODÓ SZILÁRD — BOONKUSOL DUANGJAI — 
GÖRHÖNY BOTOND —  BALOGH EMESE — DINNYÉS ANDRÁS

A tanulmány célja egy érzékeny módszer kifejlesztése volt génexpressziós különbségek kimuta­
tására embriók egyedi blasztomerjeiből. A vizsgálatra két ICM-specifikus gént (Oct-4, Nanog), egy 
trophectoderma specifikus gént (Glut-3) és referenciának egy „háztartási gént” (p-aktin) választot­
tak. A 4 és 8 sejtes embriókat a hCG oltás után 58 és 66 órával mosták ki a petevezetőkből, majd 
eltávolították a zóna pellucida-t, és mechanikusan szétválasztották a blasztomer sejteket egymás­
tól. Az mRNS-t izolálás után azonnal átírták hagyományos reverz transzkripció reakcióban. Az így 
készült cDNS-ből végeztek kinetikus PCR méréseket. A 4 sejtes embriók blasztomerjeiben az Oct-4 
expressziójában 10-szeres, a Nanog expressziójában 9-szeres különbségek voltak mérhetők. A 8 
sejtes embriók sejtjeiben kisebb Oct-4 expressziós különbségeket kaptak (2-8-szoros), a Nanog 
expressziója 28-szoros, a Glut-3 expressziója 12-szeres különbségeket mutatott. Eredményeinkből 
megállapítható, hogy a vizsgálatokban kifejlesztett módszer pontos és érzékeny, így alkalmas 
egyedi embrionális sejtek génexpressziójának mennyiségi mérésére. Jelentős egyedi különbségek 
voltak kimutathatók az embriók blasztomerjei között az Oct-4 és Nanog expressziójában.

SUMMARY

Baji Gál, Á. — Bodó, Sz. -  Boonkusol, D. -  Görhöny, B. -  Balogh, E. Ms. -  Dinnyés, A: DIFFERENT
GENE EXPRESSION OF INDIVIDUAL BLASTOMERES IN EARLY MOUSE EMBRYO DE-
TECTED BY REÁL TIME PCR1,2

The objective of this study was to determine gene expression differences among blastomeres 
from 4- and 8-cell stage mouse embryos by a sensitive method. In earlier studies gene expression 
was determined in pooled or single embryos. With the higher levels of precision afforded by the 
method there could be quantify mRNA in single cells of embryos. Fór comparison of gene expres­
sion, different ICM specific (Oct-4, Nanog), TE specific (Glut-3) genes and the house keeping p- 
actin gene (fór reference) were chosen. Laté 4- and early 8-cell stage embryos were flushed from 
oviducts 58 and 66 hr post-hCG, respectively. The embryos were collected in CZB-Hepes and the 
zóna pellucida was dissolved by use of acid Tyrode. Blastomeres were separated mechanically 
from each other with gentle pipetting with a fire poiished ending capillary. Messenger RNA isolation 
was performed from the frozen blastomeres using the Dynabeads® mRNA DIRECTTM Micro Kit 
following the manufacturer’s protocol. The reverse transcription reactions were incubated at 25 °C 
fór 10 min, then at 42 °C fór 1 hour followed by 99 °C fór 5 min. Real-time PCR was performed in an 
iCycIer iQ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories). The reaction mixture consisted 
of QuantiTect iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad Laboratories), 500 nM of each primer, and 1/8 
aliquot of the blastomere cDNA. The cDNA template was denatured by heating to 95 °C fór 2 min 
and amplified by 50 cycles of 95 °C fór 20 sec, 60 °C fór 20 sec, and 72 °C fór 20 sec with a single 
fluorescence measurement at each cycle. When the reaction was finished, melting curves were 
plotted to confirm product purity. With this procedure there could be measured expression level of 
four genes in six 4-cell and 8-cell stage embryos. In blastomeres of 4-cell stage embryos there was 
no detectable Glut-3 expression. Compared to the 1.3—1.5-fold technical error, Oct-4 and Nanog 
showed 10-fold and 9-fold differences, respectively. In 8-cell stage embryonic cells Oct-4 expres­
sion showed slight differences (2-8-fold), Nanog and Glut-3 showed 28-fold and 12-fold differences, 
respectively. Between the blastomeres of the same embryo, one of the four cells showed notable 
high expression of Oct-4, and two of the eight cells showed notable high expression of Nanog. In

* A tanulmányt az NKTH BIO-00017/2002, a kétoldalú TÉT együttműködés magyar-osztrák (A
10/02), magyar-brit (GB 52/01), magyar-cseh (CZ 13/2002) és a Bio-Rad Laboratories támogatták
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conclusion, the results showed that the methód be used is accurate and sensitive to measure ex- 
pression of different genes in single embryonic cells. It was found that Oct-4 and Nanog mRNA 
levels has remarkable discrete differences within the blastomeres of a single 4-cell stage embryo. At 
blastomeres of 8-cell stage embryos expression of Nanog gene showed notable differences be- 
tween them. These differences might be a very early sign of cell faith determination

BEVEZETÉS

A megtermékenyítés utáni első néhány sejtosztódás alatt a beágyazódás 
előtti embrióban nagyfokú génexpressziós változások zajlanak le. A petesejtben 
tárolt „anyai" RNS-ek és fehérjék lecserélődnek az embrionális genomról átíró­
dó termékekre, és a differenciálódás ez után kezdődik meg (Zernicka-Goetz, 
2004). Az egér egyedfejlődésben ez az átmenet korán, már a késői kétsejtes 
állapotban lezajlik. Az embriók életképességbeli és fejlődési készségbeli minő­
sítését morfológiai vizsgálatok mellett a génexpressziós mintázatok vizsgálatá­
val végzik az általában használt reverz transzkripcióval kombinált polimeráz 
láncreakció (RT-PCR) módszerével: RNS izolálás után azt cDNS-sé írják át, 
majd PCR-rel amplifikálják és mérik a képződött termék mennyiségét, mely 
arányos a kiindulási RNS mennyiségével (Niemann és Wrenzycki, 2000; 
Lonergan és mtsai, 2003). Ez a módszer nem elég érzékeny, ezért 5-15 egy- 
begyüjtött embriót (Zhang és mtsai, 1994; Gutierrez-Adan és mtsai, 1997; 
Lighten és mtsai, 1997; Wrenzycki és mtsai, 1998; Edashige és mtsai, 2000), 
ritkábban egyedi embriókat használnak fel a mérésekhez (Steuerwald és mtsai, 
1999). így csak a csoport átlagos génexpressziós értéke kapható meg, az 
egyedi különbségeket nem lehet vizsgálni. Jelen munkánkban egy olyan érzé­
keny módszer kifejlesztésére vállalkoztunk, amely segítségével génexpressziós 
aktivitásukat tudjuk vizsgálni mRNS szinten egyedi sejtekben, valamint 
génexpressziós különbségek kimutatására beágyazódás előtti néhány sejtes 
egér embriók blasztomer sejtjei között. Humán vizsgálatokban már találtak kü­
lönbségeket egyedi blasztomer sejtekben az Oct-4 expressziójában (Hansis és 
mtsai, 2001). Jelen tanulmányunkban 4, illetve 8 sejtes stádiumú embriókban 
vizsgáltuk meg a blasztocisztákban ICM-specifikus gének (Oct-4, Nanog), egy 
trophectoderma specifikus gén (Glut-3) és referenciaként egy folyamatosan 
expresszáló kontroll (P-aktin) gén expresszióját.

ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

Blasztomer sejtek'tíinyerése: Az embriókat szuperovuláltatott, termékenyí­
tett 6-8 hetes ICR egerek petevezetőiből mostuk ki a hCG oltás után 58 órával 
(késői 4 sejtes állapot) és 66 órával (korai 8 sejtes állapot). A zóna pellucida-t 
savas Tyrod médiummal (Sigma) távolítottuk el az embriókról. A blasztomer 
sejteket tompa végű kapillárissal való finom pipettázással, mechanikusan vá­
lasztottuk el egymástól. Az ép, szétválasztott sejteket egyenként fagyasztottuk 
2 pl desztillált vízben és tároltuk -80 °C-on PCR csövekben a későbbi felhasz­
nálásig.
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Az mRNS izolálás, reverz transzkripció (RT): Az mRNS izolálást a Dyna- 
beads® mRNA DIRECT Micro Kit-tel végeztük a fagyasztott egyedi blaszto- 
merekből: 10 perces lízis pufferes kezelés után a sejt mRNS molekuláit 
mágneshez kapcsolt oligoT szekvenciához kapcsoljuk, majd többszöri átmosás 
után rövid hőkezeléssel leválasztjuk róluk. A kapott tiszta mRNS oldatot hasz­
náltuk fel templátként a reverz transzkripciós reakcióban: 2 |jl 10x puffer oldat, 
5 mM MgCI2, 1 mM dNTP, 2,5 pM random hexamer primer, 20 U RNáz inhi 
bitor (Fermentas), 50 U M-MLV'reverz transzkriptáz enzim (Sigma) és RNáz 
mentes desztillált víz 20 pl végtérfogatban. A reakcióelegyet 10 percig 25 °C-on 
(primer feltapadás), 60 percig 42 °C-on (cDNS szintézis), 5 percig 99 °C-on 
(inaktiválás) inkubáltuk. A sejtekből átírt cDNS-t -20 °C-on tároltuk a későbbi 
felhasználásig.

Kinetikus PCR: A kvantitatív kinetikus PCR méréseket az iCycIer iQ Real- 
Time PCR Detektáló Készüléken (Bio-Rad Laboratories) végeztük. A reakció- 
elegy a QuantiTect iQ SYBR Green Supermix-et (Bio-Rad Laboratories), 500- 
500 nM specifikus primert, és az egy blasztomerből átírt cDNS 1/8-át tartalmaz­
ta. A PCR program elején a cDNS-t 2 percig 95 °C-on denaturáltuk, majd 50 
ciklusban sokszoroztuk: 95 °C 20 másodperc, 60 °C 20 másodperc, és 72 °C 
20 másodperc. Minden ciklus végén mértük a kétszálú DNS termék fluoresz­
cens jelét. A reakció végén olvadáspontméréssel ellenőriztük a specifikus ter­
mék tisztaságát.

Gének, primerek: Actb: citoplazmatikus (3-aktin fehérjét kódoló gén. A fehér­
je minden eukarióta sejtben megtalálható nagy számban. A sejt alakjának fenn­
tartásában és mozgásképességében játszik szerepet. Általában használják 
referenciának, mint háztartási gén (Alonso és mtsai, 1986; Kreuzer és mtsai,
1999).

Pou5f1: a POU dómén 5 fehérjecsalád 1-es tagja, egy transzkripciós faktor, 
közismert neve Oct-4. Expresszióját korái embriókban, embrionális őssejtek­
ben, az érett petesejtben, és a csírasejt-vonalban mutatták ki. A blasztociszta 
állapotú embrióban csak a belső sejtcsomóban (ICM) van jelen, azok pluripo- 
tenciáját tartja fenn (Palmieri és mtsai, 1994).

Nanog: újonnan felfedezett homeobox transzkripciós faktor. Expresszióját 
korai embrionális embriókban, embrionális őssejtekben, és többféle szövetben 
kimutatták. A blasztociszta állapotú embrióban csak a belső sejtcsomóban 
(ICM) van jelen, azok pluripotenciáját tartja fenn, valamint gátolja az extraemb­
rionális endodermává differenciálódását (Mitsui és mtsai, 2003).

Slc2a3: plazmamembrán transzportfehérje, mely a glükóz szállítást elősegí­
tő fehérjecsalád 3-as tagja (izoformája), közismert neve Glut-3. Felnőtt egérben 
főként az agy neuronsejtjeiben található meg, és ez az egyik első embrionálisán 
kifejeződő glükóz-transzporter fehérje a korai blasztociszta állapotú embrió 
trophectoderma sejtjeiben (Pantaleon és mtsai, 1997).

A kiválasztott génekre tervezett specifikus primerek jellemzőit az 1. táblázat 
tartalmazza.

Kiértékelés: A mért értékeket (küszöb ciklusszám) relatív mRNS mennyisé­
gekre a standard görbe módszerrel számítottuk ki. Ennek lényege, hogy meg-



mértük ismert mennyiségű RNS mintából készített hígítási sor küszöb ciklus­
szám értékeit minden génre, melyből megállapítható volt a két mennyiség közti 
összefüggés. A mért ciklusszámokból ezzel ki tudtuk számítani az RNS meny- 
nyiségeket. Ezeket az értékeket normalizáltuk a mért Actb gén, mint háztartási 
gén értékeivel: az egyes sejtekben mért különböző gének mRNS mennyiségét 
elosztottuk az Actb mennyiségével. Ezeket a relatív mRNS mennyiségeket tün­
tettük fel az ábrákon (Kreuzerés mtsai, 1999).

1. táblázat
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A kiválasztott gének és specifikus primerek jellemzői

Gén(1) NCBI 1. primer 2. primer Fragment
RefSeq szekvencia(2) pozíció(3) szekvencia(2) pozíció(3) méret(4)

p-aktin X03672 GTGCTGTCCCTGT
ATGCCTCTGGTC 495 GAT GT CACGCACG 

ATTT CCCT CT CA 692 222 bp

Oct-4 M34381 CCACCAT CT GT CG 
CTTCG 573 CACCAGGGT CT CC 

GATTTG 709 155 bp

Nanog XM_132755 TGGTTGAAGÁCTA
GCAATGGT 664 GTCTGGCTGCCC

CACAT 794 147 bp

Glut-3 AK045328 CTT CT GAGAGCGG 
CTTCTG 29 CAACAGT CACGGC 

GAACA 180 168 bp

Table 1.: Selected genes and specific primers 
gene(1), sequence(2), position(3), fragment size(4)

EREDMENYEK

Az új módszerrel sikerült négy gén expresszióját megmérni 6 darab 4 sejtes 
embrió (az 1. ábrán A, B, C, D, E, F jelű embriók 1, 2, 3, 4 számú sejtjei) és 6 
darab 8 sejtes embrió (a 2. ábrán G, H, I, J, K, L jelű embriók 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 
8 számú sejtjei) egyedi blasztomer sejtjeiben. Abban a 3 (E/1; F/1; F/2), illetve 4 
(I/8; J/7; J/8; K/7) mintában, amikből nem tudtuk kimutatni sem a három specifi­
kus gén, sem a referencia gén expresszióját, X jellel különböztettük meg a pozi­
tív mintáktól (1ab., 2abc. ábra). Egy 8 sejtes mintánál két sejtet nem sikerült 
szétválasztani, ott két sejtből (G/1-2) történtek a mérések.

1a. ábra: Négysejtes embriók blasztomerjeiben mért relatív génexpressziós értékek

Oct-4.

XX^^r

embrió/blasztomer sejt(1)

Fig. 1a.: Relatíve gene expression values of4-cell stage embryos
embryo/blastomere cell; X: lost mRNA sample(1), relatíve mRNA amount(2)
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A 4 sejtes embriók blasztomerjeiben nem találtunk Glut-3 expressziót, az 
Oct-4 és a Nanog esetében azonban már ebben a stádiumban is kimutatható 
volt az mRNS: az Oct-4 expressziójában 10-szeres, a Nanog expressziójában 
9-szeres különbségeket mértünk egyazon embrió sejtjei között (1 ábra).

1b. ábra: Négysejtes embriók blasztomerjeiben mért relatív génexpressziós értékek
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Fig. 1b.: Relatíve gene expression vaíues of 4-cell stage embryos 
embryo/blastomere cell; X: lost mRNA sample(1), relatíve mRNA amount(2)

A 8 sejtes embriók sejtjeiben kisebb Oct-4 expressziós különbségeket kap­
tunk (2-8-szoros), a Nanog expressziója 28-szoros, a Glut-3 expressziója 
12-szeres különbségeket mutatott (2abc. ábra).

2a. ábra: Nyolcsejtes embriók blasztomer sejtjeiben mért relatív génexpressziós értékek
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Fig. 2a.: Relatíve gene expression values of 8-cell stage embryos
embryo/blastomere cell; X: lost mRNA sample(1), relatíve mRNA amount(2)
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2b. ábra: Nyolcsejtes embriók blasztomer sejtjeiben mért relatív génexpressziós értékek
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Fig. 2b.: Relatíve gene expression values of 8-cell stage embryos 
embryo/blastomere cell; X: lost mRNA sample(1), relatíve mRNA amount(2)

2c. ábra: Nyolcsejtes embriók blasztomer sejtjeiben mért relatív génexpressziós értékek

Glut-3
1600
1400

co  
z s

1200
Cdr~ ‘<D 1000fc
>

</>
‘>N 800

ro
(D

C
C<D 600

k_ E 400
200

0

1 ---------------------^-

■BbB.I , , JqD fl , M n  D , , 1 J o t-IE J
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Fig. 2c.: Relatíve gene expression values of 8-cell stage embryos 
embryo/blastomere cell; X: lost mRNA sample(1), relatíve mRNA amount(2)

Egyazon embrió blasztomer sejtjei között egy a négyből kiemelkedően ma­
gas Oct-4 expressziót mutatott a 4 sejtes embriókban.

A 8 sejtes embriók nyolc sejtje közül kettőben kiemelkedően magas Nanog 
expressziót találtunk.

KÖVETKEZTETESEK

Eredményeinkből megállapítható, hogy a kifejlesztett módszer precíz, érzé­
keny, így alkalmas egyedi embrionális sejtek génexpressziójának mérésére. Az 
mRNS izolálás, és reverz transzkripció kombinálva a kinetikus PCR-rel gyors, 
viszonylag egyszerűen kivitelezhető módszer, mindamellett megbízható és
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reprodukálható mennyiségi meghatározásokat lehet vele végezni. Kísérletünk­
ben a 24 darab 4 sejtes blasztomer közül 21-ből (87,5%), a 47 darab 8 sejtes 
blasztomer közül 43-ból (91,5%) sikerült az mRNS mennyiségeket meghatá­
rozni. Azokban a mintákban, amikből nem tudtuk kimutatni sem a három speci­
fikus gén, sem a referencia gén expresszióját, feltehetően az mRNS lebomlott, 
vagy elveszett. Az egy sejtben található mRNS mennyisége olyan kevés, hogy 
más ellenőrző méréssel nem lehet kimutatni. Számos lépés lehet, ahol az 
mRNS elveszhet, mint például a sejt sérülésekor a szétválasztás és gyűjtés 
során, valamint az mRNS izolálásakor.

Jelentős egyedi különbségeket tudtunk kimutatni 4 sejtes embriók blasz- 
tomerjei között az Oct-4 és Nanog expressziójában, valamint a 8 sejtes embriók 
blasztomerjei között a Nanog expressziójában. Mindkét gén a később kialakuló 
blasztociszta állapotú (beágyazódás körüli) embrió belső sejtcsomójában (ICM) 
kifejeződő transzkripciós faktor. Amennyiben konzekvensen tapasztalható a 
későbbiekben ICM specifikus génexpressziós különbség a blasztomer sejtek 
között, feltehető, hogy ezek a különbségek nagyon korai jelei lehetnek a sejtek 
egy bizonyos fejlődési irányban való elköteleződésének. Bizonyítása további 
kutatásokat igényel.
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KAKASSPERMIUMOK ÉLETKÉPESSÉGÉNEK ÉS 
TERMÉKENYÍTŐ-KÉPESSÉGÉNEK ALAKULÁSA A 

MÉLYHŰTÉSI PROTOKOLL SORÁN

VARGA ÁKOS —  VÉGI BARBARA — SZŐKE ZSUZSA — LIPTÓI KRISZTINA — 
VÁRKONYI ESZTER —  LENNERT LÁSZLÓNÉ — BARNA JUDIT

ÖSSZEFOGLALÁS

A kísérletek során első ízben vizsgálták parlagi magyar kakasok spermiumainak mélyhűthetősé- 
gét. A mélyhűtést és a tartósítást Laké és Stewart (1978) által leírt lassú, programozott, glicerinnel 
történő fagyasztási módszer módosított változatával végezték. A spermiumok életképességét az 
élő/holt sejtarány, valamint a morfológiai rendellenességek arányának meghatározásával (anilin- 
eozinfestés) vizsgálták a mélyhűtési eljárás egyes szakaszaiban. A kísérlet során két-három napos 
időközökkel tizenegy termékenyítést hajtottak végre, mélyhűtött sperma esetében 110-500 millió, 
friss sperma esetében 200 millió élő, ép morfológiájú spermiummal.

Az ondóminták minősége a fagyasztási protokoll minden lépésénél romlott. A legdrasztikusabb 
változás az élő sejtarányban az ondóminta lefagyasztása, majd újbóli felolvasztása (81,5%-ról 
48,5%-ra csökkenés) és a glicerin eltávolítását célzó centrifugálás (48,5%-ról 36,5%-ra csökkenés) 
során következett be. Az inszeminált ondóminták összes élő sejt aránya átlagosan 36,4%, míg az 
élő ép sejtek aránya 24,8% körül mozgott.

A termékeny tojások aránya a harmadik termékenyítéstől a kísérlet végéig gyűjtött tojások össz 
eredményét tekintve 51,1%, míg a kelési arány 37,5% volt.

A harmadik termékenyítéstől az inszeminált élő, normális morfológiájú spermiumok száma korre­
lációt mutatott mind a termékenységgel, mind pedig, a kelési eredményekkel (r=0,57 mindkét eset­
ben).

Az embrionális rendellenességek előfordulásának vizsgálatakor erős szignifikáns különbség 
(P<0,001) volt kimutatható a petevezetőben történő korai elhalások (DO) és gyenge (P<0,1) a 
pozitív fejlődésű csírakorongok (PD) előfordulási arányában a mélyhűtött spermával és a kontroll 
friss spermával termékenyített csoport között. A kísérleti csoportban lényegesen nagyobb arányban 
fordult elő mindkét rendellenesség. Az DO előfordulási aránya különösen az első termékenyítések­
nél volt rendkívül magas (a termékeny tojások 75, 60, 37,5%-a) majd a kontrollcsoportéhoz hasonló 
alacsony (10% alatti) értékre csökkent

Gyenge (P<0,1) szignifikancia volt kimutatható a kromoszóma-rendellenességek előfordulásának 
gyakoriságában. Ebben az esetben is a kísérleti csoportban fordult elő több rendellenesség.

SUMMARY

Varga Á -  Végi B Ms. -  Szőke, Zs.Ms. -  Liptói, K.Ms. -  Várkonyi, E.Ms. -  Lennert, L-né Ms. -  
Barna, J.Ms.: ALTERATION IN COCK SPERM VIABILITY AND FERTILIZING ABILITY DURING 
CRYOPRESERVATION PROCEDURE

Semen was collected twice weekly from 10 roosters, and frozen by a modification of Lake’s 
method. Hens were inseminated with 110-500 x 106 live, intact frozen/thawed spermatozoa 11 
times at 2-3 days intervals. The viability of spermatozoa was checked at every step of freezing 
procedure. The most dramatic decreases of live cell ratio (from 81.5% to 48.5%) were found after 
freezing and thawing processes and after removing the harmful glycerol from the samples (from 
48.5 to 36.5%). The fertility and the hatchability were found to be 51.1 and 37.5%, respectively. In 
the first half of the experiment the rate of the very early embryo deaths (death in the oviduct = DO) 
was significantly higher in the group inseminated with frozen/thawed spermatozoa, than in the 
control group (P<0.001) bút in the second half of the experiment it decreased to the level of the 
control group. In the chromosome anomalies there was only a slight significant difference between 
the experimental and control groups. It was the first and successful trial to freeze spermatozoa of 
Hungárián rural cockerels.



294 Varga és mtsai: A KAKASSPERMA MÉLYHÚTÉSI TŰRŐKÉPESSÉGE

BEVEZETÉS

A genetikai erózió megakadályozása érdekében világszerte, így nálunk is, 
génbankokat hoztak és hoznak létre, ahol viszonylag kisebb állományokban 
próbálják fenntartani a helyi fajtákat. Az őshonos magyar tyúkfajták még fellel­
hető egyedeinek felkutatása és egy stabil génbanki állomány kialakítása több 
fajta esetében jelenleg is folyamatban van (Szalay, 2002). A fajták hosszú távú 
fenntartása céljából in situ génmegőrzéssel párhuzamosan, a hímivarsejtek 
mélyhűtéses tartósításával ex situ génbank létrehozása is szükséges. Az in situ 
génbank hiányában kisebb génbanki állományokban tartás során, a fajtán belül, 
bizonyos vonalak akár teljes mértékben eltűnhetnek nem várt események (be­
tegség, tűzvész, ragadozók) vagy tenyésztési problémák következtében (Bodó, 
1991; Barna és Varga, 2002). Laboratóriumi és intenzív fajtákkal történő telepi 
kísérletek adatai alapján a kakasspermiumok folyékony nitrogénben korlátlan 
ideig tárolhatók, ex situ génbank kialakítására felhasználhatók (Donoghue és 
Wishart, 2000). A spermiumok mélyhűthetősége fajtánként eltérő, őshonos 
magyar tyúkfajtánál pedig még nem végeztek ondó mélyhűtési kísérleteket.

Előkísérleteink során a házityúk fajra kidolgozott spermamélyhűtési eljárá­
sok közül Laké és Stewart (1978) által leírt lassú, glicerines fagyasztási mód­
szert találtuk a legeredményesebbnek, amelyet az újabb eljárásoknál (Wishart, 
1995a; Seigneurin és Blesbois, 1995) tapasztalt megfigyeléseknek megfelelően 
néhány helyen módosítottunk.

Jelen kísérlet célja laboratóriumunkban továbbfejlesztett mélyhűtési eljárás 
gyakorlatban történő kipróbálása, a spermiumok mélyhűtés során bekövetkező 
életképesség és termékenyítőképesség-változásának nyomon követése, és így 
a spermamélyhűtés, mint ex situ génmegőrzési módszer e fajtánál történő al­
kalmazhatósága volt. Vizsgáltuk továbbá az embrióelhalások idejét, és az emb­
rionális és kromoszomális rendellenességek előfordulásának gyakoriságát.

ANYAG ÉS MÓDSZER

Állatok, ondóminták gyűjtése

A spermavétel Burrows és Quinn (1937) módszere alapján heti kétszer tör­
tént, 20, egyedi ketrecekben elhelyezett, parlagi magyar kakastól. Inszeminá- 
láshoz a termelési ciklus kezdetén levő 30 parlagi magyar tyúkot használtunk, 
amelyek mélyalmon, fülkés elrendezésben voltak. Az állatok 13 órás megvilágí­
tás mellett, kereskedelmi forgalomban levő tojótápot fogyasztottak ad libitum.

Mélyhűtési protokoll, inszemirfálás

A mélyhűtésre szánt mintákat 20 °C-on 1:1 arányban glicerint nem tartal­
mazó hígítóval (Laké 1) (Laké és Stewart, 1978) hígítottuk, ampullákba szét­
mértük (0,3 ml/ampulla), és 5 °C-os hűtődobozban, 20 percig hűtöttük. A glice­
rint is tartalmazó (2,78 g/2,2 ml glicerin 10 ml oldatban) krio-oldattal történő 
további 1:1 hígítást egy hideg (5-8 °C-os) helységben végeztük úgy, hogy a 
glicerin végkoncentrációja a hígított ondómintákban 11%-körüli érték legyen. Az
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ampullákba való szétmérést és az 5 °C-on történő hígítást a gyorsaság érdeké­
ben automata pipettákkal végeztük. A mintákat ezután további 10 percig 5 °C- 
on inkubáltuk, majd egy programozható fagyasztókészülék (Planer Kryo 10, 
Planer Products Ltd, UK) segítségével 7°C/perc, majd -35°C-tól 20°C/perc 
sebességgel hűtöttük -140 °C-ig. A mélyhűtött ondómintákat végül folyékony 
nitrogénbe helyeztük.

Az ondóminták felolvasztása 5 °C-os vízfürdőben történt. A felolvasztott 
ondómintákat 1:8 arányban hígítottuk glicerinmentes hígítóoldattal (Laké és 
Stewart, 1978) 6 lépésben (0,08, 0,22, 0,40, 0,73, 1,5 és 1,9 ml hígító), majd 
5 °C-on centrifugáltuk 700g-n 20 percig. A felülúszó eltávolítása után a vissza­
maradó pelletet a 0,1 ml hígítóoldattal elkevertük, majd 20 percen belül kloáka- 
kifordítással, mélyen intravaginálisan inszemináltuk. A frissen termékenyítésre 
szánt ondómintákat, eredeti koncentrációjuk fotométerrel történő meghatározá­
sa után, megfelelő mértékben hígítottuk és inszemináltuk.

Ondóminősítés

Jelen kísérletben a spermiumok életképességét anilin-eozin festést követő­
en az élő/holt sejtarány, valamint a morfológiai rendellenességek arányának 
meghatározásával Leitz Diaplan mikroszkópban immerzió alatt végeztük a 
mélyhűtési eljárás egyes szakaszaiban:

— közvetlen gyűjtés után,
— 5 °C-ra hűtést követően,
— glicerines hígítóval történő hígítás után,
— felolvasztást követően, a glicerin eltávolítását célzó centrifugálás előtt,
— centrifugálás, és a sejtek reszuszpendálása után, közvetlenül inszeminá- 

lás előtt.
Ezeket a vizsgálatokat valamennyi mélyhütés során elvégeztük, majd az 

eredményeket átlagoltuk.
A spermiumok motilitását közvetlenül az inszeminálás előtt ellenőriztük, egy 

hordozható mikroszkóp (200x nagyítás) segítségével, mind a kísérleti mind, 
pedig a kontroll csoportnál. Az ondómintákat a spermiumok motilitása alapján 
szubjektív becsléssel 0-tól 5-ig pontoztuk a következőképen:

0: nincs motilitás;
1: mötilitás van, de az előrehaladó mozgást végző spermiumok száma ke­

vesebb, mint 5%;
2: a spermiumok negyede (10-35%-a) előrehaladó mozgást végez;
3: a spermiumok fele (40-60%-a) előrehaladó mozgást végez;
4: a spermiumok többsége (70-80%) előrehaladó mozgást végez;
5: A spermiumok mindegyike élénk előrehaladó mozgást végez.
Friss sperma esetében csak a 4-es vagy 5-ös, míg a mélyhűtött/felolvasz­

tott spermánál a legalább 2-es motilitási értékkel rendelkező mintákat insze­
mináltuk.

A friss és a mélyhűtött ondóminták termékenyítőképességét a begyűjtött to­
jások keltetésével, vizsgálatával hasonlítottuk össze. 20 tyúkot mélyhűtött­
felengedett, 10-et pedig kontroll friss spermával termékenyítettünk. A kísérlet 
során két-három napos időközökkel tizenegy termékenyítést hajtottunk végre 
mélyhűtött sperma esetében 110-500 millió, friss sperma esetében 200 millió
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élő, ép morfológiájú spermiummal. A tojásokat az első termékenyítés után 24 
órával kezdtük gyűjteni, és a gyűjtést az utolsó termékenyítést követő negyedik 
napon fejeztük be. Egy-egy termékenyítés eredményességét a termékenyítést 
követő 25-72/96 óra között letojt tojások keltetésével, illetve a kilámpázott tojá­
sok vizsgálatával mértük fel.

Embrióvizsgálatok

A keltetés ötödik napján végzett lámpázás után azokat a tojásokat törtük fel, 
amelyekben normális embrionális fejlődés nem volt megfigyelhető. A mintákat a 
következő csoportokba soroltuk:

— „Szemre terméketlen”;
— PD (positive development): pozitív fejlődés;
— BWE (blastoderm without embryo): embrió nélküli blasztoderma;
— „D1-4” (embryos died on the 1st-4th day of the incubation): 1-4 napos 

korban elhalt embrió.
A szabad szemmel terméketlennek tűnő csírakorongokat kimetszettük, 

0,9%-os NaCI oldatba helyeztük. Bonctűvel sztereomikroszkóp alatt a csírako­
rong sejtjeit leválasztottuk a szikhártyáról, tárgylemezre helyeztük, és propídium 
jodiddal (Pl) (P4170, Sigma) megfestettük, majd fluoreszcens mikroszkóppal 
(Leica, 500x nagyítás) vizsgáltuk. A csírakorong fluoreszcens vizsgálata alapján 
a szemre terméketlen csírakorongú tojásokat valódi terméketlen tojásokra 
(I, infertile), vagy olyan termékeny tojásokra osztottuk, amelyben az embrió 
korán, feltehetően még a petevezetőben elhalt (DO, embryos died in the 
oviductus) {Liptói és mtsai, 2004).

Kromoszóma-vizsgálat

Az 5. napon végzett lámpázás során kieső tojásokat feltörtük és az esetle­
gesen elhalt embriókból mintát vettünk kromoszóma vizsgálatra. Az embriók 
fenotípusának meghatározása után a mintákat 0,56%-os KCI oldatba 
(hipotonizálás) helyeztük és 1-2 csepp 0,1%-os colchicint cseppentettünk a 
mintákhoz a mitózisok arányának növelésére. A mintákat 37,5 °C-on inkubáltuk 
20 percig, és cc. ecetsav:abszolút etanol 1:3 arányú keverékének háromszori 
cseréjével fixáltuk. A fixált mintákból egy . kis részt kimetszettünk és 50%-os 
ecetsavval óraüvegen finn pipetta segítségével szuszpendáltuk. 30 pl szusz­
penziót 40-50 °C-ra melegített és ezen a hőfokon tartott tárgylemezre cseppen­
tettünk. A csepp szélének száradása után a maradék mintát visszaszívtuk és a 
pipetta segítségével továbbvittük a tárgylemezen, így lemezenként nyolc kört 
kaptunk. A le m e ze ke tm in tá k  egy napos, levegőn történő szárítása után 
5%-os Giemsa-törzsoldat foszfát pufferes oldatával festettük meg. Lemezen­
ként legalább 20 osztódást értékeltünk. (Zeiss Axioscop, Jena, Germany; Hidas 
és mtsai, 1996)

Statisztikai analízis

Az eredmények statisztikai értékelését varianciaanalízissel, Chi‘  próbával 
(Statgraph program) végeztük.
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EREDMÉNYEK ÉS ÉRTÉKELÉSÜK

Az ondóminták minősége a fagyasztási protokoll minden lépésénél romlott, 
a legdrasztikusabb változás az élő sejtarányban az ondóminta lefagyasztása, 
majd újbóli felolvasztása (81,5%-ról 48,5%-ra csökkenés) és a glicerin eltávolí­
tását célzó centrifugálás (48,5%-ról 36,5%-ra csökkenés) során következett be 
(1. ábra). A mélyhűtési eljárás teljes tartama alatt a spermiumok életképessége 
az eredeti 90,1% érték 40%-ára- csökkent. Közvetlenül az inszeminálás előtt az 
élő sejtek 32%-a volt rendellenes (E). Míg kevéssel gyűjtés után a spermium 
rendellenességek elsősorban éretlen sejtek vagy más fejlődési rendellenessé­
gek közül kerültek ki, az inszeminálás előtti ondómintákban az akroszóma és a 
sejtmembrán mechanikai károsodása miatt fellépő középdarab rendellenessé­
gek domináltak.

1. ábra: Spermiumok életképességének változása a mélyhűtés során

100%  - -------

80%

60%

40%

20%  -  -------

0%  -  ---------'

A B C D E
O elhalt sejtek(1)
P  élő abnormális morfológiájú sejtek(2)
□  élő normális morfológiájú sejtek(3)

A=gyűjtés után közvetlenül; B=5 °C-on hűtött; C= glicerinnel hígított; D=kiolvasztott; E=inszeminálás 
előtt közvetlenül

Fig. 1.: Changes in sperm viabiiity during cryopreservation procedure 
dead spermatozoa(l), live, abnormal spermatozoa(2), live, normál spermatozoa(3), A=just after 
collection, B=cooled to 5 °C, C=diluted with glycerolized diluent, D=thawed, E=just before insemina- 
tion

Inszeminálás előtt a mélyhűtött/felolvasztott ondóminták összes élő sejt 
aránya 25-49%, míg az élő ép sejtek aránya 12-40% között mozgott.

A kísérleti csoportban a harmadik termékenyítéstől a kísérlet végéig gyűjtött 
tojások átlagos termékenysége 51,1%, az átlagos keltethetőség 37,5%, a kont­
roll, friss spermával termékenyített csoportban ugyanez 91,4%, illetve 73,5% 
volt. A kontroll csoport termékenységi és kelési százaléka szignifikánsan 
(P<0,0Q1) magasabb volt, mint a kísérleti csoportban.

Az első két inszeminálás utáni napokban gyűjtött tojások termékenysége 
35%, kelési eredménye 10% alatt volt (2., 3. ábra). A további termékenyítések­
nél az inszeminált élő, normális morfológiájú spermiumok száma korrelációt 
mutatott mind a termékenységgel, mind pedig a kelési eredményekkel (r=0,57
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mindkét esetben). A termékenység 44-58%, míg a keltethetőség 25-50% kö­
zött váltakozott. Kísérletünkben 50%-os termékenység eléréséhez 300 millió, 
míg 50% kelési eredmény eléréséhez 400 millió élő, ép mélyhűtött/felolvasztott 
spermium bejuttatása volt szükséges.

2. ábra: Összefüggés a termékenység és az élő, ép 
mélyhűtött/felolvasztott spermiumok száma között

spermatozoa
fertility(l), number of live, intact spermatozoa, million(2)

3. ábra: Összefüggés az élő embriók és az inszeminált, élő, 
ép, mélyhűtött/felolvasztott spermiumok száma között
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Fig. 3.: Correlation between hatebed embryos and the number of inseminated live, intact fro- 
zen/thawed spermatozoa
number of embryos showing normál developmént(l), number of live, intact spermatozoa, million(2)

Az embrionális rendellenességek előfordulásának vizsgálatakor erős szigni­
fikáns különbség (P<0,001) volt kimutatható a petevezetőben történő korai el­
halások (DO) és gyenge (P<0,1) a pozitív fejlődési] csírakorongok (PD) előfor­
dulási arányában a kísérleti és a kontroll csoport között (4. ábra). A kísérleti 
csoportban lényegesen nagyobb arányban fordult elő mindkét rendellenesség.
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4. ábra: Embrionális rendellenességek termékeny tojásokhoz viszonyított aránya

ED kontroll(5) □mélyhűtött(6)

DO=petevezetékben elhalt; PD=pozitív fejlődés; BWE=blasztoderm embrió nélkül; az inkubáció 1-4 
napja között elhalt embrió

Fig. 4.: The rates of embriónál abnormalities /  fertile eggs 
embryos died in the oviductus(l), positive development(2), blastoderm without embryo(3), embryos 
died on the 1st-4th day of the incubation(4), control(5), intact frozen(6)

Az igen korai (még a petevezetőben történő) elhalás (DO) aránya az első 
hat, mélyhűtött spermával történő inszeminálás során magas volt (5. ábra). A 
petesejt megtermékenyült, és osztódásnak indult, de a fejlődés korai szakaszá­
ban az embrió elhalt. A hetedik termékenyítéstől a DO aránya a mélyhűtött és 
friss spermával való inszeminálás esetében hasonló értékeket mutatott.

5. ábra: A korai embrióelhalások (DO-k) termékeny 
tojásokhoz viszonyított arányának alakulása
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Fig. 5.: The variation of the rates ofdeaths in the oviducts (DO)/fertile eggs 
inseminated with frozen/thawed semen(T), control(2)
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Kromoszóma rendellenességek vizsgálata céljából a kilámpázott tojásokból 
a kontroll csoportból 15 mintát, a kísérleti csoportból pedig 12 mintát gyűjtöt­
tünk. A kontroll csoportban, kettőben találtunk 1AZ/2AZW típusú haploid/diploid 
mozaikosságot (6-7. ábra), egyben, pedig haploid (1AZ) rendellenességet. A 
kísérleti csoportban, kettőben találtunk haploid (1AZ) típusú, négyben, pedig 
2AZ/4A típusú diploid/tetraploid mozaikosságot. A két csoportban előforduló 
kromoszóma rendellenességek arányát tekintve a két csoport között szignifi­
káns különbség volt kimutatható, bár ez, valószínűleg a kis mintaszámnak kö­
szönhetően, nem erős (Pá0,067).

.  , . . . .  7. ábra: Diploid osztódás (2AZW)
6. abra. Haploid osztodas (1 AZ) ugyanazon az egyeden belül

v

Fig. 6.: Haploid cell division (1AZ) Fig. 7.: Diploid cell division (2AZW)

KÖVETKEZTETÉS

Az élő/holt spermiumok aránya és az élő normális morfológiájú spermiumok 
száma mind fagyasztás előtt, mind fagyasztás/felolvasztás után elmarad az 
intenzív fajták eredményeitől. Ugyanez mondható el a termékenységi és kelte- 
té'si eredményekről is (Chalah és mtsai, 1999). Ennek oka lehet, hogy az ősho­
nos fajtákban a küllemi szelekción túl semmi egyéb irányú szelekció nem tör­
ténhet, tehát a hímivarhoz kötődő pozitív tulajdonságok, mint ondótermelő­
képesség, ondóminőség, mélyhütéssel szembeni ellenálló-képesség, terméke­
nyítőképesség, stb. nem kerülnek előtérbe. Tehát már a friss ondó minősége 
sem tökéletes és ismert, hogy a mélyhűtés sikerességéhez a kiváló minőségű 
ondóminták használata elsődleges. Annak ellenére, hogy a legjobb ondóminták 
használatára törekedtünk, a gyakori, heti 2-3-szor történő, egy-egy alkalommal 
lehetőleg 300 millió élőTép spermium bejuttatásával 50% feletti termékenysé­
get, és a 40% körüli kelési arányt sikerült csak elérnünk. A módszer, bár nagy­
üzemi brojler-tenyésztésben nem lenne gazdaságos, ex situ génbank kialakítá­
sára, egyes tyúkfajták génállományának biztonsági tartalékként történő fenntar­
tásának céljából — véleményünk szerint — alkalmas.

Kísérletünkben először vizsgáltuk a termékenyítéskor bejuttatott élő, ép 
mélyhűtött/felolvasztott spermiumok száma és a tojások termékenysége, keltet- 
hetősége közötti kapcsolatot. Vizsgálataink alapján a kritikus 50%-os termé­
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kenység eléréséhez legalább 300, 50%-os kelési arány eléréséhez legalább 
400 millió élő, ép mélyhűtött/felolvasztott spermium szükséges. Eredményeink 
igazolják azt a korábbi megfigyelést, hogy a mélyhűtés/felolvasztás során az 
ondóminta termékenyítőképessége az élő normális sejtek arányánál nagyobb 
mértékben csökken (Wishart, 1985).

A madarak esetében a bejuttatott spermiumoknak csupán 1%-a tárolódik a 
petevezető spermatároló tubulusaiban. A petesejt megtermékenyülésének esé­
lye egyenesen arányos a spermiumtároló tubulusok spermiumokkal való telí­
tettségének mértékével (Wishart, 1995b). Az első két inszeminálás során kapott 
gyenge termékenységi és kelési eredmény a hiányosan feltöltődött spermiumtá­
roló tubulusokkal és így a termékenyítőképes spermiumok kis számával magya­
rázható. Az egymást követő inszeminálások során a tubulusok feltöltöttsége 
egyre teljesebbé válik, ennek köszönhető, hogy a későbbi inszeminálásokat 
követően kezdett emelkedni a termékeny tojások aránya. A termékenységi (ke­
lési) eredmények alakulásába tehát nem csak a bejuttatott spermiumok száma, 
hanem a spermatároló tubulusok feltöltöttsége is szerepet játszik.

A petevezetőben történő nagyon korai elhalás (DO) nagy arányú előfordu­
lásáról Ogasawara és Lorenz, 1964 számoltak be, azonban nem a kevés, ha­
nem éppen a túl sok, közvetlenül a magnumba bejuttatott spermium miatt. 
Eredményeink szerint a korai embrióelhalások (OD-k) száma nem csak a túl 
sok, hanem a túl kevés termékenyítőképes spermium esetében is megnőhet. 
Kísérletünkben a DO-arány alakulásának az oka az lehet, hogy a mesterséges 
termékenyítés kezdetén nincs a normális embrionális fejlődéshez elegendő 
mennyiségű élő, termékenyítőképes spermium a petevezetőben. Tehát a pete­
sejt megtermékenyül, az osztódási folyamatok megindulnak, azonban a normá­
lis embriófejlődés még a petevezetőben elakad. Feltételezhető tehát, hogy a 
normális embriófejlődéshez létezik egy optimális spermiumszám, amire a sejt- 
osztódás megindulásán túl az embriófejlődés során zajló anyagcsere folyama­
tokhoz is szükség van. A további inszeminálásokat követően a spermatároló 
tubulusok telítődnek, így a gyengébb minőségű mélyhűtött spermiumokból is 
elegendő számú termékenyítőképes spermium juthat el az infundibulumba.

Az elhalt embriókból történő kromoszómavizsgálataink eredménye arra utal, 
hogy a mélyhűtés okozta esetleges elváltozás a spermiumban, vagy egyéb, 
a mélyhűtött/felolvasztott spermával történő termékenyítésnél előforduló ténye­
ző (kevés termékenyítőképes spermium, krioprotektáns-maradék) növelheti a 
kromoszóma rendellenességek gyakoriságát az elhalt embriókban. A kis min­
taszám miatt biztos következtetések levonásához további kísérletek szűk 
ségesek.
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