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ELOSZO

Az Allattenyésztés és takarmanyozas c. lap szerkesztésége immar negye-
dik éve biztositja a lehetéséget, hogy a Szaporodasbioldgiai Tarsasag éves
rendszerességgel megrendezett talalkozdinak szakmai anyagat (6sszefoglalék
vagy teljes anyagok) a talalkozét kévetd évfolyam valamelyik szamaban megje-
lenteti. Orémunkre szolgal, hogy az idei kiadvanyban — els6 izben — a teljes
anyagok lektoralt formai jelenhetnek meg. Reméljuk, hogy ez a Iépés hagyo-
manyteremté lesz a jévére nézve:-is.

A Tarsasag 2004-ben tartotta 11. szakmai talalkozéjat Dobogokén ,A jelen
tudomanya — a jové gyakoriata” cimmel. A szokasos masfél napos rendezvény
elsd napjat Haraszti Janos professzor ur 80. sziletésnapja alkalmabol megren-
dezett Unnepi Ulésnek szenteltuk, amelyen az Allatorvostudomanyi Egyetem
Sz{ilészeti Tanszékének 6t kiemelkedd munkatarsa (Cseh Sandor, Huszenicza
Gyula, Solti Laszlo, Szenci Otto, és Z6ldag Laszlé) — mindannyian a profesz-
szor ur korabbi tanitvanyai — kutatasi tertletének témajaban féloras eldadassal
kdszontotte mesterét.

A rendezvény masodik napjanak délelétti szekcioulései olyan valtozatos
témakat mutattak be, mint a fenntarthaté allattenyésztés, az EU integralédas,
az EU akkreditacios kérdések, valamint a 2004-ben megrendezett nemzetkézi
szaporodasbioldgiai témaju konferenciak tapasztalatai (XV. ICAR; 16. Al Vets
Meeting; 4. AAAA Meeting; 20. Eurépai Embriétranszfer Konferencia).

Ismert, hogy az utdbbi években tudatosan kezdtuk bevonni rendezvénye-
inkbe a fiatal kutatokat is. Ez 2004-ben sem volt masképp, igy a délutani szek-
cidban a legkulonfélébb allatfajok (szarvasmarha, sertés, baromfi, nyul, egér)
legfrissebb szaporodasbiologiai-biotechnolégiai kutatasi eredményeit tudtak —
a zémében PhD. hallgatdk — bemutatni 7 el6adas és 9 poszter keretében. A
jelen kiadvanyban ezek az anyagok keriinek a nagyobb szakmai kdzdnség
szamara is megismerhetévé, bizvan abban, hogy a fiatal kollégakkal valo
szakmai kapcsolatfelvételt is megkénnyitjuk ezzel a lehetéséggel.

Remélem rendezvényeink szakmai szinvonala évrél-évre emelkedik, és
egyre ismertebbek, és népszeriibbek leszink a lap olvaséi szamara. A Szapo-
rodasbiolégiai Tarsasagrol, annak tevékenységeérdl, illetve a belépési lehetésé-
gekrdl bévebb informacié a www.szapbiol.hu honlapon all az_érdekl6dok ren-
delkezésére.

This is the Proceeding of 11th Meeting of the Hungarian Society for Animal
Reproduction titeled as ,Current science — future practice®. Each of the full text
paper is in Hungarian but 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

VENDEGSZERKESZTé: DR. BARNA JUDIT


http://www.szapbiol.hu
http://www.sZapbiol.hu
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ANDROLOGIAI LABORATORIUMI VIZSGALATOK, KULONOS
TEKINTETTEL A SPERMA SZAMITOGEPES ANALIZISERE*

POLICHRONOPOULOS, TASSOS — SOLTI LASZLO —
GASPARDY ANDRAS — CSEH SANDOR

OSSZEFOGLALAS

A spermiumok mozgaséanak/motilitdsénak a vizsgalata lényeges eleme a spermaminéség birala-
tanak. Szamtalan utalas talalhaté az irodalomban arra, hogy a spermiumok mozgasa meghatéarozo
a termékenyité-képességilk szempontjabol. A szamitogépes spema analizis objektiv médon érté-
keli és jellemzi a spermiumok mozgasat. A vizsgélatok célja volt: 1) tenyészbikaktél szarmazé
fagyasztott sperma motilitasi paramétereinek a tanulmanyozasa, 2) a kapott eredmények és a
termeékenyulési adatok dsszevetésével kapcsolatot talalni a mozgas paraméterek és a termékenyi-
t6-képesség kozott. Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a spermiumok mozgasat jellemzd
kilonbozd paraméterek (elsdsorban a VAP) elbrejelzd értékkel birnak a spermiumok termékenyité-
képessége szempontjabdl.

SUMMARY

Polichronopoulos, T. — Solti, L. — Gaspérdy, 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 bulis, 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 bull semen.

* A kutatast az NKFP 4/31/2001 szamu téma tamogatta -
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BEVEZETES

A sperma minésége és fertilitasa (termékenyité-képessége) kézotti kapeso-
lat megismerése régi térekvése az androlégusoknak a human és az allat
gyogyaszatban (allattenyésztésben). A spermiumok motilitdsa/mozgasa lénye-
ges feltétele a termékenyulésnek in vivo és in vitro kérulmények kozott egy-
arant. Ezért a spermiumok mozgasanak a vizsgalata illetve értékelése az egyik
legfontosabb lépés a sperma mindségének biralatakor.

A 90-es évek elejeig — kdzepéig az ejakulatum mindségének ellenérzése
soran a spermiumok mozgasanak értékelesekor az altalanos gyakorlat szerint
egy gyakorlott személy mikroszképos vizsgalattal mingsitette a spermiumok
mozgasat, meghatarozta a mozgé és nem mozgé sejtek szamat/aranyat, vala-
zott felmérések tapasztalatai szerint azonban a ,hagyomanyos" médszer rend-
kivul szubjektiv, nagyménrtékben figg a vizsgald személy gyakorlatatol, ezért az
eredmenyekben akar 30-80%-os eltérések is eléfordulhatnak, ami lehetetlenné
teszi az eredmények laboratériumok kozétti cseréjét. Ezért fogalmazédott meg
a szakemberekben az igény egy olyan médszer kifejlesztése irant, ami objekti-
ven, tobb szempontbdl értékeli/jellemzi a spermiumok mozgasat és nem csak a
mozgo sejtek szamat/aranyat adja meg. A szamitdégépes szoftver és hardver
fejlesztés terén megmutatkozé hihetetlen gyors fejlédés, megteremtette a fel-
tételeit a szamitogép nyujtotta lehetéségeknek az ejakulatum vizsgalataban
térténd hasznositasahoz. ,

Vizsgalataink célja volt, a spermiumok specialis kinetikai tulajdonsagai és a
spermium termékenyité-képessege (fertilitasa) kozotti kapcsolat tanulmanyoza-
sa. Vizsgaltuk, hogy a spermiumok mozgasat killonbézé szempontok alapjan
jellemzé/leird paraméterek (pl. progresszivitas, sebesseg, linearitas (egyenes
vonalusag), stb.) kapcsolatban allnak-e, és ha igen milyen mértékben a him
ivarsejtek termékenyité-képességével, tovabba az emlitett adatok ismeretében
mennyiben jelezhett elére a spermiumok fertilitasa.

ANYAG ES MODSZER

Tiz ivadékteljesitmény vizsgalatba allitott fiatal bikatél szarmazé fagyasztott
sperma mintat értékeltunk MEDEALAB CASA Verzié 4.1 (Németorszag) szami-
togépes programmal. A vizsgalt mintak azokbol az ejakulatumokbél szarmaz-
tak, amelyekbdl a fagyasztott inszeminalé adagokat is eléallitottak és — tdbb
mint 100 gazdasagban — ¢ésszesen 8909 allatot termékenyitettek. A mintak
vizsgalatakor bikanként/mintanként 10 latotérben, atlagosan 6sszesen 2330 sejt
mozgasat értékeltik. Az eredmények feldolgozasanal a program altal biztositott
adatok kézul a kovetkezoket vettik figyelembe: a felismert/nyomon kévetett
spermiumok szama, 6sszes mozgd, helyben, és kérben mozgd sejtek, nem
mozgo spermiumok, gyorsan és egyenes vonalban elére mozgé sejtek, és las-
san elére mozgé spermiumok szama és aranya. A program megadta a csopor-
tokhoz tartézé atlagos, tovabba a sejtekhez tart¢zé egyedi sebességi adatokat
egyarant. A kévetkezé specidlis motilitasi paramétereket értékeltuk: VCL,
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Curvilinear Velocity, um; VSL (gérbe vonall mozgas), Straight Line Velocity
(egyenes vonali mozgas), um; és VAP, Average Path Velocity (atla-
gos/egyenes vonalt mozgas), um (WHO, 2002). A szamitogépes sperma anali-
zis eredményeit - miutan 6sszevetettik a vemhesulést, illetve a termékenyilest
megjelenitd, az inszeminalas utani 30. és 75. napos visszaivarzasi adatokkal
(NR 30 és NR 75) —retrospektiv ertekeltuk

Az adatok statisztikai analizisénél x?, egy- és tobbtényezés variancia anali-
zist alkalmaztunk.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A toébb mint 100 gazdasagban, 6sszesen termékenyitett 8909 allatbdl a
visszaivarzasi adatok alapjan a 30. napon 6590 (NR30: 6590), a 75. napon
4525 (NR75: 4525) allat bizonyult vemhesnek. A vizsgalt tenyészbikak NR30 és
NR75 visszaivarzasi adatai kozott kulonbséget tapasztaltunk (P<0,05). Ered-
ményeink hatarozott eltéréseket mutatnak, a bikak NR30 és NR75 értékei ko-
z6tt (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 himek termékenyité-képessége kézott
nagy egyedi ingadozasok vannak. Mindegyik motilitasi paraméter nagyon erés,
hatarozott korrelaciét mutatott a NR30 és NR75 visszaivarzasi adatokkal. A
harom motilitasi érték (VCL, VSL és VAP) kéziul 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 bird bikak termékenyité anyagaval torténd inszeminalas
utan a NR30 és NR75 vissza nem ivarzasi adatok alacsonyabbak (tébb allat
ivarzott vissza), kévetkezésképpen fertilitasuk alacsonyabbnak bizonyult
(P<0,02). Az alacsony VCL, VSL és VAP értékekkel biré bikak spermajaval
torténé termékenyitések utan kevesebb allat vemhesult.

KOVETKEZTETES

A szamitogép és a vided technikak elmdlt években tapasztalhato gyors fej-
|I6désének kdszénhetben a szamitogépes spermaanalizald berendezések ma
mar lényegesen precizebbek és tébb informacidval/adattal szolgalnak a sper-
miumok mozgasaval/motilitdsaval kapcsolatban, mint a 90-es évek masodik
felében kifejlesztett tarsaik. Ismert, hogy a termékenyulés szempontjabol a
spermiumok egyik leglényegesebb tulajdonsaga a motilitas. Tapasztalataink
alatamasztjak, illetve kiegészitik masok megfigyeléseit, nevezetesen, hogy a
spermiumok kilonbézé motilitasi paraméterei/jellemzéi szorosan kapcsolédnak
a sejtek fertilizacios képességeihez. Napjainkban mar a szamitégépes sperma
analizalo berendezések objektiven és tobb szempontbdl értékelik a spermiumok
kinetikai tulajdonsagait, igy a jév6ben-hozzajarulhatnak a him allat/sperma ter-
meékenyitd-képessége eldrejelzése kérdésének megoldasahoz.
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A szerzék koszonetiket fejezik ki dr. Berényi Mihaly professzor drnak
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A MOTILITASROL — MASKEPP

NAGY SZABOLCS — PENTEK ISTVAN

OSSZEFOGLALAS

Az idealis spermabiralati teszt egyidejlleg tobb tulajdonsag értékelését teszi lehetbve sejtszinten,
nagy szamu sejten. A szamitégépes motilitasvizsgalat (CASA) eiméletileg megfelel e kritériumok-
nak, de hatékony alkalmazasat szamos bioldgiai és technikai tényez6 befolyasolhatja.

A megbizhaté alkalmazas alapfeltétele a CASA rendszer pontossaganak és precizitdsanak isme-
rete. A precizitasrél a mérések ismételhetésége ad képet, a pontossag kdzvetve, médszer-egyetér-
tési analizis segitségével értékelhetdk. A laboratdriumi kdrilmények, és a miiszer miikddtetesi felte-
teleinek standardizalasat kovetéen kerilhet sor a miiszeres motilitasvizsgalat diagnosztikai erté-
kének (pozitiv, negativ prediktiv értékek, érzékenység, fajlagossag, stb.) megallapitasara, ill. a ferti-
litasproblémat legjobban jelz6 kiisz6bértékek meghatarozasara un. ROC-gérbe szerkesztésével.

A nagyszamu sejten, sejtszinten gydijtott motilitasi paraméterek, lehetévé teszik, bonyolultabb
matematikai-statisztikai médszerek alkalmazasat is. Fourier-transzformacio, illetve fraktal-geometria
segitségével a konvencionalis kinematikai paraméterek mellett a kiilénb6z6 spermium-szubpopu-
laciok mozgasi jellemzdinek pontosabb mérése, mig tébbvaltozds statisztikai médszerek alkalma-
zasaval az egyes szubpopulaciok felismerése és kilonbszd kezelések hatasara bekovetkezé valto-
zasaik kévetése valik lehetévé.

SUMMARY

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

The optimal 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 be.found by drawing ROC-curves for 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, fractal geometry and
multivariate statistical analyses.
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Az idealis spermabiralati teszt egyidejlileg tébb tulajdonsag értékelését te-
szi lehetévé sejtszinten, nagy szamu sejten (Nagy, 2002). A szamitdgépes mo-
tilitasvizsgalat (CASA) elméletileg megfelel e kritériumoknak, de hatékony alkal-
mazasat szamos olyan biologiai és technikai tényezé befolyasolhatja, mint pél-
daul a spermiumok élettani allapota (mellékhere-spermiumok, ejakulalt, mélyhi-
tott/felolvasztott, vagy kapacitalodott ondoésejtek), sejttérmelék jelenléte. Az
alkalmazott spermahigité, a minta koncentracidja, a mérési kérulmények (hé-
mérséklet, mérbkamra tipusa, értékelt sejtszam, mikroszkép beallitasai, szoft-
ver bedllitasai, stb.) és az alkalmazott statisztikai probak (Davis és Katz, 1993).

A megbizhaté alkalmazas alapfeltétele a CASA rendszer pontossaganak és
precizitasanak ismerete. A precizitasrol a mérések ismételhetésége ad képet, a
pontossagot kdézvetve moddszer-egyetértési analizis segitségével értékelhetjik
(Bland és Altman, 1986). Els6 lIépésben célszerl a miszer koncentraciévizsga-
latait tesztelni, hiszen a biztos sejtfelismerés alapveté fontossagu a motili-
tasvizsgalat szempontjabdl. A méréstechnikai szempontbdl optimalis koncent-
racidtartomany megallapitasanak jelentésége abban rejlik, hogy a CASA rend-
szerek tal sirl mintak esetében jellemzéen alulbecsilik a koncentraciét, kdvet-
kezésképpen tuibecsilik a motilitasi eredményeket, mig tal hig mintak esetében
tulbecsulik a koncentraciot és alulbecsiilik a motilitast. A laboratoriumi kérilme-
nyek, és a miszer mikodtetési feltételeinek standardizalasat kévetéen kerllhet
sor a miuszeres motilitasvizsgalat diagnosztikai értékének (pozitiv, negativ
prediktiv értékek, érzékenység, fajlagossag, stb.) megallapitasara, illetve a
fertilitasproblémat legjobban jelzé kuszébértékek meghatarozasara un. ROC-
gorbe szerkesztésevel.

1. példa: (a bemutatott adatok csupén illusztraciéként szolgalnak a statiszti-
kai megkézelités szemléltetésére, tényleges biolégiai informaciét nem hordoz-
nak)

Harmincét bika spermamintajat értékeltuk egy adott spermabiralati mod-
szerrel, majd a teszteredményeket Osszevetettik a fertilitdsi eredményekkel
(1. abra). Harminctt % fertilitasi eredményt, illetve 35% teszteredményt vettink
kiiszobértékeknek, majd azonositottuk a tényleges pozitiv (kuszébérték alatti
fertilitas és teszteredmény), a tényleges negativ (kiiszobérték feletti fertilitas és
teszteredmeény), a hamis pozitiv (kuszobértek feletti fertilitas, kiiszébérték alatti
teszteredmény) és hamis negativ (kiszobérték alatti fertilitas, kuszébérték felet-
ti teszteredmeény) egyedeket. Kiszamitottuk az adott teszt érzékenysegét (0,25),
fajlagossagat (0,92), pozitiv prediktiv értékét (0,5), negativ prediktiv ertéket
(0,8) a 35%-0s kiuszobértékre.

A 35%-os fertilitasi kuszobértéket legjobban elérejelzd teszt-kuszobeérték
megallapitdsahoz ROC-gérbét szerkesztettiink (2. dbra): a teszt érzékenyseégi
és fajlagossagi mutatéit megallapitottuk 25% és 45% teszt-kuszébértékekre is,
majd az adott kiszobértékekhez tartozd tényleges pozitiv arany (érzékenység)
és hamis pozitiv arany (1-fajlagossag) értékek osszevetésével rajzoltuk meg a
gorbét. A legjobb elérejelzést az a kuszobérték adja, amelyhez a legnagyobb
tényleges pozitiv arany mellett a legkisebb hamis pozitiv arany tartozik. A gérbe
alatti terlilet nagysaga, pedig az adott teszt pontossagat jelzi: a példaban sze-
replé hipotetikus teszt nem elég pontos, az optimalis teszthez tartozé ROC-
gorbét szaggatott vonallal jeldltik. '
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1. dbra: Adott teszt diagnosztikai értékének megallapitasa
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Fig. 1.: Establishing the diagnostic value of a given test
fertility, %(1), test,%(2), (1)quadrants are the following: a: true posmve b: false posmve c: false
negative, d: true negative(3)

2. abra: Receiver operating characteristics (ROC) gérbe
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Fig. 2.: Receiver Operator Characteristic (ROC) curve
true positive ratio sensitive(1), b: false positive ratio specific(2)

A miszeres motilitasvizsgalati kisérletek tobbségében a kapott eredme-
nyeket az egyes mozgasi paraméter-értékek szamtani kdzépértékével fejezik ki.
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Ez tdbb szempontb6l sem szerencsés: egyrészt, a sejtszinten végzett mérések
eredmeényeit atlagértékekkel kifejezve jelentts mennyiségi hasznos informacié
vész el (Holt, 1996), masrészt a legtébb sejtmozgasi paraméter az esetek tobb-
ségében nem mutat normalis eloszlast, tehat statisztikai szempontb6él megfele-
I6bb lenne a szamtani kézépérték helyett median értékek hasznalata (Boyers
és mtsai, 1989). A nem normalis eloszlasu adatsorok elemzésére a konvencio-
nalisan alkalmazott statisztikai probak (t-préba, ANOVA, stb.) helyett célsze-
riibb, mas, nem paraméteres probakat alkalmazni.

A nagyszamu sejten, sejtszinten gydjtott motilitasi paraméterek lehetévé te-
szik bonyolultabb matematikai-statisztikai médszerek alkalmazasat is. Fourier-
transzformacié (Davis és mitsai, 1992), illetve fraktal-geometria (Davis és
Siemers, 1995) segitségével a konvencionalis kinematikai paraméterek mellett
(VCL, VSL, VAP, BCF, ALH stb.) a kllénbdzé spermium-szubpopulaciok moz-
gasi jellemzbinek pontosabb mérése valhat lehetévé (Davis és Siemers, 1995).
Meg kell azonban emliteni, hogy az igy kapott motilitasi paraméterek és a tény-
leges sejtmozgas mindsége kozotti viszony tisztazasa még varat magara
(Mortimer, 1997), tovabba a szamitasok nem végezhetdk el a kommercialis
CASA szoftverekkel.

Tobbvaltozés statisztikai modszerek alkalmazasaval az egyes szubpopu-
laciok felismerése és kulonbozd kezelések hatasara bekovetkezd valtozasaik
kévetése valik lehetbévé (Holt, 1996). Ezen megkdzelitéssel az objektiv mlsze-
res vizsgalatok Achilles-sarka, azaz az egyes motilitasi paraméterek kiiszobér-
tékeinek szubjektiv meghatarozasa tehetd objektivebbé (Holf, 1996), és lehetd-
vé valik korabban még nem vizsgalt allatfajok (pl. veszélyeztetett vadallat-fajok)
spermamintainak objektiv értékelése (Abaigar és misai, 1999).

2. példa (a bemutatott adatok csak illusztracioként szolgalnak a statisztikai
megkozelités szemléitetésére, tényleges biolbégiai informéciét nem hordoznak)

Egy ejakulatumot kétfelé osztottunk, és kulénbdzé médiumokban higitottuk
Oket (kontroli-kezelés). Mliszeres vizsgalattal értékeltiik, hogy a kezelés okoz-e
eltérést a spermiumok mozgdasi paramétereiben. K-klaszteranalizist alkalmaz-
tunk, ahol négy klaszterbe soroltuk a sejteket a VSL, VCL, LIN és ALH értékeik
alapjan. Az eredményt a 3. 4bran szemléltetjiik, ahol Chernoff-arcokkal abrazol-
juk az egyes klasztereket. A kontroll minta (control) 2. klasztere megfeleltethetd
az immotilis sejteknek, az 1. klaszter a lokalis motilitasa sejteknek, a 3. klaszter
a lassu progressziv motilitast spermiumoknak, a 4. pedig a gyors, progressziv
motilitast ondosejteknek. A kezelt minta (NaCl) esetén a 4. klaszter megfelel a
kontroll minta 2. klaszterének, a 3. klaszter a kontroll 1. klaszterének. Lathaté
azonban, hogy a kezelés aktivalta a progressziv motilitdsu onddsejteket, hiszen
a kezelt mintaban nincs megfeleldje a kontroll 3. klaszterének, viszont megjele-
nik egy hiperaktiv sejtcsoportként azonosithaté klaszter (kezelés 1. klasztere).

A fentieket 6sszefoglalva, a CASA berendezések — megfelelé miszerbeal-
litas &s validalas utan — mind a rutin-, mind a kutatélaboratériumokban megta-
lalhatjak helylket és szerepuket. Konvencionalis spermaértékelési megkozeli-
téssel végzett hazai kisérletekben a CASA berendezések igéretes eredménye-
ket mutattak (Gabor és mtsai, 2002; Cseh és mtsai, 2004), a jov6 kutatasi célki-
tlizéseit azonban feltétlenil érdemes a fentiekben vazolt statisztikai megkézeli-
tés figyelembe vételével kérvonalazni. '
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3. abra: K-klaszteranalizis (Chernoff-arcok)
control
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Fig. 3.: K-cluster analysis (Chemnoff faces)
face width: VCL, ear level: VSL, mouth curvature: LIN, nose width: ALH(1)
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INTRACITOPLAZMATIKUS SPERMIUMINJEKTALAS
METODIKAI OSSZEHASONLITASA HUMAN ES EGER
MODELLRENDSZERBEN*

GORHONY BOTOND — BODO SZILARD — TOTH SZABOLCS — DINNYES ANDRAS

OSSZEFOGLALAS

Az intracitoplazmatikus spermiuminjektalas (ICSI) soran egyetlen himivarsejtet juttattak a petesejt
citoplazmajaba, biztositva ezzel az ivarsejtek 6sszeolvadasat. A 90-es évek elején kidolgozott
eliaras emberi petesejteken valé alkalmazasa azonnali, igen hatékony beavatkozasnak bizonyult.
Egér petesejtek esetében azonban ugyanez nem volt igaz, ezért a rendszert tovabbfejlesztették. Az
emberi petesejten végrehajtott ICSI az alapvetd mikromanipulacids eszkdzokon, a petesejtet tarto
holder- és az injektalo kapillarisokat vezérlé mikromanipulatorokon tul semmilyen speciélis beren-
dezést nem igényel. Az immar 14 éve rutinszeriien alkalmazott eljaras hatékonysagara jellemzd,
hogy az erett emberi petesejtek 80-85%-a termékenyiil ICSI-t kdvetden, majd az ezekbdl tovabbfej-
16d6 embridkat visszailtetve egészséges gyermekek sziletnek az asszisztalt reprodukcios klinika-
kon vilagszerte. '

Egéren az eljaras ugyanebben a formaban nem kivitelezhetd, ami az egér petesejt membranja és
az azt kériulvevd zona pellucida fiziko-kémiai tulajdonsagainak tudhaté be. A 90'es évek kézepén
fejlesztettek ki a probléma athidalasara egy Piezo-elektromos hatason alapuld, horizontélis irany-
ban, valtoztathatd frekvenciaju és amplitudoju, mikrorezgéseket kifejté rendszert, ami az injektald
mikrokapillaris atjutasat segiti az egérpetesejt zona pellucidajan és membranjan. Azonban még
ezzel a modszerrel is a petesejtek 30-50% lizis dldozatava valik a beavatkozas soran, illetve az azt
kovetd egy ordban. A sikeres injektalast kovetden, az ép membrannal rendelkezé petesejtek
92-96%-a eléri a 2 sejtes, morula, illetve 86-90%-ban a blasztociszta stadiumot. Néhany embrio 2,
ill. 4 sejtes allapotban megallhat az osztodasban.

Az egér modellrendszeren végzett ICS| beavatkozassal létrehozott embridk alkalmasak lehetnek
arra, hogy korszerii génmiikodés-vizsgalati modszerekkel tanulmanyozhassak a mikromanipulacié
kovetkeztében esetleg kivaltott epigenetikus valtozasokat. Az epigenetikus valtozasok és az utdd
analizis adatainak 0sszevetésével az egér rendszeren tapasztalt dsszefiiggések nagy jelentéséggel
birhatnak a human ICSI-t alkalmazé szakemberek szamara.

SUMMARY

Gérhény, B. - Bodé, Sz. - Téth, Sz. — Dinnyés, A.: METHODIC COMPARISON OF INTRACYTO-
PLASMIC SPERM INJECTION IN HUMAN AND MOUSE MODELS

The present comprehensive study describes the history and major technical requirements of in-
tracytoplasmic sperm injection (ICSl) of mouse and human 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 into the
ooplasm, with the help of micromanipulators attached to a microscope. ICS| 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 nature of mouse oocytes, this technique used in the human could not
have been adapted to the mouse without altering major technical features. Mouse ICSI as a model
system can play an important role for further development and risk assessment in human 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 kutatasokat a Welicome Trust, a NKTH BIO-0017/2002, a B-it-Magyar TET GB52/01 és az
Osztrak-Magyar TET A10/02 palyazatok tamogattak
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BEVEZETES

Az intracitoplazmatikus spermiuminjektalas (ICSl) egyetlen himivarsejt
mikromanipulaciés eszkdzokkel torténd bejuttatasat jelenti a petesejt citoplaz-
majaba. A technika az 1990-es évek elején kerllt kifejlesztésre. Az eljarast tobb
asszisztalt reprodukciés technika (ART) elézte meg (PZD-partial zona dissec-
tion, SUZI-sub zonal insemination), amelyek hatékonysaga azonban nem bizo-
nyult kielégitének. A legtébb olyan hazaspar esetében, akiknél a férfi all a ter-
méketlenség hatterében, forradalmi attérést jelentett és jelent az ICSI alkalma-
zasa (Palermo és mtsai, 1992). Azon pacienseknél indikdlt az alkalmazasa,
akiknek az ejakulatuma oligoasthenoteratozoospermids, tobbszori sikertelen
IVF kezelésben vettek részt, gerincveld sériilésik van, ejakulaciés problémaval
kaszkodnek, retrograd ejakulaciojuk van, vazektdmia utan korabbrél mélyhiitott
spermajuk van, gyégyult rakos betegeknél a kemo-, és sugarterapiat megel6-
z6en mélyhitott spermajuk van, illetve magas a spermaellenes antitestek kon-
centracidja. Ezzel ellentétben az ICSI egérben nem a reprodukciét szolgalja,
hanem transzgénikus allatok eldallitasanak egy modja. Ezen kivul a sejtmag-
atultetéses klonozasi kisérleteknél a technolédgiai és bioldgiai kontroll eszkédze-
kent is alkalmazhat6. Az ICSI alkalmazasa egérben elséként Kimura és mtsai
(1995) nevéhez flizédik. '

Technolégiai lépések

Munkankban kizarélag a human és egér ICSI mikromanipulacios [épéseinek
ismertetését tiztuk ki célul.

A huméan ICS| lépései.

1. A petesejtek kinyerése: A petefészkek hormonalis stimulaciéjat kovetéen
ultrahang-vezérelt transzvaginalis follikulus punkciéval térténik.

2. A petesejtek denudalasa: Ennek soran a petesejtet kérulvevé kumulusz
sejteket tavolitjuk el 20 1U/ml tdménységl hyaluronidase tartalmd HTF (human
tubai fluid)-médiumban, tébbszori ki-be pipettazassal.

3. A sperma elbékészitése: A sperma minta volumenétdl, spermium koncent-
raciojatél és azok mozgasatol fuggéen a mintat kulonbézé maédon preparaljuk.
igy lehet gradiens-centrifugalas, felusztatas, mosas, illetve ezek célszeri kom-
binalasa.

4. A spermium beinjektalasa a petesejt citoplazmajaba: Az el6készitett
spermabdl kis mennyiséget (1-5ul) tesziink a mikromanipulaciés edénybe ki-
mért 10-20pi térfogati, 10% PVP-t (polivinyl-pirrolidon) tartalmazé mikrocsepp-
be. A PVP lelassitia mgzgasukban a himivarsejteket, a mikromanipulaciés ka-
rokkal vezérelve -egy hatarozott mozdulattal 5-6 um belsé atmerdji, hegyes
injektalo-mikrokapillarissal egy élénken elérefelé mozgo, szabalyos morfologiaju
spermium farki részét az edény aljahoz nyomjuk, és ott a membrant szétron-
csoljuk anélkil, hogy a nyaki, illetve a feji régiét érintenénk. A mozgasképtelen-
né valt spermiumot lassan, a farki részénel kezdve a mikroinjektor segitségével
a mikrokapillaris lumenébe szivjuk. Ezutan az edenyink petesejtet tartalmazé
HTF+5mg/ml HSA (human serum albumin) mikrocseppjében az - érett- Mil
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(metafazis Il) petesejtet a tartokapillarissal ugy régzitjilkk, hogy annak els6 sarki
teste 6 oranal legyen (1. 4bra). Majd az injektalo-kapillarissal 3 6ranal atszurjuk
a zona pellucidat, igy a leheté legtavolabb prébalunk maradni a kromoszdémakat
tartalmazo sejtmagtol. Fontos, hogy ne roncsoljuk a metafazisos kromoszoma-
kat, amihez segitséget nyujthat a polarizacios fénnyel miikédé polscope hasz-
nalata abban, hogy altala lathatéva vélhat az osztodasi orsé (Konc és mtsai
2004). Tovabb tolva a kapillarist a petesejt membranjanak megszivjuk azt, amig
at nem szakad, ezutan a citoplazmaba injektaljuk a spermiumot, és kihtizzuk a
kapillarist a sejtbdl. Vegul elengedjik a tartokapillarisrél a sejtet.

5. Az in vitro embriotenyésztés: A megtermékenyitett petesejteket, zigéta-
kat, illetve eléembriokat a fejlédési stadiumnak megfelelé tdpanyag és energia-
szlukségletet biztositd, kereskedelmi forgalomban kaphaté szekvencialis tapta-
lajokban tenyésztjuk 37 °C-os CO*termosztatban.

6. Az eléembrio(k) betltetése: Optimalis esetben, 8-sejtes stadiumban
a harmadik napon, vagy blasztocisztak belltetése az 5. esetleg 6. napon tor-
ténhet.

Az egér ICSI lépései

1. Szuperovulaltatas hormonkezeléssel, majd a petesejtek kinyerése a pe-
tevezet6bél. .

2. A petesejtek denudélasa: 300 IU/ml tdménység(i hyaluronidase tartalmu
HEPES-CZB médiumban.

3. A sperma eldkészitése: Az ondévezetdbél nyert spermat 0,5 ml HEPES-
CZB médium ala rétegezziik egy 2 ml-es Eppendorf csében, majd inkubatorban
10-20 percig allni hagyjuk. A feliszébdl 5 ul-nyit pipettazunk a mikroma-
nipulacios edényunk 20 pl-es, 10% PVP-t tartalmazé HEPES-CZB cseppjébe.

4. A spermium fej szeparalasahoz: Egy specidlis, a piezo-elektromos hatast
felhasznald készilléket hasznalunk. A 7-10 um belsé atméréjl, tompa végl
mikrokapillarisba beszivjuk a spermiumot a farki részénél kezdve, és amikor a
kapillaris vége éppen eléri a fej-nyak 6sszekottetést, akkor miikédésbe hozzuk
a piezo keésziléket, ami a mikrorezgéseket tovabbitja a kapillarisunk hegyére,
es ennek hatasara a fej elvalik a faroktdl. A tovabbiakban csak a fejet szivjuk be
a kapillarisba, a farokra nincs szukségunk. Egérben az |CSl-hez, illetve az azt
kévetd normalis elémagképzéshez, valamint osztdédashoz elegend$ a spermium
feje, ugyanis a sejtosztodast iranyitd centroszomat nem a spermium nyaki ré-
sze tartalmazza, hanem a peteseijt.

5. A spermium fejének beinjektalasa: A petesejt citoplazmajaba nem hajtha-
to végre az emberi petesejten korabban leirtaknak megfeleléen, mivel az egér
petesejt zona pellucidaja és plazmamembrénja tal rugalmas ahhoz, hogy azo-
kon at tudjunk igy hatolni. A piezo készilék a 7-10 um belsé atmérdji, tompa
végl mikrokapillarist (2. kép) kis kalapacsként atuti a zona pellucidan, mikézben
abbél egy kis henger alaku darabot kimetsz. Ezt a kis darabot, mivel nincs. ra
sziikségink, benyomjuk a zona pellucida és az oolemma kozétti perivitelinaris
térbe. Ezutdn a plazmamembrannak nyomva a kapillaris végét a piezo-
impulzussal megszakitjuk azt, és a citoplazmaba injektaljuk a spermium fejét.

A piezo készulék alkalmazasardl altalanossagban elmondhaté, hogy a fent
emlitett harom kilonféle mivelet harom kulénbozé bedllitast igényel a roncso-
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landé bioldgiai képlet fizikai tulajdonsagai miatt. Alapelv, hogy mindig a legke-
vesebb szamu, és legkisebb amplitudéju, még hatékony rezgéseket allitsuk be,
elkerllendé ezzel a sejtlizist.

6. Az in vitro tenyésztést: CZB-IVC médiumban végeztik.

7. Embriétranszfer.

1. kép : Human petesejt ICSI el6tt 2. kép : Egér peteseijt ICSI elétt

T: tarto kapillaris; |: injektalo kapillaris; ZP: zona T tarto kapillaris; |: injektald kapillaris; ZP: zona

pellucida; PB: els6 sarki test; nyil: spermium pellucida; PB: els? sarki test; nyil: szeparalt
feje (a farok nem kiveheté a képen !) spermium fej ;
Fig. 1.: Human oocyte prior to ICSI Fig. 2.: Mouse oocyte prior to ICS/

T: holding pipette; I: injecting pipette; ZP: zona T: holding pipette; I: injecting pipette; ZP: zona
pellucida; PB: 1st polar body; Arrow: sperm pellucida; PB: 1st polar body; Arrow: separated
head (tail can't be recognized here !) sperm head

GYAKORLATI JELENTOSEG

Az egér modellrendszeren végzett ICS| beavatkozassal létrehozott embridk
alkalmasak lehetnek arra, hogy a korszerl génmikddés-vizsgalati moédszerek-
kel tanulmanyozhassuk a mikromanipulacié koévetkeztében esetleg kivaltott
epigenetikus valtozasokat. Az epigenetikus valtozasok és az utdd analizis ada-
tainak osszevetésével az egér rendszeren tapasztalt 6sszefiiggések nagy jelen-
toségge! birhatnak a human ICSI-t alkalmaz6 szakemberek szamara.
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A TERMEKENYSEG ELEMZE§E”UJ,IN VITRO TECHNIKA
SEGITSEGEVEL BROJLER SZULOPAR-ALLOMANYOKBAN

VEGI BARBARA — VARGA AKOS — SZOKE ZSUZSANNA — LENNERT LIDIA — BARNA JUDIT

OSSZEFOGLALAS

A termékenyités hatékonysaga, a fertilis periédus hossza, a normalis fejlédési embridk aranya a
petevezetébe jutott himivarsejtek mennyiségétél fligg, ezért indokolt a lampazasnal érzékenyebb
modszerek alkalmazasa a termékenység meghatarozasara, illetve a tojok fertilis statuszanak nyo-
mon kévetésére.

A mult évben egy Ross Breeders tipusu szllépar-dllomany vizsgalatat végezték el a médszer
alkalmazasaval. A vizsgalt allomanyban két eltéré ivararanyban beallitott csoport termékenységé-
nek alakuldsat kévették nyomon a tojastermelés kezdetétol. A spermiumtranszport a 31-34. élethét
kozott a legkifejezettebb (a penetraciés nyildsok szamanak medianja 100 kordli), majd az 53. héten
a termelés kezdeti szintjére csékken. Mig a lampdazasi adatok szerint a csoportok termékenysége a
45. hét utan kezd csokkenni, a vizsgalatok adatai szerint a spermiumhiany mar a 36. élethéttol,
azaz 8-9 héttel korabban jelentkezik. A kakascserék alkalmazdsa nem jelentkezett szignifikdns
termékenység-javulasban.

SUMMARY

Végi, B.Ms. ~ Varga, A. — Sz6ke, Zs.Ms. ~ Lennert, L.Ms. — Barna, J.Ms.: FERTILITY ANALYSIS
USING A NOVEL /N VITRO TECHNIQUE IN BROILER BREEDERS

Mating efﬁci’ency, the duration of the fertility period, and the ratio of normal 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 not been proveg in improving fertility.

Id
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BEVEZETES

A human populacié nagyiitemii névekedése (80 millié f&/év) évrél-évre fo-
kozodd élelmiszer — azon belul allati fehérje — termelést igényel vilagszerte. A
baromfiagazaton belll a vezett szerep a brojlerhus eléallitasé (87%), ami az
Osszes hustermelés 25%-at jelenti vilagviszonylatban (Brillard, 2001). A sikeres
termelés alapfeltétele a leheté legalacsonyabb koltségek mellett a legjobb mi-
néségl termék elballitasa.

Jelenleg a brojler szulépar-allomanyok altal termelt keltetétojasok termé-
kenysége a termelés elérehaladtaval oly mértékben csokken, hogy az mar gaz-
dasagtalanna teszi az allomany tartastechnolégiajaban eldirt életkorig valo tar-
tasat (Esbssy és Tordk, 2004, szobeli kozlés). Ez a tény nem csak hazankban,
hanem a vilag mas részein is problémat jelent (McDaniel, 1986; Creel és misai,
1990; Walsh and Brake, 1997).

A tojasok termékenységét alapvetden a termékenyités hatékonysaga, azaz
a himivar oldalardl az ond6 mindsége és a kakasok libidéja, a néivar részérél —
legalabb ekkora, ha nem nagyobb mértékben — a tojé spermiumbefogadd-
képessége hatarozza meg. Parzaskor a spermiumok a petevezetd hivelyi sza-
kaszanak alsé részébe keriilnek, ahonnan nagy részik a hivelyben zajlo szigo-
ra szelekciés folyamatok kovetkeztében a kloadkan keresztil kitrll és igy elvész
a termékenyités szamara. A ki nem 0rilt spermiumok az uterovaginalis sz(ki-
letben taldlhatd spermium-tarold tubulusokban raktarozodnak (Okamura és
Nishiyama, 1978.). Az elraktarozott spermiumok szakaszosan urilnek, tyukfeé-
lékben kb. 30% naponta. Ha a petevezetd spermiumtarolé helyei nem toltédnek
Ujra ismételt parzas révén, akkor egy idd utan nem lesz elegendd mennyiségl
spermium a termékenyitéshez, azaz a fertilis periédus lezarul, ami hazityukban
kb. 2 hét. A tojotyukok spermiumtarold kapacitasa a genetikai tényezékon tal
nagymértékben fligg a tojé koratdl, azaz a termelési cikiusban lévé helyzetétédl
(Bakst és mtsai, 1994). Vizsgalatok igazoltak, hogy a termelési csucsot kdvets-
en a spermiumtarold csévecskék urilése felgyorsul (Brillard, 1993), ami azt
jelenti, hogy fizioloégiai szempontbdl & tojasok termékenységének fenntartasa-
hoz a ciklus elérehaladtaval mind tobb és tébb spermiumra lenne sziikség. A
termékenytlés helye a petevezetd infundibularis szakasza. A petesejtbe vald
belépéshez a spermiumoknak at kell hatoiniuk a petesejtet kérulvevé an. belsé
perivitellin membranon, az akroszoma reakcié révén, kis nyilasok hidroliza-
idsédval. Ezek a mikroszkopikus méretl nyilasok zémmel a csirakorong kéril
talathatok (Wishart, 1999).

Egy baromfidllomany szaporitasanak eredményességét altalaban a terme-
keny tojasok szazalékaban fejezik ki. A tojasok termékenységének meghataro-
zasa leggyakrabban lampazaskor torténik, vagy a keléskor kiesd tojasok felts-
résével is tajékozddni lehet az embrid jelenlétérél. E ket médszer hatranya,
hogy az esetleges terméketlenségre csak tébb hetes késéssel derul fény, az
utobbi médszereknél, pedig statisztikai problémak merllhetnhek fel a mintavétel
miatt, valamint a tojasok elvesztése is hatranyos. A nem inkubait tojasokban a
termékenység megitélése a csirakorong alapjan (Kosin-teszt, Kosin, 1945)
szintén csak kb. 80%-0s biztonsaggal torténik. Az emlitett modszerek tovabbi
kozos, lényeges hatranya a termékenység megitélésében rejtézik. E mddsze-
rek alapjan a tojas termékeny volta ¢supan arrél ad tajékoztatast, hogy egyetlen
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spermium megtermékenyitette a petesejtet, azonban nem tudjuk, mi van a tébbi
szazmillié spermiummal. Kéztudott, hogy a termékenyités hatékonysaga, a fer-
tilis periédus hossza, a normalis fejlédésii embridk aranya a petevezetébe jutott
himivarsejtek mennyiségétol flugg, ezért érthetd, hogy a termékeny tojasok sza-
zalékos aranyanak ismerete nem sokat mond szamunkra.

A sikeres spermium-transzport meghatarozasanak sokkal kézvetlenebb
maodja a letojt, nem inkubalt tojasokban kimutathatd spermiumok meghataroza-
sa, amelyek a termékenyités idején és helyén kérulveszik a petét, azaz kapcso-
latba kerilnek a szikhartyaval. Az itt kimutathatdé akar tébb ezer spermium a
szaporitas hatékonysagarol sokkal tébbet arul el, mint az egyszeri kétesélyes
JLermékeny-nem termékeny” meghatarozas. A csirakorong foiétt talalhatd
hidrolizalt lyukak szama akar 1000 is lehet, bar mar 6 nyilas jelenléte jelzi, hogy
a petesejt termékenyilhetett Ha 6-nal kevesebb a nyilasok szama, kicsi a va-
l6szinlisége a termékenyilésnek, és ha nincsenek nyilasok, biztos, hogy nem
termékenyilt a tojas (Wishart, 1997).

Vizsgalatunk soran célunk a szaporitas hatékonysaganak preciz elemzése
volt, ket eltérd szaporitasi technika alkalmazasa soran.

ANYAG ES MODSZER

Vizsgélatainkat Ross Breeders huastipusu szilépar-allomanyon végeztiuk. A
két vizsgalati csoport egy telep két istallojanak allomanya volt (3000-3000 szi-
I6par), azonos koru, azonos tartasi és takarmanyozasi kérulmények kozott. Az
LA’ allomanyban, a termelési ciklus alatt végig 10 kakas/100 {oj6 ivararanyt
alkalmaztunk, melynek soran a kiest kakasokat azonos kori kakasokkal pétol-
tuk. A ,B” dllomanyban a tartastechnologiai eléirast részben kévetve a termelés
indulasakor 10 kakas/100 toj6 ivararanyt biztositottak, a 36. élethéten 20%-os
kakascseret hajtottak végre fiatal kakasokkal. A 38. élethéten cstkkentették a
kakas létszamot 8 kakas/100 tojora. Ezt kévetéen a 42. élethéten 17%-ban
Ujabb kakascserét hajtottak végre, majd a 48. élethéttdl tovabb tagult az ivar-
arany 7,5 kakas/100 tojéra. ’

_ Egy 2-3000-es létszamu szilbpar allomany fertilitasanak becslésére, a sta-
tisztikai szamitasok alapjan, kb. 60 tojas vizsgalata elegendé (Wishart, 1997),
tehat hetente a két allomanybél 60-60 tojas vizsgalatat végeztiik el.

A vizsgalat menete: 1. az ép tojassargdja Kinyerése a tojasbol. A fehérjétsl
vald elvalasztas utan a sargdjat fiziolégias sdoldatban mossuk 2. A sargajat ko-
rulvevd szikmembranbdl, a csirakorong folétt egy kb. 2 cm es darabot kiva-
gunk. 3. A membrandarabrdl csipesz segitsegével, tébbszoros oblitéssel le-
mossuk a visszamaradt sargajat és fehérjét, majd targylemezen rancmentesen-
szétteritjuk, és fedolemezzel boritjuk. 4. A penetraciés nyilasok sotétlatoteres
mikroszkop 4x-es obJektnveve| egyszerlien szamolhatok (Steele és mtsai,
1994.).

Mivel a penetraciés nyilasok nem normal, hanem jellegzetesen aszimmetri-
kus eloszlastak, kuléndsen az alacsony termékenységl allomanyokban, a pe-
natracids nyilasok median értékét hasonlitottuk 6ssze a vizsgalat soran, ami
k -elal az dllomany termékenységével (Wishart, 1999).

\ kapott eredményeket Microcal Origin statisztikai programmal értékeltik.
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EREDMENYEK

Az A’ allomany penetraciés nyilasainak szamszerl alakulasat mutatja az
1. dbra. A termelés a 26. élethéten indult, amikor a termékenység mar megké-
zelitette a 90%-ot, de még magas volt azoknak a tojasoknak az aranya, ame-
lyekben nem talaltunk penetracios nyilast (24,6%). A termelés soran a legtébb
tojasban 21-100 k6zott volt a penetraciés nyildsok szama. A lampazasi ered-
mények alapjan szamolt termékenység a 31. élethéten érte el maximumat
(95%), ami a nyilasok median értékében is tukrozédott. Erre az iddszakra a
spermiumot nem tartalmazé tojasok szama minimalisra csdkkent (1,7%), vala-
mint a nyildsok szamanak eloszlasa eltolédott a nagyobb értékek iranyaba. Az
életkor, illetve a termelés elérehaladtaval azonban Ujbol néni kezdett azoknak a
tojasoknak a szama, amelyekben nem talaltunk penetraciés nyilast (21,7%) és
a termékenység ezzel parhuzamosan visszaesett 72%-ra.

1. 4bra: Az ,,A” allomany penetraciés nyilasainak alakulasa a 26., 31. és 56. élethéten
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Fig. 1.: Changes in numbers of IPVL-holes as a function of age in flock ,A"”
numbers of IPVL-holes(1), at the age of 26, 31, 56 week(2)

A B" dllomany penetraciés nyilasainak alakuldsa (2. 4bra) az ,A" allo-
manynal megfigyelt tendenciat kéveti, azzal a kulénbséggel, hogy a ,B" allo-
many a termelés indulasakor nagyobb spermiumpopulacioval rendelkezett. A
termelés 56. hetére a spermiumot nem tartalmazé tojasok aranya viszont tobb-
szorose lett a kiindulasi értéknek.

A 3. dbra a két vizsgalt allomany tojasaiban a median értékek alakulasat
mutatja a termelési ciklus soran. Ebbél kittinik, hogy a ,B” allomany a kezdetek-
tol kb. 10%-kal nagyobb spermiumtranszporttal rendelkezett és ezt az elényét
végig megbrizte.
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2. abra: A ,,B” allomany penetraciés nyilasainak alakulasa a 26., 31. és 56. élethéten

60
50 - -
40 -

® 30 |
20 -

10
JEE [ E [ | FH eH T
0 1-20 21-100 101-200 201-300 300<
penetracios nyilasok szama(1)
026. éiethét(2) D31. élethét(2) B56. éiethét(2)

Fig. 2.: Changes in numbers of IPVL-holes as a function of age in flock ,B”
numbers of IPVL-holes(1), at the age of 26, 31, 56 week(2)

3. abra: A penetracios nyilasok medianjainak alakulasa a két allomanyban

kakagcsere(3)
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Fig. 3.: Medians of IPVL holes in flock ,A” and ,B" as a function of age
age in weeks(1), flock ,A", ,B"(2), spiking(3)

A gorbék jellegzetessége a spermiumok mennyiségének kb. kéthetes peri-
odicitasa. Az A’ éllomﬁny esetében ez az ingadozas kiegyenlitettebb, feltehe-
téleg a kiegyenlitett ivararany miatt. Mindkét allomanyban a 34. héttdl kezdve
mutathaté ki a spermiumok mennyiségének cstkkenése, ami a parzasok csok-
kenésére utal. Figyelemre méltd eredmény, hogy a ,B™ dllomanyban a 36. héten
végrehajtott 20%-0s kakascsere hatasa csak 6 hét elteltével mutatkozott meg a
spermiumtranszport enyhe névekedéseben, a 42. héten végrehajtott 17%-os
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kakascsere hatasa szintén csak 4 hét elteltével és nagyon enyhe emelkedés-
ben jelentkezett. A gorbe alatti teruletek adatainak 6sszehasonlitasabél kiderilt,
hogy a ,B" allomanyban a 42. hét (2. kakascsere) utani idészakban 6%-kal ma-
gasabb volt a spermiumtranszport az ,A” allomany adataihoz képest. Mindez az
alloméany termékenységében nem volt érzékelhett.

A 4. abran a két allomany lampazasi adatainak alapjan kiszamolt termé-
kenység és a median értékek alakulasa vetheté ¢ssze. Ebbél egyérteimien
kitlinik, hogy a spermiumok transzportja és ezzel a tojasban kimutathato sper-
miumok jelenléte a 34. héten (92%-os termékenység) kezd rohamosan csok-
kenni, de ez az allomany termékenységének cstkkenésében csak kb. 8 héttel
késtbb, a 42. héten jelenik meg (86%). A termékenység cstkkenése az 53.
hétre elérte a 72%-ot.

4. abra: A lampazasi adatok alapjan szamolt termékenység és a
penetracids nyilasok medianjainak dsszehasonlitasa
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Fig. 4.: Comparison of fertility data and medians of the two flocks as a function of age
age in weeks(1), fertility %(2), medians of IPVL-holes(3), fertility(4), flock ,A", ,B"(5)

A tojasok feltérése utan, a csirakorong folotti membrandarab kimetszése
el6tt, a csirakorongok alapjan meghataroztuk a tojasok termékeny, illetve ter-
méketlen voltat is (Kosin-teszt). Ezzel a modszerrel — dsszevetve a penetraci-
6s nyilasok szamolasaval kapott eredményekkel — a termékeny tojasokat
90%-0s, mig a terméketlen tojasokat csupan 50-60%-os biztonsaggal lehet
megitélni.

KOVETKEZTETES
Vizsgalatainkkal igazolni tudtuk, hogy a termelési ciklus masodik felében

nincs elegendd spermium a tojok petevezettjében a termékenység hosszu
ideig torténé magas szinten tartdsahoz. Ennek feltételezhetben elsédleges oka
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a tojok spermiumtarolé kapacitdsanak cstkkenésével parhuzamosan a parza-
sok gyérulése, aminek hatterében a tulstlyos kakasok csokkené fizikai aktivita-
sa, valamint a szexualis érdeklédés gyengulése allhat.

Vizsgalataink igazoljak, hogy a lampazasi adatok alapjan szamitott termé-
kenységi szazalék és az altalunk hasznalt modszer érzékenységében oriasi
kulénbség van. Az eddigi vizsgalatok azt jelzik, hogy a ,B” allomanyban jelenleg
alkalmazott szaporitasi technolégia nem véltotta be a hozza flizétt remeényeket,
ugyanis az igen koéltséges kakascserék hatdsa a spermiumtranszport emelke-
désére csak csekély mértékben volt kimutathatd, dsszehasonlitva a kakas-
cserék nélkul tartott allomannyal. Ez utalhat egyrészt arra, hogy a 17-20%-0s
kakascsere nem volt elég a spermiumtranszport ndvelésére, ilietve arra, hogy a
ciklus masodik felében jelentkez6 termékenység-csdkkenésben nem a kakasok
dregedése a feleldés. Az ,A" alloményban alkalmazott 1:10-es ivararany ki-
egyenlitettebb spermiumtermelést eredményezett és eredményességében nem
volt rosszabb a ,kakascserés, technologiahoz képest.

Eredményeink szerint a modszer alkalmas a termékenység alakulasanak
korai diagnosztizalasara, mivel 8 héttel korabban meghatarozhaté az allomany
kritikus termékenység-cstkkenésének idépontja.

A fentiek alapjan indokolt tovabbi kutatasok végzése, amelyek az eddigi
technolégiatdl elteré szaporitasi technikakat, takarmany-kiegésziték hatasat, a
mesterseges termékenyités kiegészitd alkalmazasanak lehetéségeit vizsgaljak,
amelynek segitségével a termékenység perzisztenciajat hosszabbitani lehet,
azaz az egy tojora es6 termékeny tojasok szama gazdasagosabb szintre né-
velhetd.
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AZ EMBRIOVESZTES HATASA A TEJELO
SZARVASMARHAK FERTILITASI EREDMENYEIRE

TOTH FRUZSINA — SOLYMOSI NORBERT — GABOR GYORGY

OSSZEFOGLALAS

A szerz6k négy magyarorszagi tejtermeld holstein-friz szarvasmarha allomanyban az embrié- és
magzatvesztés mértékének alakuldsat vizsgaltak a termékenyitést kdvetd 25. és 60. nap kozétt. A
vizsgalatba 759 vemhes allatot vontak be. A termékenyitést kévetd 25. és 35. nap kozo6tti embrid-
vesztést a kérédzdk kora| vemhességének detektalasara (egy vemhességi feherje kimutatasan
alapulé) hasznalt Biopryn® ELISA teszttel vizsgaltak. Ennek mértéke 3,29% volt. A vemhesség 35.
és 60. napja kozott bekdvetkezd veszteségeket (12,67%) a Biopryn teszttel nem lehetett kimutatni,
ugyanis a 30-36. nap kozott elvégzett teszt szerint a vemhességi fehérje mennyisége a szérumban
a vemhességnek megfelelé6 mennyiségii volt. A 25-60. nap kéz6tti embrit- és magzatvesztés mér-
téke valamint az egyedi tejtermelés mennyisége szerint kialakitott csoportok atlaga k6zétt szoros,
linearis (r=0,93; P<0,001) osszefuggést talaltak.

SUMMARY

Téth, F.Ms. — Solymosi, N. — Gébor, 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 Hungarian dairy farms. 759 pregnant cows were examined |n the experi-
ment. The embryonic loss (between 25-35 days after Al) was detected by the Biopryn® ELISA test
for PSPB, which was 3.29% of the total number of the pregnant cows. The embryonic loss 35-60
days after the Al, which was 12.67% of the total 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 embryonlc and
foetal losses between 25 and 60 days after Al.
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BEVEZETES

A tejelé szarvasmarhak reprodukcios veszteségeinek hatterében Sreenan
és mtsai (2001) szerint a két ellés kozott eltelt napok szamanak névekedése, a
nem kielégitd hatékonysagu ivarzas megfigyelés, a nem kellé idében végzett
termékenyités, valamint az embrionalis veszteségek allnak. Az embrionalis
veszteséget kivaltd tényezdék Boyd's (1965) szerint két csoportba sorolhatok:
genetikai (szarmazas, beltenyésztettség, vércsoport) és kornyezeti faktorok
(takarmanyozas, életkor, kondici6, tejtermelési szinvonal, uterinalis kérnyezet).
Hazankban az elmult négy évben, 2003 oktéberéig a tejeld tehén létszam ko-
ralbeltl 50 ezerrel csokkent (223 ezer tehénre), az 6sszesitett tejtermelés, pe-
dig 80 millié literrel nétt, és elérte a tehenenkénti 7500 kilogrammot. A tejterme-
lés novekedése a szaporodasi potencial romlasaval jart egyitt, igy a két ellés
kozotti id6 429 napra, az egy vemhesilésre es6 termékenyitések szama, pedig
3,48-ra nétt (Mészéros, 2003). Az embrionalis veszteségek dontd hanyada (70-
80%) a vemhesség elsé 15. napjaig kovetkezik be. A tébbszor ellett tehenek
esetében a fertilizacidé 70%, a korai (17-19. nap) embrionalis veszteség elérheti
a 30-35 szazalékot is (Ayalon, 1978). A késbbbi, 16. és 42. nap kdzotti veszte-
ség 10%, majd az ezt kovetd iddszakban az ellésig a magzati veszteség mint-
egy 5-8 % (Sreenan és mitsai, 2001). A fertilitasi eredmények romiasat a nagy
allomany létszam, a névekvo tejtermelés és az igényeket ki nem elégitd takar-
manyozasi gyakorlat egyarant okozhatja (Butler, 1998, Darwash és misai,
1999). Az ellést kovetd elsé 3—4 hétben a tejtermelés meredek névekedésnek
indul, azonban az ehhez szilkséges tapanyagokat a lassabb itemben névekvé
szarazanyag-felvétel miatt az allat nem képes felvenni, ami negativ energia-
egyensuly (Negative Energy Balance, NEB) kialakulasahoz vezet (Bauman és
Currie, 1980). Az energiahiany ellensulyozasara megindul a szervezetben tarolt
zsirok és fehérjék gyors mobilizacidja. A testkondicié pontszam egy egységnyi
romlasa (az 5 pontos skalan) a laktacio elején a vemhesiilési eredményeket
akar 20 szazalékkal is csokkentheti (Butler, 2000). A NEB hossza, az ellés utani
elsé ovulacio idopontja és az azt kévetd vemhesilési rata kdzott erds pozitiv
Osszefiuiggés all fenn. A takarmannyal felvett fehériék mennyisége és dsszetéte-
le befolyasolja a sargatest progeszteron termelését, valamint az uterinalis kor-
nyezetet, a termékenyulést és az embridfejlodést (Butler, 1998).

Ma mar rendelkezésinkre allnak olyan korai vemhességvizsgalati médsze-
rek is, amelyek alkalmasnak latszanak a 25. és 60. nap kozétti embrié- és mag-
zatvesztések vizsgalatara is. A B modu diagnosztikai ultrahang készilékek mar
a vemhesség 18. (uszdkben) illetve 25. (tehenekben) napjan is alkalmasak a
vemhesség felismerésére. A szérum- ill. tej progeszteron vagy a kulénbozé
vemhességet jelzd faktorok (pl. vemhességi fehérjék) kimutatasa hasonlo
eredményességli a termékenyitést kdvetd 28-30. naptdl kezdédben. A vem-
hesség specifikus protein B a vemhes kértédzd allatok vérszérumaban talalhatéd
fehérje, melyet a trofoblaszt kétmagvu 6rias sejtjei termelnek. Tenyészet szin-
ten a vemhesség kimutatasara a vemhesilés utani 28-30. napon hasznalhato
(Sasser és mtsai, 1986). A vemhesség megdllapitasan kivul a vemhességi fe-
hérjék alkalmasak lehetnek a placenta allapotanak vizsgalatara is (Szenci és
mitsai, 2003). Az elmult években fejlesztették ki a vemhesség specifikus protein
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B kimutatasara alkalmas Biopryn® ELISA (BioTracking LLC, Moscow, Idaho,
USA) médszert (Sasser, 2003).

Vizsgalataink célja az volt, hogy megallapitsuk azt, hogy a termékenyités
utani 25. és 60. nap kozott:

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

— A szérum progeszteron koncentraciok vizsgalataval pontosithatok-e a
Biopryn teszttel detektalt embrio- és magzatvesztések?

— A tehenek egyedi tejtermelése hogyan befolyasolja az embrionalis, ill. a
magzati veszteség mértéket a termékenyitést kovetd 25. és 60. nap kozott?

ANYAG ES MODSZER
Vemhességvizsgalat

A kisérleteket négy magyarorszagi tejeld teheneszetben végeztiuk (kozel
ketezer tehenet vizsgaltunk meg), és 759 vemhes tehenet diagnosztizaltunk a
termékenyitést koveté 30-36. napon végzett Biopryn (BioTracking LLC,
Moscow, ID, USA) teszttel. A vemhesség Ujra-ellenérzése a termekenyltest
kdveté 60. napon rektalis-palpacios vizsgalattal tértént.

Az ELISA teszthez a (vér)mintavétel kezeletlen vércsébe tortént. A kisérlet-
ben résztvevd tehenek mindegyikénél feltétel volt, hogy az eléz6 elléstdl a vér-
vételig legalabb 90 nap teljen el (Sasser és mtsai, 1989). Az ELISA lemez foto-
metrikus vizsgalata ELISA (ELx800 Universal Microplate Reader, BIO-TEK
Instruments, INC.,USA) reader segitségével toértént 450 nm hullamhosszon. A
hatarértéket (cutoff) a gyarté altal megadott formula segitségével szamoltunk ki
a kontroll mintak optikai denzitasa (OD) alapjan, és ebbél allapitottuk meg az
egyes tehenek vemhes vagy ures statuszat.

A rektalis vizsgalatokat a telepek a sajat gyakorlatuknak megfeleléen vé-
gezték és ezek eredménye, valamint a Biopryn teszttel vemhesnek talalt allatok
szamanak a kulénbsége adta meg a termékenyités utani 60. napig bekdvetkezé
magzatvesztés mértékét.

A szérum progeszteron (P4) koncentracié merése QuantiCheck (Veterinorg
Kft., Budapest) ELISA teszt segitségével tortént. A lemezek fotometrias vizsga-
latat 450 nm hulldmhosszon végeztik ELx800 ELISA leolvaséval.

A feltételezett embriévesztés diagnosztizaldsa

Korabbi, a Biopryn teszttel végzett vizsgalataink soran a vemhesség speci-
fikus fehérje kimutatasakor gyakran talalkoztunk a vemhességet jelenté hatarér-
téket alulréi, vagy feluirdl kézelitd optikai denzitasd (OD) mintakkal. Ezek egy
részét ultrahangos készllékkel rektalisan ellenérizve azt tapasztaltuk, hogy a
hatarértéknél atacsonyabb optikai denzitasi mintakat ado allatok valamennyien
uresek voltak, mig a hatarérték feletti denzitast ad6 egyedek egy része vem-
hesnek bizonyult. A termékenyités utani 30. és 35. nap kozott végzett Biopryn
teszttel a termékenyités utani 25. és 35. nap kdzotti veszteségek diagnosztizal-
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hatok, mivel a vemhességi fehérje felezési ideje a vérkeringésben 2-3 nap
(Sasser és mtsai, 1986).

Jelen vizsgalatunkban a hatarérték optikai denzitasa + 10%-0s savba esé
mintak esetében embribvesztést feltételeztiink (1. dbra). Az adott mintak szé-
rum progeszteron koncentracidjat is megvizsgaltuk. A tényleges diagnoézist a
rektalis-palpacios vizsgalat jelentette, illetve ha az allatot idékézben ujra termé-
kenyitették.

1. dbra: A szérum vemhességi fehérje optikai denzitas értékek
megoszlasa az ELISA lemezek fotometrias leolvasasa utan
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Fig. 1.: Distribution of optical densities of pregnancy specific protein b
optical density(1), samples(2), cutoff(3), cutoff +10%(4)

EREDMENYEK

A vemhesség 25-60. napjaig bekovetkezd veszteség mértéke (n=118)
15,54% volt (7. tablazat). Az ELISA teszttel diagnosztizalt (25-35. napos) vesz-
teség (n=25) 3,29%, a késoi (35—60 nap kozotti), a Biopryn teszttel nem jelez-
heté veszteségek mértéke 12,67% (n=93) volt.

1. tablazat

Az embriévesztés mértéke az egyes csoportokban

A termékenyités utani(1)

25. és 35. nap kozott 35. és 60. nap kozott . -
Biopryn teszt jelezte(2) Biopryn teszt nem jelezte(3) 25. és 60. nap kozott(4)
vemhes(5) | tres(6) ves;)tgs)eg, vemhes(5) | (res(6) vesozt;s;eg, 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 not detected by the Biopryn test(3), 25 and 60 days after Al(4), pregnant(5), non preg-
nant(6), embryonic loss, %(7)
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A 2. tablazatban a korai vemhességvizsgalattal diagnosztizalt feltételezett
és tényleges embridvesztések alakulasa lathaté. A mintak szérum progeszteron
(P4) koncentracioja alapjan harom kategoriat allitottunk fel: amennyiben a vér-
szérum P4 koncentracioja alacsonyabb volt, mint 2 ng/ml, akkor embridvesztest
valoszinisitettink, ha a 2 és 4 ng/ml kézotti koncentracio értéket mértink, ak-
kor embridvesztést feltételeztiink. A 4 ng/ml feletti szérum P4 koncentracio ese-
tén a vemhesség fennmaradasat valoszinisitettuk. A feltételezett 60 esettel
szemben csak 25 esetben tortént embridvesztés. Az alacsony progeszteron
koncentraciéju mintak esetében a feltételezett embribvesztés 85 szazalékban
realizalodott. A kdzepes szérum P4 koncentraciéju esetekben (2—4 ng/ml) a
veszteség 29,41% volt, mig a vemhességre jellemzé szérum progeszteron kon-

centracioju csoportban az embridvesztés mindossze 9,1 szazalékot ért el.

2. tablgzat

A feltételezett és a tényleges embriéveszteségek aranyanak
alakulasa a vemhesség 25-35. napja k6zott

Szérum Feltételezett Tényleges Tényleges
progeszteron | embridvesztés | embridvesztés | veszteség, %
koncentracio(1) (2) 3) O]
<2 ng/ml 21 18 85,71
2—4 ng/ml 17 5 29,41
>4 ng/ml 22 2 9.1
Osszes(5) 60 25 414

Table 2.: The expected and the actual rate of embryonic loss between 25 and 35 days of preg-
nancy

serum progesterone concentration(1), presumed embryonic loss(2), actual embryonic loss(3), actual
loss, %(4), total(5)

A 2. abran az 6sszes embrid- és magzatvesztés tejtermelés szerinti elosz-
lasa lathato.

2. abra: Az embri6- és magzatvesztés alakulasa a tejtermelés
fuggvényében a termékenyités utani 25. és 60. nap kbzétt
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Fig. 2.: The effect of milk production on the embryonic and fetal losses between 25-60 days
after Al
embryonic and fetal loss, %(1), milk production, kg(2)
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A 25-60. nap koz6tti embrio- és magzatvesztés mértéke valamint az egyedi
tejtermelés mennyisége szerint kialakitott csoportok atlaga kézoétt szoros
(r=0,93; P<0,001) 6sszeftiggést talaltunk. A tejtermelés névekedésével a vesz-
teség mértéke is fokozatosan emelkedett. Kisebb visszaesés tapasztalhato a
32 kg-os atlag tejtermelésii csoportnal az embrié- és magzatvesztés (11,5%)
mérteékeben. A 45 kg-ot meghaladé tejtermelés esetén az embrié- és magzat-
vesztés merteke meghaladta a 30 szazalékot.

KOVETKEZTETESEK

Eredményeink alapjan ugy tinik, hogy a Biopryn teszt alkalmas a korai
embrionalis veszteségek egy részének felismerésére. Mindenképpen jé kiegé-

— amikor a veszteséget valészinusitettuk — az embriék tébb mint 85 szazaléka
veszett el, mig a vemhességre jellemzd szérum progeszteron szint mellett az
embriovesztés alacsony, csupan 9,1 szazalékot ért el.

A szakirodalommal megegyezéen 6sszefluggeést talaltunk (r=0,93) az egyedi
tejtermelés mennyisége szerint kialakitott csoportok atlaga kézott és a termé-
kenyités utani 25-60. nap kozotti embrid- és magzatvesztés mértéke kdzétt. A
tejtermelés ndvekedésével a veszteség mértéke is fokozatosan emelkedett.
Szamos vizsgalat szerint (Sartori és mtsai, 2000; Vasconcelos és mtsai, 1997)
a késdi (a vemhesség 28. napja utan) embrionalis és magzati veszteségek hat-
terében a magas tejtermelés &ll. Vizsgalatunkban kisebb visszaesés volt ta-
pasztalhaté az embrio- és magzatveszteség mértékében (11,5%) a 32 kg-os
atlag tejtermelésii csoport esetében, amire egyelére magyarazatot nem tudunk
adni, de elképzelhetd, hogy a laktaciés, szaporasagi ill. genetikai informaciok
tovabbi elemzésével valaszt kaphatunk erre a kérdésre is. Vizsgalatunk talan
legmeglepébb eredménye az, hogy a 45 kg feletti tejtermelés esetén az embriéd-
€s magzatvesztés mértéke meghaladta a 30 szazalékot, ami felhivja a figyelmet
az egyiranyl szelekcid lehetséges negativ kdvetkezményére, illetve a magas
genetikai értéki allomanyok tapanyagigény ismeretének fontossagara.
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A FELNEVELESI MODSZER HATASA
AZ ANYANYULAK TERMELESERE*

(ELOZETES EREDMENYEK)

GYOVAI MONIKA — SZENDRO ZSOLT — MAERTENS, LUC —
BIRONE NEMETH EDIT — RADNAI ISTVAN — MATICS ZSOLT —
GERENCSER ZSOLT — PRINCZ ZOLTAN — HORN PETER

OSSZEFOGLALAS

A vizsgalat célja annak megallapitasa, hogy a magzati élet alatti, a szoptatas alatti és az elva-
lasztas utani taplaloanyag-ellatottsag, valamint a tenyésztésbe-vételi életkor hogyan befolyasolja az
anyanyuiak termelését.

A kisérletben az ujsziilétt nyulakat sziiletési sulyuk alapjan harom csoportba osztottak. Az almok
egyik felét egy, a masik felét két anya szoptatta. A 21 napos elvalasztast kovetéen a nyulak egyik
felét ad libitum, masik felét az ad libitum mennyiség 80-85%-ara korlatozva takarmanyoztak. A
tenyészndvendék nyulak mindegyik csoportjat megfelezve, 15,5 vagy 18,5 hetes életkorban termé-
kenyitették elészér. Osszesen 496 anyanyul 2239 fialasi eredményét értékelték.

A sziletési suly szignifikansan befolyasolta az anyak testsulyat, a 3 hetes egyedi sulyt, valamint
a valasztaskori alomsulyt, azonban a vemhesiilési aranyra, az alomlétszamra, a szopos elhullasra
és a 3 hetes alomsulyra nem volt hatassal. A két anyaval torténé nevelés hatasa a tenyésztésbeve-
telt kvetden is kimutathato az anyanyulak teststlyaban. A két anyaval nevelt nyulak nagyobb almot
fialtak és neveltek fel, de a szoptatasi mod nem volt hatassal az anyanyulak vemhesilésére, az
alom- és az egyedi sulyra, valamint a szoposkori elhullasra. A takarmanyozasi méd szignifikansan
befolyasolta az anyanyulak testsulyat, tenyésztésbevételkor az ad libitum, késébb a korlatozott
csoport sulya volt nagyobb. A korlatozott csoport, késdbb fialt elészoér és szignifikansan nétt a 3
hetes kori alom- és egyedi suly. A tenyésztésbe-vételi életkor szignifikansan befolyasolta az anya-
nyulak testsulyat: tenyésztésbevételkor a 18,5, késébb a 15,5 hetesen termékenyitett csoport stilya
volt nagyobb. Az alomlétszam a 15,5 hetesen tenyésztésbe vett csoportban volt szignifikansan
nagyobb, de a vemhesiilési arany, a 3 hetes és a valasztaskori alomlétszam, az alom- és egyedi
suly fuggetlen volt a tenyésztésbe-vételi kortél.

Az 6sszes vizsgalt tényez6 egylttes étékelése alapjan megallapithatd, hogy az anyanyulak telje-
sitménye szempontjabol a két anyaval torténé felnevelés, majd valasztastol tenyésztésbe vételig
80-85%-o0s korlatozott takarmanyozas el6nyds.

SUMMARY

Gyovai, M.Ms. — Szendr6, Zs. — Maertens, L. — Bir6-Németh, E.Ms. — Radnai, |. — 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 into 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 regime corresponding to 80-85% of the ad libitum feed intake level. All groups of young does
were again divided and inseminated for the first time, either at 15.5 or at 18.5 weeks of age. Alto-
gether, 2239 litters from 496 does are yet available for the analysis of the results.

* A kutatast az OTKA TS 044743 szamu téma tamogatta

‘
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The birth weight significantly influenced the body weight of does, but 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 but the weight of the re-
stricted-fed group was higher from the first kindling off. In the restricted-fed group, the first kindling
took piace 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 but 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.

BEVEZETES

A hazinyulnal kulénds jelentésége van az anyai hatasnak, az anya és az
ivadékai kozotti szoros kapcsolatnak. Tébb kutaté (Szendré és mtsai, 1989;
Tudela eés mtsai, 1998) foglalkozott a felnevelés alatti alomlétszamnak az anya-
nyulak termelésére gyakorolt hatasaval. Poigner és mtsai (2000) szerint el6-
nyds, ha az anyanyul nagy sullyal szilletik, viszont az alomlétszam hatasat nem
tudtak igazolni. Rommers és mtsai (2001) a 12-es alomban térténé felnevelést
kifejezetten hatranyosnak talaltdk. Maertens (1992) a gyorsabban gyarapodo
fajtéknal a felnevelés alatti korlatozott takarmanyozast ajanlja. Rommers és
mtsai (2001) eredmeényei szerint a 14,5 hetesen tenyésztésbe vett anyanyulak
szaporasagi mutatdi elmaradnak a 17,5 hetes korban tenyésztésbe vett tarsai-
keétdl. Ezekben a kisérletekben az egyes tényezéket altalaban egymastéi fug-
getlenul, esetleg két, maximum harom hatast kombinalva vizsgaltak.

Kisérletinkben a legkedvezébb felnevelési médot és az ehhez parosuld
idealis tenyesztésbe-vételi kort kerestik. Célunk annak megallapitasa, hogy a
rhagzati élet (szlletési suly) és a szoptatas alatti taplaldanyag-ellatottsag (egy
vagy két anyaval nevelés), az elvalasztas utani takarmanyozas (ad libitum vagy
korlatozott), illetve a tenyésztésbe-vételi életkor (15,5 vagy 18,5 hét) hogyan
befolyasoljak az anyanyulak termelését.

ANYAG ES MODSZER

A kisérleteket a Kaposvari Egyetem kisérleti telepén Pannon fehér nyulak-
kal végeztuk. Az egynapos ndivart nyulakat harom csoportba (kis (S)=35-45g,
kozepes (M)=53-58g, nagy (L)=65-70g) osztottuk. A harom csoportot megfe-
leztik, és az almok felét hagyomanyosan egy (O) a masik felét Szendré és
mtsai (2002) altal leirt médon két anya (T) szoptatta. Az egyik anyat reggel, az
aznap fialt potanyat este engedtik be az elletéladaba szoptatni. Az egy anyas
nevelésnél az anya csak reggel szoptathatott. o
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A 21 napos vélasztas utan a nyulakat kettesével hizlalé ketrecbe helyeztilk.
A hat csoportot ismét megfeleztik, a nyulak egyik felét ad libitum (A), a masik
felét 28 napos kortél korlatozva (R) takarmanyoztuk. A korlatozott csoportban a
nyulak 4-6 hetes kor k&zé6tt 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 6ran
keresztul taplalkozhattak. A tenyésztésbevételt megel6zéen mind a 12 csopor-
tot ismét megfeleztik, az anyak egyik felét 15,5, a masik felét 18,5 hetes kor-
ban vettik tenyésztésbe. A fialas el6tti 3. naptél minden anyanyul ad libitum
kapott tenyésztapot.

Az anyanyulakat az els fialas utan a 18., késébb a 11. napon inszemi-
naltuk Ujbél. Az iresen maradt egyedeket 3 hét milva Ujra termeékenyitettik. Az
egymas utan haromszor nem vemhesult anyanyulakat kiselejteztik.

A kisérlet 2001-ben kezdédott, de még folyamatban van. A feldolgozasban
496 anyanyul 2239 fialasanak eredményét értékeltik. A kisérleti adatokat tébb-
tényez6s varianciaanalizissel, SPSS 10.0-s programcsomaggal dolgoztuk fel. A
szoposnyulak elhullasat Chiz-prébéval hasonlitottuk éssze.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A kisérlet legfontosabb eredményeit az 1. tablazatban foglaltuk dssze.

Az anyanyulak teststlyat elsé fialaskor az ¢sszes tényezd szignifikansan
befolyasolta. A szlletési suly hatasa a tenyésztésbevétel utan is kimutathaté. A
két anyaval nevelt nyulak sulyfélénye nem csak a vagasi korig (Szendré és
misai, 2002), hanem azt kévetéen is megmaradt. Az A nyulak testsulya az els6
fialaskor 348 g-mal meghaladta az R csoportét, de az els6 fialas alkalmaval mar
az R nyulak voltak 156 g-mal nagyobbak, és ez a kulénbség, késébb sem val-
tozott lényegesen. Szamos kutatdé (Schlolaut és Lange, 1979, Rommers és
mtsai, 1999) kimutatta, hogy visszafogott takarmanyozast kévetben megnd a
nyulak étvagya és emiatt atlag feletti stulygyarapodast érnek el. A fiatalabb kor-
ban tenyésztésbe vett anyanyulak stilya — természetesen — kisebb volt, mint a
18,5 hetesen inszeminaltaké, de kés6bb mar a 15,5 hetesen termékenyitett
csoport sulya volt nagyobb.

Az egy fialashoz sziikséges termékenyitések szamaban az L és a H anyak
szignifikansan jobb eredményt értek el, mint az M csoportba tartoz6 egyedek. A
két szélséséges sulyu csoport jobb teljesitménye nehezen magyarazhaté. Az O
nyulak kisse, de nem szignifikansan jobb eredmeényt ertek el, mint a T csoport.
Az A csoport anyanyulait egy-egy fialashoz kevesebbszer kellett termékenyite-
ni, mint az R anyakat, de a kilénbség nem szignifikans: Hartmann és Petersen
(1995) az elsé termékenyités alkalmaval az ad libitum, de a 2. és 3. inszemi-
nalaskor mar a korlatozott csoportban figyeltek meg jobb vemhesulést. Coudert
és Lebas (1985), illetve Eiben és mitsai (2001) a fialasok szamanak elére-
haladtaval szintén a korlatozva takarmanyozott nyulak félényét mutattak ki. A
18,5 hetes korban tenyésztésbe vett anyanyulak valamivel jobban vemhesiltek,
mint az elészér 15,5 hetesen termékenyitett csoport. Coudert és Lebas (1985)
eredményeivel szemben a kulénbség nem volt szignifikans.

Az alomlétszamot a szlletési suly egy esetben sem befolyasolta szignifi-
kansan. A T anyak nagyobb létszamu( almokat fialtak, mint az O csoport. 3 he-
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tes korban a killonbség szignifikans volt. Ezzel szemben az elvalasztas utani
takarmanyozasnak nem volt hatasa. Velunk szemben Hartmann és Petersen
(1995) a korlatozva etetett anyak eredményeit talalta kedvezébbnek. A 15,5
hetes korban tenyésztésbe vett csoport szignifikdnsan nagyobb almokat fialt,
mint a 18,5 hetesen inszeminaltak, de a kilénbségek 3 hetes korra megsziin-

tek.
1. tablazat

Az anyanyulak termelése a felnevelési modtél és a tenyésztésbe-vételi életkortdl fiiggden

— Neveld Takarmanyo- | 1. terméke-
o Szlletési suly(2) anyak(3) | zasimod(4) |nyites/eét(s)| SE
Tulajdonsagok(1) — —~ -
kicsi | kbze- | nagy 3 2 ad |korlato- 155 | 18.5
(8) |pes()| (8 libitum| zott(9) ) '
Termékenyitett nyulak(10) 139 182 175 259 237 | 256 240 235 | 261 | —
Fialasok szama(11) 731 790 718 | 1197 | 1042 | 1122 | 1112 | 1088 | 1151 | —
Anyak atl. sulya, g(12) 3929° | 3983° | 4080° | 3921° | 4088° | 39297 | 4068° 4047°%|3954°| 8,8

Termékenyités/fialas(13) 1,27 1,3 1,29 | 1,28 ( 1,29 | 1,28 1,29 [1,31a|1,26°(0,01
Alomiét- 'o:sszes(15) 8,56 8,6 862 | 843 | 8,78 { 866 | 8,52 | 8,8a 8,39: 0,06
szam(14) él6(16) 8,11 8,19 8,29 | 802 | 8,39 | 829 8.1 8,37%|8,03°0,07

3. hetes(17) 7.5 7,39 742 | 7337 | 755°| 743 | 7.44 | 745 7,42 (0,03
3. hetes alomsuly, g(18) 2815 | 2884 | 2890 | 2834 | 2898 [2813°|.2915° | 2874 | 2855 [17.1
3. hetes egyedi suly, g(19) | 385 | 399° | 391%° | 393 391 | 387a | 397b | 393 | 391 |]1,95
Szopéskori elhullas, %(20) | 6,45 7,08 747 | 748 | 644 | 737 | 664 | 7,07 (6,94 103
0% a kilonbaz6 betivel jeldlt csoportok kozétti kildnbség P<0,05 szinten szignifikans(21)

Table 1.. Performance of does depending on the rearing method and the age of first mating
traits(1), birth weight(2), nursing does(3), feeding regime(4), first Al, week(5), low(6), medium(7),
high(8), restricted(8), 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), < the difference between groups marked with different superscripts is
statistically significant (P<0.05)(21)

Az M anyanyulak 3. és 5. hetes alomsulya nagyobb volt, mint az L csoporté,
de a H nyulak egyikt6l sem kalénbdztek szignifikansan. A T csoport alomsulya
csak annyival volt nagyobb, mint az O csoporté, amennyivel az alomlétszam
kulénbdzott. Az R csoportban nagyobb alomstlyt mérttink, mint az A nyulaknal.
A tenyésztésbe-vételi kor hatasat azonban nem tudtuk kimutatni. Poigner és
mtsai (2000) szerint a nagyobb sziletési suly elényt jelent. Hartmann és
Petersen (1995) velink megegyezben a korlatozott takarmanyozas mellett fel-
nevelt nyulaknal nagyobb tejtermelést figyeltek meg. Eiben és misai (2001),
iletve Coudert és Lebas (19895) is a korlatozott csoportban mértek nagyobb
alomstilyt. '

A harom hetes egyedi sulyt csak az anyanyulak sziletési silya és a takar-
manyozas maodja befot%(ésolta szignifikansan. Ugy tiinik, hogy a szuletési suly
hatasanal kozrejatszott, hogy a H csoportban kisebb volt a 3. hetes alomlét-
szam, és igy a kézel azonos mennyiség( tejbél tobb jutott egy-egy szopdsnyul-
nak.. A takarmanyozas hatasa ugyanakkor egyértelmiinek tlnik, hisz az R cso-
port Ggy ért el jobb eredményt, hogy az alomlétszama megegyezett az A nyula-
kéval. .

A szakmailag jelentés kilénbségek ellenére a nyulak szopéskori elhuligsat
3 hetes korig egyik tényezd sem befolyasolta szignifikansan.
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KOVETKEZTETES

A kisérlet még folyamatban van, korai végsé kovetkeztetést levonni, de né-
hany 6sszefiiggésre érdemes odafigyelni. Az egy fialashoz szukséges termé-
kenyitések szamat vizsgalva kifejezetten elényés csoportot nem talaltunk. Az
alomlétszam szempontjabdt az a kedvezd, ha az anyat korabban két anya
szoptatta. A 3. hetes alomsuly (tejtermelés) akkor nagyobb, ha korlatozott ta-
karmanyozas mellett neveljuk fel a tenyészndvendék nyulakat. A szopoéskori
jobb tejellatas, illetve a visszafogott item( felnevelés, majd a tenyésztésbevétel
utani ad libitum takarmanyozas egyarant elényés az anyanyulak termelése
szempontjabdl.
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OSSZEFOGLALAS

A szerzék az ivari ciklus 20. napjan elemezték a petesejtek intrafollikularis fejlédését és
preovulaciés maturacios fokanak dsszefiiggéseit, kiilonbdz6 energiaértékii takarmanyozast kévetd-
en mangalica (M, n=17) és magyar nagyfehér x lapaly (MNFxML, n=20) kocasildékben. Az allato-
kat két etetési csoportba osztottak, az alacsony (AT) energiaérték(i takarmanyozas esetén 1,25 kg,
a magas estén (MT) 2,5 kg (DE 12,7 MJ/kg) volt a napi takamrmanyadag. Az allatok ivari ciklusat
Regumate®-tal és PMSG-vel szinkronizaltak. Az ovulaciot 80 oraval a PMSG kezelést kdvetden
hCG-vel indukaltak. A kisérlet alatt a tiiszéfejlddést ultrahangos vizsgalattal kovették nyomon. 34
6raval a hCG kezelés utan endoszkopos petesejt és tiiszéfolyadék kinyerést hajtottak végre. A
kumulusz-petesejt-komplexek morfoldgiajat sztereo mikroszkép alatt 60x-os nagyitasban vizsgaltak.
A petesejteket fixaltak és megfestették nuklearis érettségiik késdbbi vizsgalatara. A sejteket érett-
séguk szerint csoportokba soroltak: 1) meidzis folytatdsa — GV lebomlasa, diakinézis M-I — A-l és 2)
érett — T-1 és M-Il. A tiisz6folyadék mintak 17B-0sztradiol (E2) és progeszteron (P4) koncentraciojat
radio-immuno assay (RIA) médszerrel hataroztak meg. '

Szignifikans kalénbséget mutattak ki a preovulacios tiisz6k szamaban a MNFxML kocasiildékben
az eltérd etetési csoportok kozott, ezzel ellentétben a M-ra nem gyakorolt hatast a takarmanyadag
cstkkentése. A tliszék ndvekedését nem befolyasolta a takarmanyozas, atmeéréjik azonban na-
gyobb volt a M kocasldékben.

Nem talalhaté kilénbség a kromatin szerkezet alakulasaban a két fajta kdzétt. A MNFxML-ban
69,8 (MT) és 66,7% (AT), a M-ban 66,7, ill. 62,5% volt az érett petesejtek aranya. A tiiszéfolyadék
E2 tartalma kozel 2x olyan magas volt a mangalicaban (29,616,8 és 30,9+£10,3 ng/ml), mint a
MNFxML kocasuldékben (16,919,7 és 17,9£3,6 ng/ml, P<0,01). A follikularis P4 koncentracidja a
L-hoz képest (386,2+113,7 és 298,8£1259 ng/ml) 4-5x-6s értékeket mutatott a M-ban
(2020,4+1056 és 1512,2+1121,8 ng/ml; P<0,01).

Az eredmények azt mutatjak, hogy az eltéré energia tartalmu takarmanyozas befolyasolja a né-
vekvd tuszék szamat a MNFxML fajtaban, mig a M-ra nincs hatassal. A tuszéfolyadék szteroid
hormon tartalma is eltéréen alakult a két fajtaban, viszont a takarmanyozas azt nem befolyasolta. A
petesejtek érésére nem volt hatassal az eltéré energiaérték(ii takarmanyozas.

SUMMARY

Egerszegi, I. - Hazeleger, W. — Rétky, J. — Sarlés, P. — Kemp, B. — Bouwman, E.Ms. — Briissow,
K.P. — Solti, L.: FOLLICULAR DEVELOPMENT IN GILTS FROM DIFFERENT BREEDS AFTER’
FEEDING WITH DISTINCT ENERGY LEVELS

Comparison of follicular&avelopment and oocyte quality were carried out in Mangalica (M) and
Hungarian Large White x Hungarian Landrace (HLW x HL) gilts after feeding with different energy
levels. The two feeding groups were high ratio (HI; 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 ovum: pick 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-
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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-I — A-} or 2) mature — T-l and M-II.

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, but 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 (HI) and 66.7% (LO) in HLW x HL compared to
66.7 (HI) and 62.5% (LO) in M gilts. The steroid hormones content of the follicular fluid was diverse
between breeds, but the concentrations were not influenced by feeding level. The E2 concentration
was 2 fold higher in M (29,616,8 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 —HI 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 hormone concentrations were different between breeds, but it was not influ-
enced by nutrition. The oocyte maturation was similar in both breeds independently from feeding

group.

BEVEZETES

A sertéstenyésztés célja a ndivari egyedek szaporasagi mutatéinak folya-
matos javitasa. A kocak szaporodoképességét, ezaltal a termelés gazdasagos-
sagat jelentésen befolyasolja az ivar- és tenyészérettség ideje, az ovulacids
rata, az embrionalis veszteség mértéke, a szlletési és valasztasi alomnagysag,
a valasztas-ujra ivarzas kozt eltelt napok szama és a kocak életteljesitménye. A
fajtan és a kornyezeti, tartastechnologiai faktorokon kivil a takarmanyozas je-
lentds befolyassal bir ezeknek a tulajdonsagoknak az alakitasaban, (Han és
mtsai, 2000; Stalder és mtsai, 2004). A termelési szinvonal emelkedése maga
utdn vonja a takarmanyozas szintjének valtozasat is. Az inadekvat takarmany-
bevitel hatassal van a szaporodasra: a pubertas késik; hosszabbodik a valasz-
tas-Gjraivarzas kozott eltelt id6, cstkken az ovulacios rata, illetve csékken, vagy
né az embriondlis tulélés (Prunier és Quesnel, 2000ab).

Jelen kisérletben az extenziv fajtanak tekintheté mangalica és az intenziv
lapaly kocastldék eltéré energia értékl takarmanyozas hatasara adott valasz-
reakcigjat vizsgaltuk a tiszdéfejlédés és petesejtérés vonatkozasaban.

ANYAG ES MODSZER

A kisérleteket az Allattenyésztési és Takarmanyozasi Kutatointézet Modell-
telepén végeztilk. Osszesen 17, egyedileg elhelyezett mangalica kocastildd
(11-12 hénapos, 95-105 kg-os), illetve 20 magyar nagyfehér x lapaly (MNFxL)
kocasildé (7-8 ho6napos, 95-100 kg-os) ivari ciklusat szinkronizaltuk
Regumate®-tal (15 nap 20 mg/allat, Hoechst-Roussel) és 1000 NE PMSG-vel
(Folligon, Intervet). 80 6raval a PMSG kezelés utan applikalt 760 NE hCG-vel
(Choriogonin, Richter Gedeon) ovulacié indukciét végeztunk. Mindkét fajta
egyedeit két etetési csoportba osztottuk. A korabbi 2,5 kg/nap fejadagot, a
szinkronizalas megkezdésével egyidejlileg az alacsony szintli takarmanyozéas-
nal (AT) 1,25 kg-ra csokkentettuk (n=8, ill. 10), mig a magasnal (n=9, ill.10)
(MT) megmaradt az eredeti 2,5 kg-os szint (DE 15,9 ill. 31,8 MJ/nap) volt a napi



230 Egerszegi és misai: ELTERO SZINTU TAKARMANYOZAS HATASA A TUSZOFEJLODESRE

takarmanyadag. A tuszéfejlédést ultrahangos eljarassal kévettilk nyomon. Az
endoszkopos petesejt kinyerést a hCG injektalas utan 34 6raval végeztik Ratky
és mtsai (1998) altal leirt moédon. Az 5 mm-nél nagyobb tuszéket pungaltuk a
bal petefészken, a follikulusokat kétszer &blitettiik at, illetve szivtuk le heparinos
PBS oldattal. A kontralateralis petefészekbéi tiszéfolyadék mintakat gydjtéttink
Osztradiol és progeszteron analizishez. A frissen kinyert kumulusz-peteseijt-
komplexek (COC) morfologiajat sztereomikroszkép alatt 60x-os nagyitasban
vizsgaltuk. A COC-okat kompakt és expandalt csoportba soroltuk. Az osztalyo-
zast kovetden a petesejteket fixaltuk, nuklearis érettségik késébbi vizsgalatara.
A COC-et elészér a kumulusz sejtektd] fosztottuk meg a sejtek tébbszori pipet-
tazasaval 100 NE/ml hialuronidaz tartalmu PBS oldatban. A sejteket targyleme-
zen fixaltuk ecetsav/alkohol/kloroform (3:6:1) keverékkel minimum 24 draig.
Ertékelés elétt 2%-0s orceinnel festettik 60%-0s ecetsavban. A petesejtek nuk-
vizsgaltuk. A sejteket érettségik szerint a kovetkezd csoportokba soroltuk 1)
meiozis Torner és mtsai, 1998). A tuszéfolyadék mintak 17B-6sztradiol (E2) és
pott adatok statisztikai feldolgozasat Windows SAS System 8.02-vel (SAS
Institute, 1999) vegeztik.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A kisérletben a MNFxML suldékben szignifikans kilénbséget (P<0,05) ta-
pasztaltunk a preovulaciés tusz6k szamaban az etetési csoportok kdzétt, ezzel
ellentétben a mangalica suldékre nem gyakorolt hatast a takarmanyadag csok-
kentése. Prepuberalis stldékben korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a takar-
manyadag csokkentése nem befolyasolja az elsé ivarzaskor a levalt petesejtek
szamat (Etienne és mtsai, 1983; Beltranena és mtsai, 1991). Ezzel ellentétben,
a ciklizalo sildékben, az alultakarmanyozas hatasara alacsonyabb ovulacids
ratat irtak be t6bb tanuimanyban (Cox és mtsai, 1987; Flowers és mtsai, 1989;
Ashworth, 1991). Jelen kisérletben atlagosan 32,3+10,5 és 17,1212,3 preovu-
lacios tuszot szamoltunk a magas és alacsony takarmanyadaggal etetett lapaly
sUld6kben. A mangalicakban 25,3129 és 25,8+7,3 tiszét jegyeztink fel. A
hormonalis beavatkozas mindkét fajtaban szuperovulacios reakciét eredménye-
zett a MT csoportban, az AT sildék esetében viszont csak a mangalicakban.
Ratky és mtsai (2001) eltéré dozisu PMSG hasznalataval szuperovuiacios re-
akciét tapasztaltak fecskehas mangalica kocasuldékben. Az exogén eredetii
gonadotrépok azonban nem minden esetben stimulaljak ilyen mértékben a tu-
sz6k novekedését mangalicaban. Korabbi vizsgalataink soran 1000 NE PMSG
hatasara 6,814, illefve 10,3x1,5 sargatestet jegyeztunk fel (Egerszegi és
mtsai, 2001, 2003), ami a spontan ivarzasban tapasztalt értékekkel egyezik
meg (Bulatovici, 1932; Ratky és Brissow, 1998). A tuszéfejlédést ultrahangos
eljarassal kovettilk nyomon, aminek az eredményeit az 1. tabldzat foglalja ma-
gaba. Fajtan belul nem tapasztaltunk eltérést az etetési csoportok kézt, viszont
a preovulaciés tiszék mérete nagyobbnak bizonyult a mangalicaban lapalyhoz
viszonyitva. A petesejteket kromatin szerkezetlk alapjan a kévetkezé csapor-
tokba soroltuk: 1) érett 2) meidzis Ujraindulasa. Az érett petesejtek aranyat te-
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kintve nem mutathaté ki szignifikans kulénbség a fajtak, illetve a takarmanyoza-
si-csoportok kézt. A MNF x ML suldékben a petesejtek 70, illetve 67%-anak, a
mangalicakban 67%, illetve 63%-nak volt érett kromatin szerkezete.

1. tAblézat

A preovulacios tiisz6k szama, ill. a ndvekvé titssz6k méretének valtozasa

MNF x ML(6) Mangalica
Takamanyadag(1) magas(7) alacsony(8) magas(7) alacsony(8)

Tusz6k szama(2) 32,3:10,5° 171+12,3° | 25322,9 28,847,3
Tuszd atmérd, mm(3)

UH 1(4) 2,240,3 2,2+0,5 2,240,2 2,110,1

UH 2(4) 4,0£0,5 4,0:0,4 5,10,3 5,0£0,4

UH 3(4) 5,0£0,5 5,240,7

34 h-val a hCG utan(5) 5,7+0,7° 5,5+0,8° 7,120,98° 6,9¢1,1°

TP<0,05

Table 1.: Number of the preovulatory follicles and the size of growing 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 kocasuldékben az érett maganyaggal rendelkezd petesejtek
aranya mas szerzék eredményeihez hasonidéan alakult (Xie és mtsai, 1990;
Torner és mtsai, 1998), azonban a mangalicaban csaknem két-két és félszere-
se volt ez az érték a korabban leirtaknak (Egerszegi és mtsai, 2001). A tuszéfo-
lyadék E2 és P4 koncentracid értékeit a 2. tablazat szemlélteti. Mindkét hormon
koncentraciojaban szignifikans kalénbséget figyeltink meg-a fajtak kézétt, amit
feltehetbéen a takarmanyozas szintje nem befolyasolt. A mangalicaban tapasz-
talt magas koncentracié értékek oka még tisztazasra szorul.

2. tablazat
A tuszéfolyadék E2 és P4 koncentracidjanak alakulasa
Takarmany- MNF x ML(4) Mangalica
adag(1) . magas(5) alacsony(6) magas(5) alacsony(6)
E2 ng/ml(2) 16,919,7° 17,913,6° 29,616,8° 30,9+10,3°
P4 ng/mli(3) 386,2+113,7° 298,8+125,9° | 2020,4+1056° | 1512,2+1121.8°
Fp<0,01

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

KOVETKEZTETESEK

Az eredmények jelzik, hogy a takarmanyozas szintje jelentésen befolyasolja
a novekvd tiszok szamat a lapaly siilldékben, ezzel ellentétben nincs hatassal a
mangalica suldékre. A tiilszénovekedésre egyik fajtaban sem gyakorolt hatast a
takarméanyozas. Mivel a kisérleti allatok ciklusat szinkronizaltuk, Almeida és
mtsai (2000) tapasztalatahoz hasonléan, feltehetd, hogy a szintetikus progesz-
tagén (Regumate) és a petefészken esetlegesen eléforduld sargatestek egyut-
- tesen szupresszalhattak a tiszénovekedést.
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A FELNEVELESI MOD HATASA AZ
ANYANYULAK ELETTARTAMARA*

(ELOZETES EREDMENYEK)

GYOVAI MONIKA — MAERTENS, LUC — NAGY ISTVAN — BIRONE NEMETH EDIT —
RADNAI ISTVAN — PRINCZ ZOLTAN — GERENCSER ZSOLT — SZENDR® ZSOLT

OSSZEFOGLALAS

A vizsgalat céljia annak megallapitasa volt, hogy a magzati élet és a szoptatas alatti, valamint az
elvalasztas utani taplaloanyag ellatottsag, illetve a tenyésztésbe-vételi életkor hogyan befolyasolja
az anyanyulak varhato élettartamat.

A kisérletben résztvevd 784 nyulat sziiletési sulyuk alapjan harom csoportba osztottak. Az almok
egyik felét egy, a masik felét két anya szoptatta. 21 napos elvalasztast kovetden a nyulak egyik felét
ad libitum (A), masik felét az ad libitum B0-85%-ara korldtozva (R) takarmanyoztdk. A
tenyésznévendék nyulak mindegyik csoportjat megfelezve, 15,5 vagy 18,5 hetes életkorban termé-
kenyitették elészor. Az elsd termeékenyités elbtti 4. napt6l mindegyik anyanyulat ad libitum takarma-
nyoztak. Az egyes vizsgalati csoportok megmaradasi aranyat a tulélés fuggvény (S(t)) felhasznala-
saval elemezték (Kleinbaum, 1996). A csoportokat 108 napos kortél tovabbi 915 napig figyelték. Az
egyes tulélés gérbék kozotti eltérések szignifikancia vizsgélatahoz a Log-Rank tesztet (Kleinbaum,
1996) alkalmaztak.

Az anyanyulak tulélése fliggetlen volt a szlletési sulytél. A két anyéaval 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 anyaval neveltek
és az A csoport egyedei (37,5 és 36,8%). A 15,5 hetes életkorban termékenyitett anyanyulak tulélé-
se rosszabb volt, mint a 18,5 hetesen tenyésztésbe vett tarsaiké (35,1 és 43,2%). A nevel6 anyak
és a takarmanyozas egyuttes hatdsa nem volt szignifikans (P=0,27), de figyelemre mélté az egy
anyaval nevelt A csoport gyengébb eredménye (33,1%) a masik harom csoporthoz viszonyitva
(40,3-42,3%). A takarmanyozas és az elsé termékenyités egyuttes értékelésekor kézel szignifikans
hatast (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 termékenyitett egyedei (42,9 és 43,6%).

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy az anyanyulak tilélése szempontjabdl egyik ténye-
z6 hatdsa sem szignifikans, de a két anyaval nevelt, tenyésztésbevételig korlatozottan takarmanyo-
zott és 18,5 hetesen tenyésztésbe vett anyanyulak valamivel hosszabb ideig éinek.

SUMMARY

Gyovai, M.Ms. — Maertens, L. — Nagy, . — Biro-Németh, E.Ms. — Radnai, I. - Princz, Z. - Gerencsér,
Zs. — Szendrd, 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 into 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 kisérlet az OTKA TS 044743 szamu palyazat tdmogatasaval valésult 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 not 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 Al-15.5 group was lower compared to the Al-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 regime 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, Al-15.5 does (39.2%) or the A, Al-
18.5; R, Al-18.5 does (42.9, 43.6%). Based on these results it can be concluded that none of the
factors (BW, ND, FR and Al) had a significant effect on the cumulative survival but slightly better
results were received in the group of ND-2, R, and Al-18.5.

BEVEZETES

A nyultenyésztés sikerességét alapvetéen meghatarozza a kilénbézé kor-
osztalyu nyulak elhullasa. A szopds, a névendék és az anyanyulak kiesése
altalaban mas-mas okokkal magyarazhato, de bizonyos esetekben, egy korabbi
id6szakban ért hatasok is befolyassal lehetnek a késodbbi idoészak tulélési esé-
lyére. A feldolgozas soran azt vizsgaljuk, hogy a killonbéz6 életszakaszok alatti
taplaloanyag-ellatottsag hogyan befolyasolja az anyanyulak talélési aranyat.

ANYAG ES MODSZER

A kisérleteket a Kaposvari Egyetem kisérleti telepén Pannon fehér nyulak-
kal vegeztik. Az allatokat zart épuletben, egyszintes, ponthegesztett ketrecek-
ben helyeztik el. Az istallét télen fiitottik, a hémérséklet minimum 16 °C-os
volt. Nyaron nem volt klimatizacié, ezért a hdmérséklet esetenként elérte a
28 °C-ot. A megvilagitas egész évben 16 éra vildgos és 8 ora sotét volt.

Az egynapos nGivart nyulakat harom csoportba (kis=35-45 g, koze-
pes=53-58 g, nagy=65-70 g) osztottuk. Minden alomba 8 fiokat helyeztiink. A
harom csoportot megfeleztik, és az almok felét hagyomanyosan egy, a masik
felet két anya szoptatta.

A hat csoportot ismét megfeleztiik, a nyulak egyik felét ad libitum (A), a ma-
sik felét 28 napos kortd! korlatozva (R) takarmanyoztuk. Az ad libitum fogyasz-
tas 80-85%-ara torténd korlatozast, a takarmanyfelvételre rendelkezésre allo
id6 csokkentésével ertilk el. Mind a 12 csoportot ismét megfelezve, az anyanyu-
lak egyik felét 15,5, a masik felét 18,5 hetes korban termékenyitettiik elészér.
Az ezt megel6z6 4. naptol az anyanyulakat ad libitum takarmanyoztuk.

Az egyes vizsgalati csoportok életben-maradasi aranyét a talélés fuggvény
(S(t)) felhasznalasaval elemeztik (Kleinbaum, 1996), mely annak a valészinl-
ségét adta meg, hogy a megfigyeles kezdetetdl szamitott ,t" idével (nappal) az
elhullas még nem kovetkezett be. Az egyes csoportokat tenyésztésbe vételtsl
(15,5 vagy 18,5 hetes kor) tovabbi 915 napig figyeltik. Osszesen 539 anyanyul
talelését értekeltik. Az egyes tlleles gdrbek kozotti eltérések szignifikancia
vizsgalatdhoz a Log-Rank tesztet (Kleinbaum, 1996) alkalmaztuk. A kisérlet
még folyamatban van, ezért a talélesi gorbe és a tulélési arany nem egyezik
meg.
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EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Az egyes csoportok tulélési aranya az 1. tablazatban lathato.

Az anyanyulak tulélése fuggetlen volt a szlletési sulytél. Tobb tényezé ese-
tében a csoportok koézétt kisebb, de nem szignifikans kllénbség alakult ki.
Ezekre a tendenciakra azonban érdemes odafigyelni. A két anyaval 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 anyaval neveltek és az A csoport egyedei (37,5 és
36,8%). Habar a 15,5 hetes életkorban termékenyitett anyanyulak talélése rosz-
szabb volt, mint a 18,5 hetesen termékenyitett tarsaik (35,1 és 43,2%), de ez a
tényezd sem befolyasolta szignifikans mértékben a tulélést (P=0,28).

1. téblézat
A felnevelési méd és a tenyésztésbe-vételi kor hatasa a tulélési aranyra
Sziletesi suly Neveld anyak | Takarmanyozas |1. termékenyi-
(1) (2) 3) tés/hét(4)
kicsi | kdzepes | nagy o korlato-
1 2 |adlibitum 15,5 | 18,5
()] (6) @ zott(8)
Anyanyulak tenyész-
tésbe-vételkor(9) 150 196 193 | 280 | 259 265 274 250 | 289
Tulélési aréany, %(10) | 38,3 40,0 | 40,0 | 375 | 416 36,8 42,1 351 ]| 43,2
P 072 . 0,31 0,11 0,28

Table 1. Effect of rearing 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 neveld anyak és a takarmanyozas egylttes hatasa nem volt szignifikans
(P=0,27), de figyelemre méltd, hogy az egy anyaval nevelt A csoport, amely a
gyakorlatban is alkalmazott felnevelési médnak felel meg, gyengébb eredményt
ért el (33,1%), mint a masik harom csoport (40,3—42,3%). A takarmanyozas és
az elsdé termékenyités egyilttes értékelésekor kozel szignifikans hatéast
(P=0,069) kaptunk. Az A csoport 15,5 hetesen tenyésztésbe vett nyulai hat-
ranyban voltak (29,6%). Az R csoport 15,5 hetes életkorban (39,2%), valamint
az A és R csoport 18,5 hetesen termékenyitett nyulainak (42,9 és 43,6%)
eredménye hasonldan alakult.

A két anyas nevelés mar szopoés (Spencer és misai, 1985) és vagasi élet-
korban (Gyarmati és mitsai, 2000) is szignifikansan néveli a teljes test zsirtar-
talmat. A felnevelés alatti takarmanykorlatozas utani ad libitum etetés is kedve-
zéen befolyasolhatja a kondiciét. Feltevésink szerint a jobb kondicié (t&bb zsir-
tartalék) elény6s a hosszabb ideig tarté termelés szempontjabdl. Xiccato (1996)
kimutatta, hogy az elészér vemhes és szoptatdé anyak negativ energia-
egyensulyi allapotban vannak. Milisits és mtsai (1999) szerint késébb is jelentés
a vemhesség és a szoptatas alatt a zsirtartalék veszteség. A jobb kondiciéban
lévé nyulakban ez az energiaveszteség kevesbe lehet hatranyos.
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KOVETKEZTETES

Az anyanyulak tulélése szempontjabdl egyik tényez6 hatasa sem meghata-
rozo, de figyelemre méltd, hogy a két anyaval nevelt, tenyésztésbe vételig kor-
latozottan takarmanyozott és 18,5 hetesen tenyésztésbe vett anyanyulak vala-

mivel hosszabb ideig élnek.
A kisérlet még nincs befejezve, sok a-még termeld (€16) anyanyul, ezért a
kesdbbiekben még megbizhatobb eredmények varhatok.
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A NOVEKEDES| HORMON GENOTIPUS (ALU-
POLIMORFIZMUS) HATASA AZ ELLES UTANI ELSO
OVULACIO IDEJERE HOLSTEIN-FRiZ TEHENEKBEN*

) BALOGH ORSOLYA — KOVACS KATALIN — KULCSAR MARGIT —
GASPARDY ANDRAS — ZSOLNAI ATTILA — REICZIGEL JENO — KATAI LEVENTE —
FESUS LASZLO — HUSZENICZA GYULA

OSSZEFOGLALAS

Szarvasmarhaban a névekedési hormonnak (STH) két allélvaltozata ismeretes aszerint, hogy az
aminosav-szekvencia 127. pozicidjaban leucin (L) vagy valin (V) taldlhaté. A kalénb6zé genotipusu
(LL, LV, VV) allatok tejtermelésében esetenként jelentds kilonbségek mutatkozhatnak. A nagyobb
tejtermelésre iranyuld szelekcio a szaporodasi mutatok romiasat, elsésorban az ellés utani (pp)
aciklia meghosszabbodasat eredményezte. Mind ez ideig tisztazatlan volt azonban, hogy az STH-
genotipus hatassal van-e a pp els6 ovulacioé idépontjara. A munka keretében 6t telep Gsszesen 341
holstein-friz (HF) tehenén vizsgaltdk az STH-genotipus, az Uzem, az ellésszam (elsé ellésq, ill.
tobbszor ellett), az elsé 5 héten megfigyelt kondiciépont-csékkenés (BCS) (ABCS) mértékét (kate-
goriak: 1=<0,50 pont, 2=0,50-1,00 pont, 3=>1,00 pont) és az akut putrid endometritis (APE; sulyos
altalanos klinikai tunetekkel jaré esetek kizarva) hatasat a tejtermelésre (FPCM;s,30: 15. és 30. napi,
zsirra és fehérjére korrigalt tejtermelés), illetve a pp aciklia egyedi progeszteron profilok alapjan
megallapitott hosszara. :

Az allatok 79,4%-a volt leucin-homozigoéta (LL), mig 19,4%-a a heterozigéta (LV), 1,2%-a pedig a
valin homozigéta (VV) haplotipust képviselte. A statisztikai elemzéshez az LV és VV allatokat, mint
valin allélt hordozokat (LV+VV) egy csoportba vontak 6ssze. Az ellés utani 35. napig dsszesen 245
allat petefészek-mikddése valt ciklikussa: az LL genotipustakbdl 68,4%, az LV+VV csoportbol
pedig 84,3% (P=0,033). Az atlagos BCS-csékkenés mértéke az LV+VV csoportban kisebb volt, mint
az LL csoportban (0,48+0,05, ill. 0,59+0,03 pont; P=0,025), és genotipus-figgé kulbnbségeket
talaltak az egyes kategoriak megoszlasaban is (P=0,002). Az LL allatok kb. fele, az LV+VV csoport-
nak pedig a 64%-a csupan kisméréki (ABCS: <0,50), ezze! szemben 14, ill. 7%-uk kifejezett
(ABCS: >1,00) kondiciéromlas jeleit mutatta. Ugyanakkor nem volt Iényeges genotipus-figgd
kilonbség a pp aciklia atlagos tartamaban, az APE eléfordulasi aranyaban (LL: 14%, LV+VV: 10%;
P=0,514, Chi* =0,43), valamint a tejtermelésben.

Az eredmények megmutattak, hogy a valin allélt hordoz6 egyedeknél Iényegesen kisebb a kondi-
cidvesztés mértéke az ellés utani elsé 30 napban, vagyis az energia-egyensuly zavara nem olyan
nagy mértékl, mint leucin homozigéta tarsaiknal. Szignifikansan tébb allatban tértént tiszérepedés
az ellést kovetd 35 napon belil a valin alléit hordozé csoportbdl, mivel a negativ energiamérleg
mélypontjan hamarabb tuljutott llatokban az ellés utani elsd ovulacid is hamarabb kovetkezik be.
Vizsgalatokbél az a kévetkeztetés vonhaté le, hogy HF tehenekben az STH Alu-l polimorfizmus az
ellés utani metabolikus és endokrinoldgiai adaptaciét befolyasolé egyik [ényeges elem, amely a
szarazanyag-felvétel és/vagy a tapanyag-hasznosulas mértékét, vagy esetleg a laktacios gorbe
alakulasat befolyasolhatja, és ezen keresztul hat a szervezet energia-egyensulyanak valtozasara és
a szaporodasbiolégiai mutatékra.

SUMMARY

Balogh, O.Ms. — Kovécs, K-Ms. — Kulcsar, M-Ms. — Gdspérdy, A. — Zsolnai, A. - Reiczigel, J. -
Katai, L. — Fésis, L. — Huszenicza, Gy.. POSSIBLE ROLE OF THE STH GENOTYPE (ALU-I
POLYMORPHISM) IN THE LENGTH OF POSTPARTUM (PP) ACYCLIC PERIOD IN DAIRY
COWSs

(. The interrelations of herd, parity, body condition score loss, growth hormone genotype (LL, LV,
WV haplotypes; Alu-i polymorphism), incidence of acute putrid endometritis, milk production and the

* A kutatast az OTKA-T/46 826 tamogatta

‘
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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
VV haplotypes. During the first 35 days after calving 245 animals became cyclic, 68.4% of the LL,
84.3% of the LV and VV 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 (58.742.5 days; P<0.001). Genotype groups showed great differences in the mean
values of BCS loss (0.59+0.03 for LL versus 0.48+0.05 unit loss for LV+VV). 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 allele 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 signlficantly 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.

BEVEZETES

Szarvasmarhaban a novekedési hormonnak (szomatotrop hormon, STH=
growth hormone, GH) két allélvaltozata ismeretes annak fliggvényében, hogy a
kodold gén nukleotid-szekvencidjaban tortént pontmutacié koévetkeztében az
aminosav-szekvencia 127. poziciéjaban a lehetséges aminosavak — leucin (L)
vagy valin (V) — melyike talalhaté (Un. Alu-I polimorfizmus; Lucy és misai,
1991, 1993). A kulénbdzd genotipusu (LL, LV, VV) allatok tejtermelésében ese-
tenként jelentds kuldnbségek mutatkozhatnak (Schiee és mtsai, 1994; Lee és
mtsai, 1996; Sabour és Lin, 1996; Sabour és mtsai, 1997, Lechniak és mtsai,
1999), bar a kilonbozd fajtakon eddig elvégzett vizsgalatok eredményei e tekin-
tetben nem ritkan ellentmondasosak. A tovabbi részleteket illetéen Kovécs és
mtsai (2001, 2002) munkaira utalunk.

Jol ismert, hogy tejhasznu szarvasmarhaban a nagyobb tejtermelésre ira-
nyulé szelekcié a szaporodasi mutatok jelentds romlasaval jar egyitt, ami elsé-
sorban az ellés utani elsé ovulacié késlekedésében, az aciklias periédus meg-
hosszabbodasaban nyilvanul meg (Huszenicza és mtsai, 1987, 1988; Darwash
és mtsai, 1997; Lucy, 2000, 2001; Tayior, 2001; Wathes és mtsai, 2001). Az
elsd tuszoérepedést, majd a petefészek mikddésének az ezt kdvetd ciklikussa
valasat elsésorban a laktacio kezdetén szinte térvényszerien fellépé energiahi- -
any mélypontjan valé tuljutas teszi lehetévé (Butler, 2001). Az élettani vonatko-
zasokat tobb, a kdzelmultban megjelent irodalmi attekintésben is olvashatjuk
(Huszenicza és mtsai, 2002, 2003ab). Az energiaegyensuly zavaranak metabo-
likus kévetkezményei hatranyosan befolyasolhatjdk a petesejtek mindségét,
valamint az ovulaciot kévetden a sargatest képzédését és progeszteron terme-
lését (Katai és mtsai, 2003). Az energiahidnyos allapot fokozott ketonanyag-
produkcioval, majelzsirosodassal jaré dekompenzalédasa — amellett,” hogy
dnmagaban is az allat életét veszélyeztetd megbetegedéssé sulyosbodhat —
hajlamosit az invollcié bakteridlis szévédmenyeire (akut putrid endometritis), a
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tdgy gyulladasos elvéltozasainak egyes formaira (Un. kornyezeti patogének
okozta mastitis), illetve bizonyos egyéb szervi megbetegedésekre (pl. az olté-
gyomor helyzetvaltozasa) (Janosi és mtsai, 2002; Huszenicza és mtsai, 2003b).
Mind ez ideig tisztazatlan azonban az STH genotipusnak a kérdéskdrben beti-
tott — joggal feltételezett, de részleteiben eddig még soha nem vizsgalt — befo-
lyasolé szerepe.

Munkank soran arrdl kivantunk tajékozoédni, hogy tizemi kdriaimények kozott
a holstein-friz tehenek STH-genotipusa — ¢nmagaban, és egyéb tényez6k
(Uzem hatasa, kondicibvesztés, ellésszam) figyelembe vételével — milyen ha-
tassal van a fejtermelésre, illetve az ellés utani elsd tuszérepedésig elteld
aciklias periédus hosszara.

ANYAG ES MODSZER

Vizsgalatainkat holstein-friz fajtaju, elészoér és tébbszor (22) ellett tehene-
ken (n=341) végeztik 6t tzemben. Az éllatok kdzel azonos idészakban (2000.
nov. 19. és 2001. jan. 6. kézoétt) borjaztak.

1. Genotipus vizsgalata: az STH genotipust NaEDTA-val alvadasaban gé-
tolt teljes vérmintakb6l, PCR-RFLP moédszerrel (Kovacs és mtsai, 2002) hata-
roztuk meg. S

2. Tejtermelés: A laktacié elsé 150 napjaig figyelembe vett havi proba-
fejések soran rogzitett tejmennyiségre, zsir- és fehérjeszazalékra vonatkozd
adatokat hasznéltuk fel — masodfoku fuggvényillesztéssel — a 15. és 30. teje-
lési napra korrigalt egyedi tejmennyiség (Fat and Protein Corrected Milk yield;
FPCM,5s és FPCMaq; Korver, 1982) kiszamitasahoz.

3. Aciklia hossza: az éallatok klinikai vizsgalatat az ellés utani 6-10. és 28—
35. napon végeztiik. Mivel az akut putrid endometritis (APE) az STH genotipus-
tél fuggetlentl, snmagaban is jelentésen késleltetheti a petefészek mikddésé-
nek ciklikussa valasat (Huszenicza és mtsai, 1987), a megbetegedés sulyo-
sabb, altalanos klinikai tinetekben (étvagytalansag, 1az) is megnyilvanulé ese-
teit kizartuk a tovabbi vizsgalatokbdl. A petefészek-mikodés ciklikussa valasa-
nak nyomon koévetése céljabdl az ellés utani 7-10. naptdl 8 héten at heti 3 alka-
lommal tejmintakat gydjtéttank, amelyek progeszteron tartalmat el6zetes zsirta-
lanitas nélkul, ELISA médszerrel hataroztuk meg. A mért progeszteron kon-
centracidkat a mintavétel idépontjanak fuggvényében abrazolva az egyedi
progeszteron profilokrél leolvashaté a tuszérepedés nyoman képzddod elsé sar-
gatest miikédésének kezdete (Huszenicza és mtsai, 1987).

4. Egyéb tényezék: '

— kondiciévesztés: Kondiciébecslésre (Body Condition Score, BCS; 5 pon-
tos skalan, 0,25 pontos pontosséaggal) az eliés utani 4-5., 28~35. és 50-60.
napon kerilt sor. Az értékeléskor a 4-5. és 28-35. nap kd&zétti kondiciépont-
csbkkenés (ABCS) mértékét vettik figyelembe, és harom kategoériat kilénbdz-
tettuink meg (1: <0,50 pont, 2; 0,50-1,00 pont, 3: >1,00 pont).

— ellésszam: Az eredmények elemzésekor kuldnbséget tettiink az el6szor
(n=118), valamint a tébbszér ellett (n=223) tehenek kdzott.

— (izemek hatasa: Vizsgalatainkat 6t telep szarvasmarha-allomanyan vé-
geztuk.
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A statisztikai értékeléshez (survival analizis, GLM és Chi® teszt) Excel 5.0
¢és Statistica 6 (StatSoft, Inc. 2004) programcsomagokat hasznéltunk.

EREDMENYEK

Felmérésinkben az allatok 79,4%-a {n=271) volt leucin-homozigéta (LL),
mig 19,4%-a (n=66) a heterozigoéta (LV), 1,2%-a (n=4) pedig a valin homozigéta
(VV) haplotipust képviselte (1. abra). A statisztikai elemzéshez az LV és VV
allatokat, mint valin allélt hordozékat (LV+VV) egy csoportba vontuk dssze.

1. abra: Az allomany genotipus szerinti megoszlasa

2004+ -{  frmmemmmeme e
c 150+-{  J----------- e - R

1004-] oo

s04-{ f----- ] |-

LL genotipus(1) LV genotipus(1) VV genotipus(1)

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

Az ellés utani 35. napig (azaz az els¢ 3 tuszéndvekedési hulldm valame-
lyikébdl ovulalva) dsszesen 245 allat petefészek-milkbdése valt ciklikussa. Az
LL genotipusi teheneknek csak 68,4%-a (n=186), ezzel szemben az LV+VV
csoportba tartozok 84,3%-a (n=59) ovulalt 35 napon beltl (P=0,033).

Az atlagos BCS-cstkkenés mértéke az LV+VV csoportban kisebb volt, mint
az LL csoportban (0,48+0,05, ill. 0,5910,03 pont; P=0,025). Emellett genotipus
fuggé kuldnbségeket (P=0,002) talaltunk az egyes kategoriadk megoszlasa-
ban is: az LL allatoknak kb. a fele (n=134; 49,5%), az LV+VV csoportnak pedig
a 64,3%-a (n=45) csupan kismértéki (ABCS:<0,50), ezzel szemben 14,0
(n=38), ill. 7,1%-uk (n= 5) klfejezett (ABCS:>1,00) kondiciéromlas jeleit mutatta
(2. abra).

Ugyanakkor, nem volt Ienyeges genotipus-fiiggd kuldnbség az ellés utani
aciklia atlagos tartamaban (LL: 40,5+1,4 nap; LV+VV: 38 8+2,1 nap; P=0,4), az
APE eléfordulasi aranyaban (LL: 14%; LV+VV: 10%; P=0,514. Chi’=0 43), va-
lamint a tejtermelésben sem (FPCM;s, LL: 31,5£0,9 kg, ill. LV+VV: 32,6+1'3 kg
P=0,455; FPCM;, LL: 33£0,7 kg, ill. LV+VV: 344 kg, P=0,184). )
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2. abra: A kondiciévesztési kategoridk megoszlasa genotipus-csoportok szerint

%
o
1
)
]

LL LV és VW
EIBCS csokkenés <0,5(1) EIBCS csokkenés 0,51-1,0(1)
ABCS csokkenés >1,0(1)

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

Az elsd borjas tehenek késébb ovulaltak és kevesebb tejet termeltek, mint
tébbszor ellett tarsaik (ellés utani aciklia hossza, elsd elléslek: 42,3+1,9 nap,
tdbbszori elléstek: 37,011,6 nap; P=0,003; FPCM;s, elsé ellésiiek: 29,2+1,2 kg,
tobbszori elléstiek: 34,9+1,0 kg; P<0,001). Mindkét vizsgait paraméterben iga-
zolt (P<0,001) tzemek kozotti kilonbségeket is megfigyeltink.

Az ellés utani aciklia tartama az ellés utani elsé 30 napban bekévetkezett
lényeges kondicidvesztés (ABCS: >1,00) esetén 58,712 5 napra hosszabbodott,
szemben a kis mértéki (ABCS: <0,50), ill. kézepes foku (ABCS: 0,51-1,00)
kondiciéromlas jeleit mutaté allatokra jellemzé 24,2+1,8, ill. 36,0+1,8 nappal
(P<0,001; 3. 4bra).

3. 4bra: Az ellés utani aciklia hossza a kondiciovesztési kategoriak szerint

70 -

)
N O
o O
I A

40 A
30 -
20 4
10 -

aciklia hossza, nap(1

kondiciovesztési kategdria(2)
OBCS csokkenés <0,5(3) EIBCS csokkenés 0,51-1,0(3)
B BCS csokkenés >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 taplaltsagi allapot romlasanak mértéke és a tejtermelés
kozott nem tapasztaltunk lényeges 6sszefiiggést (FPCM,s: P=0,402; FPCMso:
P=0,501).

Az ellés utani elsd 10 nap soran 45 allatban allapitottunk meg akut putrid
endometritist. A megbetegedés altalanos tunetekkel is jard, sulyosabb eseteit
szandékaink szerint elézetesen kizartuk a kisérletbél. Ezzel magyarazhatdan
sem az ellés utani aciklia hosszaban, sem pedig a tejtermelésben nem volt
lényeges kiilénbség az egészséges és a kisebb fokban megbetegedett tehenek
kozott.

MEGBESZELES

A tejtermelési mutatok javitasara iranyuld szelekcié holstein-friz tehenekben
az STH gén kilonbdzé variansainak egyenlétlen elterjedéséhez vezetett
(Lovendahl és mtsai, 1991). Az STH genotipus (Alu-l polimorfizmus) és a tej-
termelés kozoétti dsszefliggésre vonatkozdé megfigyelések azonban gyakran
egymasnak is ellentmondodak. Egyesek szerint a leucin allélre homozigota (LL)
allatok nagyobb tej- és/vagy tejzsir- és tejfehérje-termelésiiek. Néhany esetben
magasabb plazma STH szinteket mértek, a tenyészbikakban pedig a tejterme-
lésre vonatkozdan nagyobb tenyészértéket (predicted transmitting ability, PTA)
talaltak (Schlee és mtsai, 1994, Chung és mtsai, 1996; Lee és mtsai, 1996;
Shariflou és mtsai, 1998). Masok a valin allélnek tulajdonitottak magasabb lak-
taciés eredményeket, a tejtermelésre vonatkozé nagyobb becsiilt tenyész-
értéket (estimated breeding value, EBV), fokozottabb STH szekréciés képessé-
get, es/vagy jobb szaporodasi mutatékat (bikakban: spermaminéség, tehenek-
ben: visszaivarzasi arany; Sabour és Lin, 1996; Sabour és mitsai, 1997,
Lechniak és mtsai, 1999). A mi vizsgalataink eredményei ez utébbi kutatok
megallapitasaival csengenek inkabb egybe, habar nem talaltunk szignifikans
genotipus-figgd kildnbséget a termelt tejnek a 15. és 30. napi FPCM-ben kife-
jezett mennyiségében, bar a V alléit hordoz6 allatok kissé magasabb tejterme-
léstiek voltak. A szaporodasi mutatdk tekintetében egyértelmiien meg-
allapithatjuk, hogy a valin allélt hordoz6 tehenek igazoltan nagyobb aranyban
ovulaltak az ellést kévetd 5 héten belul és kevésbé vesztettek kondicidjukbdl.
Grochowska és mtsai (2001) kulénbségeket igazoltak az STH haplotipusok
kézoétt az STH/GF-I tengely miikbdésében: a standard dozist thyrotropin
releasing hormon (TRH) kezelésre a V allél hordozék magasabb plazma-STH,
mig az L alléi hordozok magasabb IGF-lI valasszal reagaltak. Emellett, .
allélenként kilonbdzott a plazmaban mért STH:inzulin arany is.

A laktacio kezdetén fennallé negativ energiaegyensuly olyan élettani folya-
mat, ami késlelteti az gjravemhesulés lehetdségét. Legnyilvanvalébb kovetkez-
ményként az allatok jelentds’ részében (hazai kérulmények kozott, >30-36%-
aban; Huszenicza és mtsai, 1987, 1988) az ellés utan késlekedik az elsd tisz6-
repedés (Staples és mtsai, 1990; Rhodes és mtsai, 1998, Rukkwamsuk és
mtsai, 1999; Jorritsma és mtsai, 2000). Uzemi kérulmények kézétt az energia-
egyensuly kézvetlen, egyedenkénti meghatarozasa nem lehetséges, de a tap-
laltsagi allapot valtozasa a kondicid pontozasaval jol kévetheté, a BCS alakula-
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sa megfeleld tampontként szolgal az allatok energiaegyensulyanak megitélésé-
hez. Butler (2001) megfigyelései szerint minél nagyobb foku az ellés utani BCS-
csOkkenés mértéke, anndl kisebb a korai ujravemhesilés valoszinlisége. Az
ellés utani elsé 5 héten bekdvetkezd kondicioromlas mértéke a jelen tapasztala-
taink szerint is 6sszefuggott az elsé ovulacié iddpontjaval: azoknak a tehenek-
nek, amelyeknek tapialtsagi allapota erételjesen csdkkent (ABCS: >1,00), jelen-
tésen meghosszabbodott az ellés utani aciklias periédusa.

Sajat vizsgalatainkban a valin allélt hordozéd (LV+VV) allatokat a laktacioé
kezdetén kisebb mértékl kondicloromias jellemezte, és kozuluk lényegesen
tobb ovulalt az ellés utani elsé 35 napon — azaz az elsé kb. 3 tuszénovekedési
hullam valamelyikébél — mint a leucin-homozigéta csoportban. Nem talaltunk
azonban lényeges kilénbséget sem az aciklids periédus atlagos hosszaban,
sem pedig a havonkénti termelésellenérzés adatain alapuld tejtermelési mutato-
iknak az atlagaban, illetve mindkét paraméter vonatkozasaban meghatarozé
jelentéségiinek bizonyultak az izemenkeénti kilénbségek.

Vizsgalatunk alapjan megallapithatjuk, hogy a valin alléit hordozé egyedek-
nél Iényegesen kisebb a kondicidvesztés mértéke az ellés utani elsé 30 nap-
ban, vagyis az energia-egyenstly zavara nem olyan nagy mértékd, mint leucin
homozigéta tarsaiknal. Szignifikansan tébb allatban tértént tuszérepedés az
ellést kovetd 35 napon beltl a valin allélt hordozé csoportbdl, mivel a negativ
energiamérleg mélypontjan hamarabb tuljutott allatokban az ellés utani elsé
ovulacié is hamarabb kévetkezik be. Mindezek arra utalnak, hogy holstein-friz
tehenekben az STH Alu-I polimorfizmus az ellés utani metabolikus és endokri-
nolégiai adaptacio egyik lényeges eleme, amelynek hatasat azonban gyakran
tobbé-kevésbé elfedik az Uzemenként lényegesen eltérd takarmanyozasi ko-
rilmények. Valészinlsithetd, hogy az STH genotipus egyes endokrinologiai
jellemzékdn keresztil a szarazanyag-felvétel és/vagy a tapanyag-hasznosulas
mértékét, esetleg a laktacios gorbe alakulasat befolyasolhatja, az élettani rész-
letek tisztazdsa azonban szamos tovabbi vizsgalatot igényel.
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MAGNEZIUM-ADAGOLAS HATASA A CSIRKEEMBRIO
FEJLODESERE ES A KELTETHETOSEGRE

SAFAR ORSOLYA — KOVACSNE GAAL KATALIN

OSSZEFOGLALAS

A magnézium, mint a homeosztazist fenntarté elemek egyike, élettani hatasaibdl adédéan nélki-
|6zhetetlen az allati taplalkozasban, elsésorban ,enzim kofaktorként” betditétt szerepe révén. A
magnézium ugyanis a szervezet energetikai folyamataiban lényeges szamos enzim alkotoeleme
vagy azok aktivitdsanak befolyasold tényezdje. A kisérletek tojétyukokkal folytak, ahol az alapta-
karmany magnézium-tartaiman kivil 300, 400, 500 mg /nap magnéziumot adagoltak az egyes
kisérleti csoportoknal. A vizsgalati paraméterek a kovetkezék voltak: kelési szazalék, a kiesett
tojasok mennyisége, a 14, 16, 18, 20 napos embridslly, az embri6 agy-, sziv-, maj- és gyomorstilya
az embrid sulyahoz viszonyitva, az embrié egyes szerveinek magnézium-tartalma, valamint a kikelt
naposcsibék atlagos sulya.

Megallapithaté, hogy a szikségletet meghaladé mennyiséglii magnéziumadagolas kedvezden
befolyasolja a tenyésztojasok minéségét, javitja a keltetési eredményeket. A tojashoz viszonyitott
embriosuly linearisan névekedett a magnézium adagolasaval. Az embrié belsé szerveinek sulyaban
viszont lényeges valtozas nem tapasztalhato, annak ellenére, hogy az agy és a maj raktarozo
szervnek szamit a sziikségleti értéken fellli magnézium-bevitel esetében.

SUMMARY

Séfar, O.Ms. — Kovécsné Gaél, KMs.: 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 for breeding, hatching yields and embryonic development, the mineral
content of some 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 also 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 internal 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 not 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 not
show changes as effect of the magnesium supplementation either days of the sampling.
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BEVEZETES

A magnézium élettani hatasaib6l adédéan nélkiioézhetetlen az allati takar-
manyozasban, eisésorban koenzimként betéltott szerepe révén. Ez azt jelenti,
hogy az ATP-vel komplexet képez, és ez a komplex a magnéziumion koordina-
ciés helyein kapcsolodik az enzimekhez, megkénnyitve ezzel az energia atada-
sat (Miles, 2000). A tojotyukok magnézium-szikséglete 500 mg/testsuly kg.
Khokhlov és Kislyi (1997) 40-90 mg magnéziumot javasol 100 g takarmanyban.

A tyak asvanyianyag-szikségilete esetében a kalcium és foszfor szikségleti
ertékén kivil figyelemmel kell kisérni a magnézium-ellatottsagot is, mert a két
elem viszonyabodl adéddan a tojashéj szilardsagat csokkentheti a magnézium-
talsuly, ami mind a tenyész-, mind pedig az arutojas-termelésben rendkival
fontos (Abdallah és mtsai (1994).

Az asvanyianyagok eloszlasa szdvetek szerint valtozik minden faj eseté-
ben. Tyukoknal az asvanyianyagok nagyobb mennyiségben talalhatok az izom-
zatban, mint a kakasoknal (Myoungheon és Sangkeun, 1999). Magnézium-
adagolas esetén a takarmany foszforszintjét is nyomon kell kévetni, mert a
magnézium-bevitel megnoéveli az allatok foszforigényét (Hess és Britton, 1997).
A foszfor legnagyobb része (t6bb mint 61%-a) a tojassargajaban talalhato
foszfolipidek formajaban (Sugino és mtsai, 1997). A magnézium- és a foszfor
kiegészités pozitiv modon befolyasolja a takarmany-felhasznalast és a tojas-
sulyt (Hossian és Bertechini, 1998).

Rogerson és Singsen (1976) naposcsibék takarmanyaba kiegészitésként
875, 1375 és 1875 mg/kg magnéziumot kevertek. Ennek hatasara a majban a
natrium-, a vesében pedig a kaicium-koncentracié az adagolt magnézium
mennyiségével parhuzamosan csékkent. A szivizomzatban viszont nem észlel-
tek szignifikans valtozasokat.

Toxikus mértéki adagolas hatasara a naposcsibék sipcsontja megrévidil,
megvastagszik, mikroszképos vizsgalat soran a csontlemezeknél angolkérra
jellemzd tuneteket figyelhetek meg nagyon kis szamu oszteoblaszt sejttel (Lee
és mtsai, 1980; Lee és Britfon, 1980). Cstkken tovabba a tojastermelés, a ta-
karmanyfelvétel és a testslly (Hess és Britton, 1997). Tulzott mennyiségben
adagolt magnézium hatasara csékken a vér kalciumszintje, antagonista hatas
figyelhet6 meg a két elem kodzétt (Ding és mtsai, 1992). A tulzott kalciumbevitel
viszont cstkkenti a magnézium felszivodasat (Rogler és Parker, 1972). Monsey
és mtsai (1977) kisérletében a magnéziumtdbblet hasmenést okozott jércéknél
valamint csékkentette a testsulygyarapodast.

A kilénbozé allatfajokndl a jelenlegi takarmanyozasi szabvanyok alapjan
nem beszélhetunk magnéziumhianyrél, ennek ellenére az alaptakarmanyban
lévé mennyiségen felul adagolt magnézium javithatja a termelési eredménye-
ket.

Kisérletinkben azt a célt tiiztuk ki, hogy megvizsgaljuk a tojétyukok takar-
manyahoz a szikségletet meghaladd mennyiségben adagolt magnézium hata-
sat az embritfejlédésre, valamint a keltethetéségre.
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ANYAG ES MODSZER

A kisérletet sarga magyar tojotytkokkal végeztik (20-21. tojohét), ahol az
alaptakarmanyon felal 300 (Mg 1), 400 (Mg 2), 500 (Mg 3) mg/nap magneziu-
mot adagoltunk az egyes kisérleti csoportoknak MgO formajaban, melynek
magnézium-tartalma 58,67 %. Minden csoportban 40 tojotyuk és 4 kakas volt.

Megvizsgaltuk a 14, 16, 18 és 20 napos csirkeembri6 sulyat, majd az agy,
maj, sziv &s gyomor sulyat, tovabba azok magnézium-tartalmat. Minden bonco-
lasi napon csoportonként véletlenszerlien 5-5 tojast vettiink ki a keltetébél.

A keltetés alatti Iampazasok soran kiestek a terméketlen, a véres, majd az
elhalt és végul a befulladt tojasok. A kelési %-ot a kikelt naposcsibék €s a bera-
kott tojasok aranya adta, de értékének megallapitasakor a berakott tojasokbdl
csoportonként 20 tojassal kevesebbet vettiink figyelembe, amelyek az inkuba-
ci6 alatt végzett mintavételek soran hasznaltunk fel.

Tovabba megfigyeltik, hogyan valtozik a magnézium-adagolas emelkede-
sével az egyes kisérleti csoportoknal a keltetés soran kiesett tojasok mennyisé-
ge, valamint a kikelt naposcsibék atlagos sulya.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A keltetés folyaman kiesett tojasokat és a kelési % alakulasat az 1. tablgzat
tartalmazza. Az eredményekbdl kitlinik, hogy a magnézium-adagolas jelentésen
javitotta a keltetési eredményeket. A keltetés mind a négy csoport esetében
azonos keltetd gépben tortént, a genetikai hattér, a takarmanyozas és a kelteto
tojas gydjtésének idétartama szintén azonos volt.

1. tAblazat
A magnézium-adagolas hatasa a keltethet3ségére
Csoport |'Berakott | 1.18mpazas(3) | ..cg) (2. 18Mpazas(d)|y.sc )| Befuladt | KE! | kelesi %
tojas, n | termé- | véres csibe
. (1 2 ketlen(4) | (5) (n-15) elhalt(7) (n-20) (8) ) (10)
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(?), asphyx1ated(8)
hatched chicks(9), hatching %(10), control(11)

Az 1a tabldzatban-mutatjuk be a lampazas soran kiesett tojasok szazalékos
megoszlasat az egyes kisérleti csoportokban. Megfigyelhetd, hogy a magnézi-
umszint emelkedése kedvezé hatassal volt a lampazas eredményeire, csdkken-
tette ugyanis a kiesett tojasok mennyiségét.

A 2. tablazat az embri6 sulyat mutatja be a kontroll és a harom kiserleti
csoportban, valamint- megadtuk az eredmeények statisztikai értékelését is (2a
tablazat). Az embriénak a tojashoz viszonyitott %-os aranya mind a négy’bon-
colasi iddpontban linedrisan névekedett a magnézium-kiegészités hatasara.
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1a tablazat
A magnézium-adagolas hatasa a keltetés soran kiesett tojasokra
Csoport(1) | Véres(2) Elhalt(3) Befulladt(4)
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 of breeding eggs
group(1), bloody(2), dead(3), asphyxiated(4), control(5)
2. tablazat
A magnézium-adagolas hatasa a csirkeembrié sulyara
Tojas(3) | Embrio(4) o Tojas(3) [ Embrio(4) e
Csoport(1) atiagsilya, 9(6) Arany, %(5) atlagsdlya, 9(6) Arany (%)(5)
14. nap(2) 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. nap(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 tablazat
Az embrié tojashoz viszonyitott aranyanak statisztikai értékelése
14. nap(2) 18. nap(2)
Csoport(1) e rtrol3) | Mg 1. | Mg 2. | Mg3. | Kontrol3)] Mg 1. | Mg2. | Mg3.
Kontroll(3) R NS NS * * ik NS
Mg 1. * e NS * NS NS **
Mg 2. NS NS ) NS i NS e -
Mg 3. * NS NS . - > NS
16. nap(2) 20. nap(2)
*P<0,05; **P<0,01)

Table 2a.: The statistic evaluation of the embryo
group(1), day(2), controi(3)

Ha az életfontossagu belsé szervek embriéhoz viszonyitott aranyat kévetjik
nyomon_ (3. tablazat), akkor megfigyelhetjik, hogy a 14—18. napig tarté embrié-
fejlédési szakaszban a maj sllya a magnézium-adagolassal parhuzamosan
névekedett.
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Az inkubacio 18. és 20. napjan végzett mintavételkor ez a sulynévekedés a
majnal mar nem volt megfigyelhetd. A tobbi belsé szervnél kovetkezetes suly-
valtozas a kontroll és a kisérleti csoportok k6z6tt nem mutatkozott.

Az egyes szervek aranyanak statisztikai értékelése a 3a, 3b, 3¢ és 3d tab-

lézatokban talalhato.

A bels§ szervek silyanak valtozasa az embrié sulyadhoz viszonyitva

3. tablazat

Embriéhoz viszonyitott, %*(3)

Csoport(1) | Agy(4) | Sziv(5) | Maj6) [Gyomor(7)| Agy(4) | Sziv(5) | Maj(6) | Gyomor(7)

14. nap(2) 16. nap(2)

Kontroll(8) | 4,43 | 1,23 2,18 2,58 3,74 0,79 181 3,00

Mg 1. 452 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) 348 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 0,68 203 .| 573

* relativ suly az embrié teljes sulydhoz (100 %) viszonyitva(9)

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

Az embri6:agy aranyanak statisztikai értékelése

3a. tablazat

14. nap(2) - 18. nap
Csoport(h) I ontroii3) | Mg 1. | Mg2. | Mg3. |kontrol(3)| Mg 1. | Mg2 | Mg3.
Kontroll(3) NS NS NS ' NS NS .
Mg 1. NS NS | NS NS | | Ns w
Mg 2. NS NS | | 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)

‘Az embrid:sziv aranyanak statisztikai értékelése

3b. téblézat

14. nap(2) 18. nap
Csoport(1) 1o o3 [Me 1. [Mg2  [Mg3. | kontroll(3) [Mg 1. [Mg2. | Mg 3.
Kontrol(3) | NS | ‘NS NS — 7] NS NS NS
Mg 1. NS | Ns | Ns NS [ | Ns | NS
Mg 2. NS NS |© 7| Ns NS NS |07 7] Ns
Mg 3. NS NS NS o . NS . e
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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Az embri6:maj aranyanak statisztikai értékelése

3c. tablazat

14. nap(2) 18. nap
Csoport(1) 1@ [Mg 1. [Ma 2 [Mg3 | kontrol(3) [Mg 1. [Mg2  [Mg3.
Kontroli(3) NS NS NS NS NS NS
Mg 1. NS : NS NS . NS NS
Mg 2. . NS y 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)

Az embrié:gyomor aranyanak statisztikai értékelése

3d. tablazat

14. nap(2) 18. nap
Csoport(1) oo [Mg 1. [Mg2.  [Mg3  |kontroli(3) [Mg 1. [Mg2.  [Mg3.
Kontroli(3) NS NS NS NS NS NS
Mg 1. NS NS NS - NS NS
Mg 2. NS e 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 atlagos sulyat mutatja be a 4. fabldzat. Annak ellenére,
hogy az inkubacié 20. napjan tértént mintavételkor az embridsilyt mindharom
kisérleti csoportnal meghaladta a kontroil csoport embriosulyt, a kelést kévets-

en elvégzett napos kori csibemérésnél a kisérleti csoportok értékei elmaradtak
a kontrolltol.

A kikelt naposcsibék atlagsulya

4. tablazat

Kikelt naposcsibe(2)
Csopont(1) n atlagsuly, 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 embri6 .belst szerveinek magnézium-tartalma sem a magnézium-

adagolas hatasara, sem az inkubécié soran nem valtozott (5. fablazat).
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5. tablazat

Az embri6 belsé szerveinek magnézium-tartalma

Kontroll3) [ Mg1. [ Mg2 [ Mg3.
Kor(1) Mg, ma/kg

14.nap(2) | 0.196 - 1185 0222

Agy(@) 16.nap(2) | 0,206 0,175 0,167 0178
18.nap(2) | 0213 0.215 0,235 0211

20. nap(2) | 0,205 0,240 0.238 0,231

14. nap(2) 0,455 0,519 0,508

S2ives) 16.nap(2) | 0,674 0,339 0,386 0,340
18.nap(2) | 0,350 0,312 0,363 0,578

20. nap(2) | 0,360 0,319 0,316 0,345

14 nap(2) | 0,653 0,592 0,678

MAi6) 16.nap(2) | 0,804 0,564 0,582 0,652
18.nap(2) | 0644 0,597 0,616 0,578

20.nap(2) | 0619 0,624 0,569 0,614

14.nap(2) | 0,269 0,240 0,241

16.nap(2) | 0,285 0,320 0,283 0,314

Gyomor(?) | 18 nap(2) | 0230 0,230 0,206 0,255
20.nap(2) | 0,386 0,377 0,386 0,412

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

KOVETKEZTETES

A magnézium-adagolas jelentésen javitotta a keltetési eredményeket. Ha
az embrionak a tojashoz viszonyitott %-os aranyat figyelembe vesszik, az
embridfejlédés mind a négy mintavételi idépontban a magnézium-kiegészités
hatasara linearisan és szignifikansan (P<0,05; P<0,01) névekedett.

Az asvanyi anyagok tarolasa és metabolizmusa szempontjab6! az embrié-
fejlédés soran kulcsfontossagu szerepet tolt be a maj (Richards és Steele,
1987ab), melynek asvanyianyag-koncentracidja az embriéfejlédés soran foko-
zatosan valtozik (Sandrock és mtsai, 1983; Fleet és McCormick, 1988).
Richards (1991ab) vizsgalatai kimutattak, hogy a majban lévé mikroelemek
ingadozé eléforduldsa kapcsolatba hozhato a tojasbél térténé mobilizacidval.

Ha az életfontossagu belst szervek embriéhoz viszonyitott aranyat kovetjuk
nyomon, azt tapasztaljuk, hogy a 14-18. napig tarté embri6fejlédési szakasz-
ban a mjj sulya a magnézium-mennyiség névekedésével parhuzamosan néve-
kedett, ami statisztikailag is igazolhaté volt (P<0,05; P<0,01). Mindez azzal
magyarazhatoé, hogy a/magnézium majba térténd beépllése feltehetéen fokozta
a biokémiai — és ennek révén a novekedési — folyamatok intenzitasat. Az
inkubacio 18. és 20. napjan tértént mintavételkor ez a sulynévekedés a majnal
mar nem figyelhetd meg, mert erre az idépontra a tojassargajabol, héjbél az
asvanyianyagok beépulése mar jérészt befejezddik. A tébbi belsd szervnél ko-
vetkezetes sulyvaltozas a kontroll és a kisérleti csoportok kézétt nem mutatko-
zott. :
Mivel az asvanyianyagok csirkeembriéba valo beépiléséért a chorioallan-
tois membran a felelés, a tojashéjba beépiilé magnéziumtébblet bejut a fejlédéd
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embribdba, és az a kulonb6zé szervekbe, csontozatba beépulve befolyasolja a
biokémiai folyamatokat, emiatt egyes létfontossagu vegylletek szintézisét
(Grau és mtsai, 1979; Richards és Packard, 1996; Richards, 1997; Wilson,
1997). Dewar és mtsai (1974) megfigyelték, hogy az embriéban a cink-, réz-,
vas- s mangan-koncentracié a keltetés 6tédik napjan a legmagasabb, majd
folyamatosan csokken a 10. napig. Shamsuddin és mtsai (1977) azt vizsgaltak,
hogyan valtozik a csirkeembrié majanak magnézium-koncentracioja a fejlédés
soran. A keltetés ideje alatt a 6., 14. és 18. napon mérték a legmagasabb mag-
néziumszintet, hasonldéan a sajat vizsgalataink eredményeihez. Mivel szamos
anyagcsere-folyamat magnézium-igényes, igy a keltetés ideje alatt megfigyelt
magnézium csucsok kapcsolatban lehetnek az ezekhez a folyamatokhoz sziik-
séges vegylletek szintézisének névekedésével a fejlédd csirkemajban. A kelte-
tés 14. napjan mért magnézium cslics Osszefligg a vérképzddéssel, a 18. na-
pon mutatkozd magnéziumtébblet, pedig kapcsolatban all a kétészdvet és a
mukopoliszacharidok képzédésével.

Az embrid bels6 szerveinek magnézium-tartalma a laboratériumi vizsgala-
tok soran sem a magnézium-adagolas hatasara, sem a keltetési idészak elére-
haladtaval nem valtozott.

Annak ellenére, hogy a 20. napon tortént mintavételkor az embridsuly
mindharom kisérleti csoportnal meghaladta a kontroll csoport embridsulyat
(P<0,05; P<0,01), a napos korban tértént csibemérésnél a kisérleti csoportok
értékei elmaradtak a kontrolitél. Ennek pontos oka jelenleg még nem ismert, az
tovabbi vizsgalatokat indokol. Feltételezhetd, hogy a nagyebb embriéju tojasok-
bol a csibék elébb keltek ki és a bujtatoban sulyvesztést okozott az egyideji
gépbdl valo6 kiszedés.

Osszefoglaléan megallapithatd, hogy a magnézium-adagolds kedvezéen
befolyasolja a tenyésztojas minéségét, javitja a keltetési eredményeket, ugyan-
akkor nem épll be az embri6 belsé szerveibe annak ellenére, hogy az agy és a
maj raktarozé szervnek szamit a szikségletet meghaladé mennyiségi magné-
zium bevitel eseteben.
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A TOKESRECE TOJOT ERT STRESSZ HATASA A
TOJASSZIKBE DEPONALT SZTEROIDOKRA ES AZ
UTODOKRA

SZOKE ZSUZSANNA — FERENCZI SZILAMER — BICZO ANDRAS — PECZELY PETER

OSSZEFOGLALAS

A handling stressz hatasat vizsgéaltadk a tojé és utddai vonatkozasaban, amelyet az allatok ha-
romszori befogasaval és szallité dobozba torténd helyezésével értek el. Ezt a procedurat harom
egymast kévetd napon megismételték. A kezelések alatt 4 ranként tortént belsargyiijtés a tojoktol
és a 3. naptdl kezdve pedig megkezd6dott a tojasgydjtés is. A kezelés hatasdra a tojokban beké-
vetkezd kortikoszteron (B), tesztoszteron (T) 17-B-Osztradiol (E2), progeszteron (P4) és
dehidroepiandroszteron (DHEA)-koncentracio-valtozasokat a bélsarbél torténd szteroid analizissel
(RIA) detektaltak. A tojasok egy részét (napi 2—4 tojas/csoport) 84. 6raig inkubaltak, majd a tojas
felnyitasa utan rogzitették az embrié paramétereit. Ezt kévetden a késébbi ivar-meghatarozas
céljabol az embrid eltavolitasa kovetkezett. A tojasszikbél is meghataroztak a fent emlitett szteroi-
dokat. A tobbi tojast a szerzdk kikeltették. A kezelt csoport kelési szazaléka mintegy 20%-kal elma-
radt a kontrolihoz képest és ez a kilonbség jorészt a korai embrié elhalasbél adddott. A kezelt
csoport utddainal a tdmeges kelés mintegy 12-24 éraval korabban kezdédott.

A stressz hatasara a tojok bélsaraban mérheté B koncentracié megnovekedett, s ez megjelent a
szikben is. Mind a néivari mind a himivard embriét tartalmazé tojasok szik B koncentracidja szigni-
fikansan magasabb értéket mutatott a kontrollokénal. A bélsarban mérheté T mennyiség szintén
megemelkedett, azonban csak a himivaru embriét tartalmazé tojasok szik T tartalma mutatta ezt a
valtozast, a néivarnal a két csoport k6z6tt nem volt kiildnbség.

A DHEA estében a noivard embriét tartalmazé tojasokban nem tapasztalhaté szignifikans k-
I6nbség. Ezzel szemben a himivart tartalmazé tojasok szikanyagaban — a T-hoz képest ellenkezé-
en — a kontroll csoporthoz képest szignifikans csokkenés kovetkezett be. A fekalis értékek tekinte-
tében nem volt kiilénbség a csoportok kozott.

Az E2-koncentraciok vonatkozasaban a néivaru embriét tartalmazé szikben volt eltérés, a kezelt
csoportban szignifikansan nagyobb volt a koncentracié, mig a himivart tartaimazé tojasok E2 tar-
talma nem valtozott. A kezelt csoport fekalis értékei-elmaradtak a kontrollhoz képest. A szik P4
szintek a kontroll és stresszelt csoportokban, mindkét ivarban, azonosan alakultak. A fekalis P4
koncentraciok is alacsonyabb értéket mutattak a kezelt csoportban.

A kisérlet eredményei a stressz anyai szteroid depoziciét befolyasold hatasat tamasztjdk ala,
mely hatassal lehet a kelési rata csokkenésére is.

SUMMARY

Sz6ke, Zs.Ms. ~ Ferenczi, Sz. — Bicz6, A. — Péczely, P.. EFFECT OF MATERNAL HANDLING
STRESS ON STEROID DEPOSITION INTO THE YOLK AND THE OFFSPRING IN MALLARDS

Handling stress was used in female mallards to study the steroid deposition into the yolk and the
embryonic development. Handling stress was carried out by put the female mallards into wooden
boxes and moving for 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-B-oestradiol- (E2), progesterone-
(P4) and dehydro-epiandrosterone (DHEA) levels were analyzed using RIA method. Some 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 for 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) level 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.

BEVEZETES

A madarfibkak fenotipusat nemcsak a genetikai érékitdanyag atadasa befo-
lyasolja, hanem egyéb epigenetikus maternalis hatasok is. Az egyilttes anyai
hatast a tojasszikbe deponalt kilénbdzé biolégiailag aktiv vegylletek készleté-
nek atadasa jelenti.

Bar a madartojasok szteroid tartalmanak vizsgalatai a 1920-as évekig nyul-
nak, a technikai attérést mintegy egy évtizede Schwabl (1993) munkassaga
hozta, aki a szikbdl Radio Immuno Assay-vel rutinszer(ien megoldatta a kalén-
b6z szteroid hormonok kimutatasat. Vizsgalatai alapjan bizonyitast nyert, hogy
a kanari (Serinus canaria) tojasaiban a tesztoszteron mennyiség fokozatosan
nétt a lerakott tojasok szamaval. A feltevés szerint a névekvé szteroid koncent-
racio (féként az androgén) kompenzalja a késdbb lerakott tojas és utod ,hatra-
nyosabb” helyzetét (Schwabl/, 1996), valamint a kelés szinkronizalasahoz is
hozzajarul, emellett a szik tesztoszteron tartalma és a kikelt fiokak agresszivita-
sa és életrevalésaga kozoétt hatarozott pozitiv dsszefliggés volt kimutathatéd
(Eising és mtsai, 2001). A szikben talalhaté androgén — elsésorban a tesztosz-
teron koncentraciéval — erds pozitiv korrelaciot mutat a kikeléskori izom to-
meggel (Lipar, 2001), intenzivebb ndvekedési eréllyel és csdkkent a kelési
asszinkronitas is (Eising és mtsai, 2001). Ezen kivlul Strasser és Schwabl
(2000) medfigyelte, a magas androgén szint a csoportban betéltétt magasabb
dominancia szinttel és a jobb tlléléssel, ratermettséggel all dsszefiiggésben.

Kevés irodalmi adat all rendelkezésiinkre arrél hogyan és miként transz-
portalédik a madarakban — az elsddleges glukokortikoid, a kortikoszteron a
tojasszikbe és ez az oft jelenlevé szamottevd mennyiség, hogyan hat az embrié
fejlédésére. Az emlésoknél mar régéta ismert, hogy ha egy vemhes nésténynél
glukokortikoid kezelést alkalmaznak, akkor az utod(ok) sziletési testsulya szig-.
nifikansan alacsonyabb lesz, mint a kontroll csoportban (Seck/, 2001). A fent
emlitett szamos vizsgalat is igazolta, hogy madarakban, a tojasszikben talalhato
szteroidok befolyasoffak az utédok postnatalis névekedését, fejlédését.
Hayward és Wingfield (2004) vizsgalatai azt mutattak, ha japan furjtojokba kor-
tikoszteron implantatumot tltettek, ennek kévetkeztében imagasabb kortikoszte-
ron koncentraciot mértek a tojasszikben, majd a kelési szazalék is alacsonyabb
értéket mutatott, st ezen kivil ezek a csibék lassabban is néttek a kontroll
tarsaikhoz képest. Hasonlo élettani hatasrol szamoltak be halaknal, ahol a
megemelkedett glukokortikoid szint — a kortizol — néveli a peték mortalitasat
(Pottinger és Carrick, 2000), csokkenti a kikelés utani larvaméretet (McCormick,
1999) és noveli az abnormalis larvak gyakorisagat (Morgen és mtsai, 1999).
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ANYAG ES MODSZER

Allatok és tartasuk: Vizsgalatainkat egy éves tokeés récéken végeztik, me-
lyeket szabad kifutés Slakban helyeztink el. Az allatok szamara a kacsa tojo-
tap, mészkdgritt és az atfolyd rendszerben biztositott viz ad libitum allt rendel-
kezésre, az esetleges termékenyulési problémak elkerilése érdekében nem a
3:1 ivararanyt alkalmaztuk, a kezelt és kontroll csoportban is 15 tojo és 10 ga-
cser volt. ‘

A stresszkezelést megel6z6 napon fekalis alapadatgydijtés toértént mindkét
csoportbdl. Handling (megfogas, befogas) stressz kivitelezése:

A tojokat a befogasuk utan szallitéladaba tettik és mozgattuk ket — ezzel
mintegy a szallitast imitalva — 20 percig majd 10 perc szlnetet kdvetden ezt a
procedurat haromszor megismételtuk. Végul vért vettunk allatainktél és bélsar-
mintakat gydjtéttink. A kezeléseket, 3 egymast kéveté napon megismételtik A
kisérleti protokollt az 1. tablazat tartalmazza, a handling stresszt kétszer ismé-
telttk, A masodik 2002. aprilis 9-én kezddédott és teliesen megegyezik a
handling-I-nél alkalmazottakkal.

1. tdblazat
Handling-stressz kisérleti protokoll

Handling ) Marcius Apr.
stressz |. 19. [ 20. [ 21 J22. [23.]24. [25. [ 26.[27. [ 28. [ 29. [ 30. ] 31. | 01.
Handling Aprilis
stressz |l. 09. [ 10. [ 11.}12. [ 13. | 14. [ 15. [ 16. | 17. 18. 1 19. 1 20. | 21. | 22
Bélsar- 10 | 10 | 10
gy(jtés 14 | 14 |14 |10 {10 |10 {10 | 10|10 |10 |10 | 10| 10 [ 10
ideje, 6ra(1)| 18 | 18 | 18

Tojasgylijtés keltetésre 03.21-t6l, ill. 04.12-t6] napi 1-3 tojas 84 oras inkubalas szik analizis és
embriészexalas*

Table 1.: Experimental protocol of handling-stress
feaces collection time, hours(1), * Eggs collection for handling from 03.21. and 04.12, daily 1-3
eggs, incubation time 84 hours, yolk analysis embryo sexing

Szteroid analizisek: A tojasszikbél kortikoszteront (B) és szexual szteroido-
kat: tesztoszteront (T) 17-B-Osztradiolt (E2), progeszteront (P4), dehydroepian-
droszteront (DHEA) Radio Immuno Assay modszerrel hataroztunk meg. A to-
jasszikb6l valé szexudlszteroid kinyeréshez a dietil-éteres extrakciot alkalmaz-
tuk, melyet 1%-os Triton-X-100 emulgealassal egészitettik ki. Az extrakciot
kévetd visszanyerést 3H-tesztoszteron hozzaadasaval meértuk, az atlagos visz-
szanyerés: 71,79+11,32% volt. A kortikoszteron kinyeréséhez diklormetant
hasznaltuk és az extrakcidés visszanyerést 3H-kortikoszteronnal teszteltik, az
atlagos visszanyerés 71,19+8,89 % volt. A RIA az 6sszes szteroid esetében 2,5
mg-bol tortént. _

Korabbi vizsgalatainkban megallapitottuk, hogy a tékés récéknél az inkuba-
cié 4. napjaig (96 ora) a szikben nem tdrtenik szignifikdns koncentracio valtozas
a fent emlitett szteroidok esetében (Széke és mtsai, 2003). A bélsarbél — a
tojasszikhez hasonléan — szexudl szteroidokat és kortikoszteront hataroztunk
meg, az extrahalé olddszerek is megegyeztek, csak ebben az esetben 1%-os
SDS oldattal torténé emulgealast alkalmaztunk. A RIA az ¢sszes szteroid ese-
tében 1mg-béltériént.
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Embrioszexélas: A vizsgalataink soran a 84 6rat inkubait tojasokbol eltavoli-
tottuk az embriot és Chelex 100 (Bio-Rad) extrakciéval genomidlis DNS-t izolal-
tunk (Walsh és mtsai, 1991). Ezt kévetéen a mintabél 2 ul hasznaltunk a PCR
reakcidhoz a kdvetkezd feltételek mellett:

— reakciétérfogat 50 ul, reakcidmix tartaimaz: 0,2 mM mindegyik dNTP-
bél, 40 pM mindegyik primerbdl, 2,5 unit Taq polimeraz (PROMEGA), 2,56 mM
MgClI2, 5 mikroliter 10x PCR puffer (PROMEGA) ,

— PCR primerek: a szexalashoz haszndlt két primer part /ltoh és mitsai,
(2001) altal végzett kisérletek alapjan terveztik.

PCR korulmények: 95 °C, 5 perc

95 °C, 80 masodperc

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

72 °C, 5 perc

A PCR reakciét Perkin EImer Gene Amp 2700-as tipusu készulékkel végez-
tik. A kapott termékeket 2 viw %-o0s agaréz gélen valasztottuk el 1X TBE puf-
ferben. Ezt kévetden etidium bromiddal festetttk a PCR termékeket.

Statisztikai analizis: A tojasszik szteroid tartalmanak 6sszehasonlitasahoz
F-prébat alkalmaztunk (Microsoft Excel, 98). A bélsarban mérheté szteroid
ekvivalensek értékeléséhez, a kinetika és 6sszproduktum dsszehasonlitasahoz
a goérbe alatti tertlet integraltuk a Microcal Origin Version 3.5 szoftver segitsé-
geével. '

EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

Korabbi vizsgalataink alapjan a handling-stressz kezelést kévetéen a kezelt
csoportban tojastermelés révid idejii visszaesését figyelhetjuk meg kalénésen
az elsd kezelést kovetd 4-5. napon, ezzel parhuzamosan emelkedik a tojas-
suly: atlagban mintegy 7 szazalékkal (Sz6ke és mtsai, 2003) és ez a
megnovekedett suly a vizsgalt peri6dusban mindvégig megfigyelheté volt. A
nagyobb suilya tojasokbél a kikel$ utédok szama csdkkent

A kezelt csoport kelési szazaléka mintegy 20%-kal elmaradt a kontrolihoz
kepest es ez a kildnbség jorészt a korai embridelhalasbol adédott (1. 4bra).

1. abra: Kelési eredmények a stresszkezelések utan

80 ] —
70
60
50 i p
% 40
30
20 =
10
Kontroll (H1) Stressz (H1) Kontroli (H2) Stressz (H2)
B1. lampazas (10. nap)(1) Al lampazas (22-23. nap)(2) 4
Dbefulladés(3) .Olkelési % (4) -

Fig. 1.: Percentages of hatchatibility after the handling stress' treatments
candling (10th day)(1), candling (22 or 23th day)(2), perinatal death(3), percentage of hatchatibility(4)
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Kétszeresére emelkedett az embribelhalds (korai elhalas a keltetés 3-10.
napjan), a masodik elhalasi csucsot pedig a 21. nap koril kaptuk, de itt mar
kisebb a kilonbség a kontrolihoz képest. A befulladas mértéke mindkét cso-
portban azonosan alakult.

A szikanalizis vizsgalatokra 84 6ra hosszat inkubalt tojasokban is megfi-
gyelhetd az el6bb emlitett tendencia, mely szerint a kezelt csoportban megnétt
az elhalt s abnormalis embridk aranya (2. és 3. abra).

2. abra: Embridfejlettség 84 oras inkubalas

utan a ,handling” stresszt kdvetéen

24%

™

40%

12%

{

H

24%

D elhalt embrio (24%)(1)

Bl abnormalis embrié (12%)(2)
E1é16, de atlagnal kisebb (24%)(3)
E1él6, normal embrié (40%)(4)

Fig. 2.: Embryonic development after 84th
incubation time in stressed group

3. ébra: Embritfejlettség a 84 6ras inkubalas
utan a kontroll kezelésben

4% 4%

.[Ehb.
1=

51%]:

i an>
W elhalt embrio (4%)(1)
8 abnormalis embrid (4%)(2)
O é&l6, de atlagnal kisebb (41%)(3)
@ éls, normal embrio (51%)(4)

Fig. 3.. Embryonic development after 84th
incubation time in control group

death embryo(1), abnormal embryo(2), live, but smaller embryo(3), live, normal embryo(4)

A handling stresszkezelés utan a tojokban megnétt a bélsarban mérhetd
kortikoszteron koncentracio (4. abra), statisztikailag (a gorbe alatti teruletsza-
mitassal) a 10. napig igazolhaté a megemelkedett gliikkokortikoid tartalom.

4. 4bra: A tojok fekalis kortikoszteron koncentracié valtozasai
a stresszkezelés alatt és azt kbvetSen
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Fig. 4.: Changes of faecal corticosterone level in females during and after the stress treatments
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Ezzel parhuzamosan a tojasszikben is detektalhaté egy erételjes szignifi-
kans emelkedés mind a néivari-, mind a himivari embriét tartaimazé tojasok
szikanyagat tekintve (5. 4bra). Ez az eredménylnk jél korreldl Hayward és
Wingfield (2004) eredményeivel, mely szerint a tojékba szubkutan implantait
kortikoszteron ,sylastic” segitségével megemelkedett kortikoszteron koncentra-
cié atjutott a tojasszikbe. ‘

5. dbra: A 84. 6raig inkubalt tojas szik-kortikoszteron (B) koncentracioi a két csoportban

4 -
3 *P=0.0
m
P R » R
D 2 4 N
o **P=0,000 \
<+ — — — 3 »
1 4 T+P=0.015 -
L
0 A &\\
kontroll stressz
B himivar(1) OB ndivaru(2)

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

Erdekes ivari kuldnbséget figyelhetink meg a kontroll csoport tojasait ille-
téen, ugyanis a himivari embriét tartalmazé tojasok szikanyagaban magasabb
kortikoszteron mennyiséget mértiink.

A kezelést kévetben a tojok bélsar mintdiban magasabb tesztoszteron kon-
centracié mérheté a vizsgalat 10. napjaig, majd a kulénbség eltiinik (6. dbra).

6. abra: A tojok fekalis tesztoszteron (T) koncentracié valtozasai a
stresszkezelés alatt és azt kbvetden
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Fig. 6.: Changes of faecal testosterone level in females during and after the stress treatments
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Ezt a megemelkedett androgén szintet csak a himivart embriét tartaimazo
tojasszikben tudtuk kimutatni (7. dbra), mig a ndéivard embriét tartalmazé toja-
soknal (8. abra) a T koncentracié teljesen megegyezett.

7. dbra: Szexual szteroid koncentracidk a szikben (himivara embriét tartalmazé tojasok)

200
180
160
140
120

ng/g szteroid koncentraciok(1)

1
T E2 DHEA P4
O kontroll C stressz

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

Fig. 7.: Yolk steroid concentrations in' male embryo containing eggs
ng/g steroid concentrations(1)

8. 4bra: Szexual szteroid koncentraciok a szikben (néivaru embriét tartalmazo tojasok)
160

140

120 —t—

100
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40
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0 ] ' #—-’ﬁ ' lii E I
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Fig. 8.: Yolk steroid concentrations in female embryo containing eggs
ng/g steroid ccncentrations(1)

A kezelt madarak tojasaiban magasabb T koncentraciot taléltunk és jellem-
z6 volt az, hogy ebben a csoportban a fiokak tomeges kelése mintegy 12-24
oraval megel6zte a kontroll csoportot. Ez a megfigyelésiink megegyezik Eising
(2001) kozlésével.
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A fekalis E2 koncentracio a kezelt csoportban mindvégig elmaradt a kont-
rolihoz képest (9. &bra), habar csak a kezelést kovetden 2-3 napig észleltiink
visszaesést a produkciéban. A szikben mérhetd 6sztrogén tartalom a him emb-
riét tartalmazo tojasokban megegyezett, mig a néivardaknai (8. dbra) a kezelt
csoportban mutat szignifikansan magasabb értéket.

9. abra: A tojok fekalis 6sztrogén (E2) koncentracio véltozasal
a stresszkezelés alatt és azt kdvetéen
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Fig. 9.: Changes of faecal cestrogene (E2) level in females during and after the stress treatments

A fekalis DHEA szintek azonosan alakultak a kisérlet alatt (10. dbra), a ke-
zelt csoportban a kezelés-sorozatot kévetd 2 napon taldlunk egy kiugrd csucs-
értéket. A szikbe deponalt DHEA koncentracié a himivarnal (7. dbra) szignifi-
kansan alacsonyabb volt a kezelés hatasara, néivarnal (8. dbra) ez a szint azo-
nosan alakult a két csoportban.

10. abra: A tojok fekalis dehydroepiéndroszteron (DHEA) koncentraci6 valtozasai a
stresszkezelés alatt és azt kbvetGen
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Fig. 10.: Changes of faecal dehydroepiandrosterone (DHEA) level in females dunng and after the
stress treatments
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A fekalis P4 értékek a kezelést kovetd 9. napig elmaradnak a kontrolihoz
képest, majd egy erételjes szignifikans novekedés lathatd, amely 6sszefiiggés-
ben alihat a kévetkezd F1 tuszé nemzedékkel (11. dbra). A szikben nem talal-
hato kulénbség (7. és 8. 4bra).

11. abra: A tojok fekalis progeszteron (P4) koncentracié valtozasai
a stresszkezelés alatt és azt kovetéen
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Fig. 11.: Changes of faecal progesterone (P4) level in females during and after the stress treat-
ments '

A kezelt csoport himivara embriéinal a T, mig a néivarnal az E2 emelkedett
meg szignifikansan a stressz kezelés hatasara. A DHEA koncentracié elmarad
a kezelt csoport himivart embrioit tartalmazo tojasoknal.

Vizsgalataink a stressz valasz, illetve kortikoszteron forgalomvaltozas, va-
lamint a szik szexual szteroid tartalma kozti kélcsénhatasokra, tovabba a DHEA
és T stresszt kovetd kulonbozé tipusu reakcidira hivjak fel a figyeimet. A két
androgén eltérd élettani szignifikanciaja igy ismét igazolast nyert.
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/ANYAJUHOK SZAPORULATI MUTATOINAK ALAKULASA
ES AZOK ELETTELJESITMENYRE GYAKOROLT HATASA A
TENYESZTESBE VETELI IDO ES A SURITETT ELLETES
FUGGVENYEBEN

NAGY LASZLO — POTI PETER — PAJOR FERENC — LACZO EDINA

OSSZEFOGLALAS

A kisérletben 1995. januar 1. és 1995. februar 10. kézétt sziuletett magyar merind jerkebaranyok
szerepeltek. A jerkéket 30-35 kg testsuly elérésekor 9,5~10,5 honapos kor kérul termeékenyitették
elészér. Az ekkor termékenyilt jerkék (n=83) egyedei alkottdk az |. csoportot. Az éves kor kéril
nem kellden fejlett allatokat, vagy elészér, vagy ismét termékenyitették, ezek alkottak a Il. csoportot
(n=65). Az elsé ellést kdvetden mind a két csoport egyedei atlagosan 8 havonta ellettek, tartasuk és
takarmanyozasuk azonos médon tortént. A tavasz végi termékenyitési szezonban (aprilis-majus)
ivarzas szinkronizalast alkalmaztak. Az |. csoport elso ellése alkalmaval 1,02 volt az atlagos ba-
ranyszam, a masodik ellés alkalmaval 1,36, amely kbézel azonos a Il. csoport elsé elléskori barany-
szamaval (1,3). A tovabbi ellésenkénti atlagos baranyszam kozétt alig volt killonbség, az elsé cso-
portnal 1,37+0,16, a Il. csoportnal 1,38+0,11 volt a baranyok szama. A vizsgalatok végeztekor
(2004. oktdber) az I. csoport egyedei tizennégyszer, a |l. csoport egyedei tizenharomszor ellettek.
Az eredmények alapjan megéllapithaté, hogy a magyar merind jerkék 10-11 honapos korban te-
nyésztésbe vehetok, és slritve (8 havonta) ellethetok megfelelé felnevelési, tartasi és takarmanyo-
zasi korilmenyek kozott.

SUMMARY

Nagy, L. — Pdti, P. — Pajor, F. — Laczé, 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 Hungarian 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 |. (n=83). Ewe lambs exhibiting an inadequate maturation or irregular oestrus were assigned
into 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 |., 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 Il. in their first lambing. Subsequently, the average litter size
was comparable between group I. and Il. 1.3710.16 and 1.3810.11, respectively. By the end of the
experiments, the total number of lambing corresponded to 14 and 13, in group I. and I, respec-
tively. In conclusion, ewe lambs of the Hungarian Merino breed can be introduced into 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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BEVEZETES

Magyarorszagon az arutermeld juhallomanyok jovedelmezdségét — a mi-
néseégi barany elballitason kivul — a baranyszaporulat névelésével, valamint az
idészakos piac igényeihez valo alkalmazkodassal lehet elérni. Bedé (1989) a
mennyiségi és mindségi termék eléallitasra hivja fel a figyelmet. Hazankban az
évente egyszeri elletés terjedt el. Az olasz piac viszont harom idészakban (hus-
vét, ferragusto, karacsony) igényel nagyobb mennyiség( baranyt. igy a magyar
tenyésztéknek alkalmazkodni kell ezekhez az értékesitési idészakokhoz. Nagy
és mtsai (1998) szerint szikséges a két ellés kozotti id6 csokkentése ahhoz,
hogy minél jobban kielégitse az iddszakos piac igényeit. Ennek egyik legkézen-
fekvébb maédja az anyajuhok sdritett osztott (atlagosan 8 havonkénti) elletése.
Ez azért is indokolt, mert nemcsak tobb baranyunk lesz, hanem néveli az érté-
kesités biztonsagat, illetve lehetévé teszi a jobb aron értékesithetd augusztusi
és karacsonyi barany eléallitast is.

Annak ellenére, hogy a magyar meriné fajta szamos mas, a vilagon elterjedt
fajtaval ellentétben megfelelé tartasi és takarmanyozasi kérulmények kozott
gyakorlatilag egész éven at termékenyitheté, mégsem hasznaljuk ki ezt a lehe-
téséget. Jelenleg 900 ezer anyajuh talalhatd az orszagban ezek tébb mint 90%-
a magyar merind genotipust. Hazankban altaldban masfél éves életkorban
veszik tenyésztésbe a jerkéket, holott a magyar merind mar 8 honapos kora
korll tenyészérett. A korai tenyésztésbevétellel kapcsolatban, a korabbi évek-
ben mar folytak vizsgalatok Magyarorszagon, melyek soran nem egyértelmi
eredményeket kdzéltek (Gaal, 1964, 1972; Becze, 1977). A juhtenyésztés jelen-
legi helyzetére jellemzd, hogy a szaporulati mutaték nagyon rossz ertékeket
mutatnak. Genetikailag a magyar merin6 anyaktél ellésenként allomanyszinten
megfeleld tartasi és takarmanyozasi viszonyok kozétt 1,2—-1,3 él6 szaporulat
varhaté el. Ezt bizonyitja, hogy a '80-as években a magyar merind allomany
szaporulata e koérul alakult. Napjainkban a hastermelésre szakosodott alloma-
nyokban csaknem kizarélagos bevételi forrast a barany értékesitése jelenti.
Tehat koézponti kérdéssé valt a minél nagyobb mennyiségl és minéségben is
kival6 barany eléallitasa.

Ezért vizsgaltuk a magyar meriné anyak slritve elletését és korai tenyész-
tésbevételét, valamint ezek életteljesitményre gyakorolt hatasat.

ANYAG ES MODSZER

A vizsgalatok egy Eger hataraban talalhaté arutermelé magyar mering
tenyészetben tortentsk. A kisérletben 1995. januar 1. és 1995. februar 10.
kozott szlletett magyar merino jerkebaranyok vettek részt. A jerkéket 30-35 kg
testsuly elérésekor 9,5-10,5 hénapos kor koril termékenyitették eldszor,
harembeli paroztatassal. Az ivarzd jerkék kivalogatasa probakossal tortént. A
megfelelé fejlettségl, a mar rendszeresen ivarzott egyedek termékenyultek
(n=83) és alkottdk az |. csoportot. Az ebben .az idében nem termékegnyult
jerkéket masfél éves kor koril (15-20 honapos) termékenyitették ismeét, és ezek
alkottak a ll. csoportot (n=65). Osszesen 158 juh kerlt a kisérletbe. Az els6
ellést kévetéen mind- a két csoport egyedei atlagosan 8 havonta ellettek. A
tavasz végi termékenyitésj szezonban (aprilis-majus) iva(zés-szinkronizélé'st

.
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kenyitési szezonban (aprilis-majus) ivarzas-szinkronizalast végeztek. A takar-
manyozas és tartds mindkét csoport egyedei esetében azonos modon tortént. A
tenyészallatok takarmanyozéasa évenként vaitozott a takarmany taplaléanyag-
tartalmanak megfeleléen, de nagyon fontos, hogy mindig optimalis tenyész-
kondicioban voltak. Az eisé elléstdl kezdédéen a kovetkezd adatok gy(ijtése és
ertekelése tortént: tenyésztésbe-vételi életkor, két ellés kézott eltelt idétartam,
ellesenkenti megellett anyalétszam, ellésenkénti baranyszam (halva sziletett
baranyok szama is), és a tenyésztésbél kiesés idépontja.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A koran tenyésztésbevett jerkéknél az elso ellés alkalmaval az atlagos ba-
ranyszam 1,02 volt, hasonlé eredményeket kapott Gaal (1964, 1972), Gaspar
(1983), Mucsi (1998) is. A korai (9,5-10,5 hénaposan) tenyésztésbe vett jerkék
is elerik (22—24 honapos korra) a kifejlett kori testsulyt (Gadl, 1964). Az |. cso-
port masodik ellese alkalmaval az atlagos baranyszam 1,36 volt, amely kézel
azonos a |l. csoport els6 elléskori baranyszamaval 1,30. A tovabbi ellésenkénti
atlagos baranyszam a két csoportnal kdzel azonos volt (1. dbra).

1. abra: Az atlagos baranyszam valtozasa ellésenként
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Fig. 1: Change of average number of lamb per /ambjng
group(1), average number of lamb(2), number of lambing(3)

A vizsgalatok végeztekor az |. csoport egyedei tizennégyszer, a |l. csoport
egyedei tizenharomszor ellettek (2. 4bra). Az atlagosan 9,5 éves anyajuhok
barany hozamanak dsszehasonlitadsakor a kiinduld anya létszamra vetitett ba-
ranyszambol megallapithatd, hogy az ellésenkénti egy anyara juté atlagos ba-
ranyszam hasonlo volt (1. csoportnal 1,37£0,16, a Il. csoport 1,38+0,11). Az egy
anyara jutoé atlagos ¢sszes baranyszamban az I. csoport eredményei jobbak
voltak (I. csopert: 19,23 , a ll. csoport: 18,06).
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2. 4bra: A tenyésztésbe vételi idGpont és két ellés kozétt eltelt napok valtozasa
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Fig. 2.: Change of time of introduced into breeding and change of interval of among two lambing
group(1), interval of lambing(2), number of lambing(3)

A két ellés kozotti ido 240 és 300 nap kozoétt valtozott mindkét csoport
egyedeinél, viszont egyes esetekben 240 nap ala is cstkkent (2. dbra), hasonld
kovetkeztetésekre jutott Veress (1974), Veress és mtsai (1991), Nagy és mtsai
(1998) is. A széras értékek megfelelnek a tenyésziddszak hosszanak, ugyanis a
kosok hathétig voltak a nyajban. A siritett elletés esetén a két ellés koz6tti id6 a
korai tenyésztésbe-vételli csoportnal a masodik és 6tédik ellés kézott csdkkent
hasonléan, mint Nagy és mtsai (1998) kisérletében. A két csoport kdzétt szigni-
fikans kulénbség mutathaté ki az elsé ellésnél a tenyésztésbe vételi idében és
az els6 ellés atlagos barany szamaban. A tébbi ellésnél nem mutathaté ki szig-
nifikans kilénbség a két csoport egyedei kdzott.

A korabban és atlagosan masfél évesen tenyésztésbe vett jerkék is siritve
(8 havonta) ellethetdk. Azonos megallapitast kézolt Veress (1974, 1990), Létits
(1981), Veress és mtsai (1989, 1991), Kadas (1998) is. A sUritett elletés csak
korai (30—40 napos) baranyvalasztas esetén képzelhett el, 6sszhangban Ve-
ress (1974, 1990); Veress és misai (1989) eredményeivel. A slritett elletés
masik feltétele az anyajuhok megfelelé (2,5-3,0 pont) kondiciéja. Ehhez elke-
rulhetetlen az anyak mindenkori szilkségletét kielégitd takarmanyozas. Tehat a
megfeleld tartds és takarmanyozas, amelyre mar korabban Schand! (1951a),
Gaal (1964), Tangl (1971), Gaspér (1983), Létits (1987), Mucsi és Turi (1988),
Bed6 (1989), Veress-ds mtsai (1989), Veress (1990), Mucsi (1998, 2001),
Mucsi és Benk (2002) is felhivta a figyelmet. Kulénds gondot kell forditani a
kiegészité takarmanyozasra is a tapanyag hianyos idészakokban, amint azt
Bed6 és mtsai (2002) hangsulyoztak.

A baranyelhullas a szoptatés ideje alatt k6zel azonos volt mindkét csoport-
ban. A megellett anyalétszam a hatodik ellésig kis mértékben csokkent, majd
nagyobb mértékii volt a cstkkenés mindkét csoportnal. Az 6sszes- megellett
anyajuh létszamot alapul véve (n=148) a nyolcadik ellést az anyak mar csak
kézel fele élte meg (3. .4bra).
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3. abra: A vizsgalati periédusban részt vett anyak aranya
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Fig. 3: Rate of ewes in experiment period
group(1), rate of ewes(2), number of lambing{3)

Tehat az eredmények azt mutatjak, hogy a magyar meriné jerkék 9,5-10,5
hdnapos korban megfeleld tartas és takarmanyozas esetén tenyésztésbe vehe-
tok. Az elsé baranyt karosodas nélkal kihordjak, problémamentesen ellenek, és
az els6 baranyt fel tudjak nevelni szervezetik karosodasa nélkil. Hasonlé ered-
ményekre jutott Gaal (1964, 1972), Gaspar (1983), ezzel ellentétben Latits és
Tury (1985) 7—8 hénapos korban nem javasoltak a jerkék tenyésztésbevételét.
Az igényeket kielégitd asvanyanyag ellatas is fontos, hasonléan Tang/ (1971),
Veress (1974, 1990) véleményéhez. Az ivarzasi szezonon kivul (aprilis-majus)
csak ivarzas-szinkronizalassal érheték el megfelel6 termékenyllési eredmeé-
nyek hasonléan Becze (1960), Mészaros (1970), Tangl (1971), Latits és Becze
(1975), Latits (1981, 1983, 1987), Mucsi és Turi (1988), Veress (1990) kbzlése-
ihez. A szinkronizalasnak ugyan tébblet kdltsége van, de ha 70% kéruli a ter-
mékenyulés és 1,2-1,3 az ellésenkénti atlagos baranyszam, tehat ha annyi
barany sziletik amennyi allatot szinkronizaltak, a kezelés mar gazdasagos.
Figyelembe kell venni azt, hogy abban az esetben, ha egész évben termel az
allomany (vemhes vagy baranyt nevel) nehezen végezhetdk el az éallategész-
ségugyi kezelések és az oltasok. A nyiras és tragyazas idejét is pontosan meg
kell tervezni. Tébb jol betanitott tenyészkosra van szikség, amelyek kézbél is
ugranak. A januari és februari szuletési jerkéket celszer(i tenyésztésre meg-
hagyni, mert ezek érik el a kell$ fejlettséget az 6szi termékenyitési szezonra.

KOVETKEZTETES

A vizsgalataink alapjan az alabbi kévetkeztetések vonhatok le:
— A magyar merind jerkék 9,5-10,5 hénapos korban megfelel tartas és
takarmanyozas, esetén tenyésztésbe vehetdk, mivel az elsé magzatot karoso-
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das nélkal kihordjak, problémamentesen ellenek és az elsé baranyt fel tudjak
nevelni szervezetik karosodasa nélkdl.

— A korabban (9,5-10,5 hénapos korban) tenyésztésbe vett, és az atlago-
san masfél évesen tenyésztésbe vett jerkék is siritve (8 havonta) elletheték.

— A termelésbél val6 kiesés aranya kisebb a korabban tenyésztésbe vett
jerkéknél, mint az atlagosan masfél évesen tenyésztésbe vett jerkék esetében.

— A masodik elléstdl az ellésenkénti baranyszam azonosnak tekintheté a
korai (9,5-10,5 hénaposan) és hagyomanyos idében (15-20 hénaposan) te-
nyésztésbe vett egyedeknél.
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OSSZEFUGGES A KUMULUSZ MORFOLOGIAI VALTOZASA
ES A PETESEJT ERES DINAMIKAJA KOZT FOLLIKULARIS
SERTES PETESEJTEK IN VITRO MATURALTATASAKOR*

SOMFAI TAMAS — KIKUCHI KAZUHIRO — ONISHI AKIRA —
IWAMOTO MASAKI — FUCHIMOTO DAI-ICHIRO — BALI PAPP AGNES —
DINNYES ANDRAS — SATO EIME! — NAGAI TAKASHI -

OSSZEFOGLALAS

Sertés petesejtek in vitro érlelése soran a maturdltatas masodik felétol (a 20. 6ratdl) kumulusz-
petesejt komplexek tébb csoportja kuldnboztethetd meg a kumulusz éllomany morfoldgiaja és ex-
pandaltsaga alapjan. Ismert, hogy a kumulusz jelentés szerepet jatszik a petesejtek sejtmagi érésé-
nek inditdsaban. A kisérletek célja az volt, hogy van-e kiilénbség az eltéré morfoldgiai csoportok
kdzott a petesejtek sejtmagi érését, aktivalhatésagat és polispermiara valé hajlamat tekintve. Az
eredmeényeink azt mutattak, hogy azok a petesejtek, melyek kumulusz allomanya a tenyésztéedény
aljahoz csatlakozott, joval gyorsabban atestek a sejtmagi érésen, mint azok a petesejtek, melyek
expandalt kumulusszal korilvéve szabadon Ilebegtek a tapfolyadékban. A petesejtek
parthenogenetikus aktivalasat kovetéen a néi eldmag formalédas gyakorisaga is magasabb volt a
tenyésztéeedényhez csatlakozott petesejtek esetében (85,4114,5% vs 16,714,4%), ami az ilyen
petesejtek korabbi citoplazmatikus érését feltételezi, melyet vélhetdleg azok elérehaladott idésodeé-
se okoz. A petesejtek in vitro termékenyitését kévetéen a monospermikus termékenyulés aranya
szignifikdnsan magasabb volt a lebegd, expandalt kumulusszal kérilvett petesejteknél (44,114,1%),
mint a tenyésztéedényhez tapadt oocitak esetében (21,2+4,4%). Ez is a letapadé petesejtek elore-
haladott idésédésére utal. A kumulusz allomany viselkedése tehat hatassal van a petesejtek sejt-
magi és citoplazmatikus érésére és az eltéré kumulusz morfolégia a petesejtek heterogén mindse-
gére utal.

SUMMARY

Somfai, T. - Kikuchi, K. - Onishi, A. — lwamoto, M. - Fuchimoto, D. - Bali Papp, A.Ms. — Dinnyés,
A. — Sato, 'E. — Nagai, T.. THE RELATIONSHIP BETWEEN THE MORPHOLOGIC CHANGES
OF CUMULUS AND THE NUCLEAR PROGRESSION OF FOLLICULAR PORCINE OOCYTES

* DURING /N 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 cocytes attached to the
bottom of culture dish with dark, compact cumulus underwent nuclear maturation and acquired their -
ability to be activated earlier than floating ococytes showing normal cumulus expansion. The rate of.
monospermic fertilization after IVF of nomal COCs showing normal cumulus expansion was higher
than that of COCs attached tg 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 also affects IVF results.

* A kutatast a NKTH OM-KMUFA BIO-00086/2002 palyazata, valamint a német-magyar kétoldali
egyuttmikodés (TET D6/01) és az OTKA T43131 projektek tamogattak
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BEVEZETES

Sertés petesejtek in vitro érlelése (IVM) alapanyagot szolgaltathat olyan
reprodukcids technikakhoz, mint az in vitro termékenyités (IVF), a spermium
mikroinjektalas (ICSI) vagy a sejtmagatiiltetéses kionozas. Az egyes petesejtek
érése azonban eltéré idében kezdédik meg az in vitro tenyésztés soran igy a
petesejtek érettségi allapota heterogén. A kumulusz sejtek jelentds szerepet
jatszanak a petesejtek érésében. Szamos, a termékenyiléshez és embrionalis
fejlddéshez szilkséges anyagot termelnek és juttatnak a petesejtbe (Nagai,
1994, 2001). Ezen kivil a kumulusz sejtek fontos szerepet jatszanak a petesej-
tek érésének szabalyozasaban. A meidzis megkezdése elétt a kumulusz sejtek
a petesejt érés gatlasaén felelések (Eppig és Downs, 1984; Isobe és mtisai,
1996) és a petesejt érés inditasaban is szerepet jatszanak bizonyos kumulusz
sejtek altal termelt faktorok (Guliang és mtsai, 1994, Xia és mtsai, 2000; Downs,
2001). Kumulusszal koruivett sertés petesejtek in vitro érlelése soran a komple-
xek négy eltéré kategdridja kulonboztetheté meg a kumulusz allomany morfolé-
gidja alapjan. Tanulmanyunkban a kilénbdzé morfolégiai tipusba tartozd pete-
sejtek sejtmagi érését, aktivalhatdsagat és polispermiara valé hajlamat hasonli-
tottuk Ossze.

ANYAG ES MODSZER
Petesejt gydjtés és in vitro érlelés (IVM)

A kisérlet soran felhasznalt kumuluszal fedett petesejteket vagoéhidon gydj-
tott prepubertas koru sertések (lapaly x nagy fehér sertés) petefészkeibdl nyer-
tik a 3-5 mm nagysdagu tuszék disszekcidjaval. A gydjtd folyadék M 199 air volt
(Kikuchi és mtsai, 2002). A maturaciés médium TCM 199 volt melyet 0.91 mM
natrium piruvattal (Sigma S-3362), 10 NE/ml PMSG-vel, 10 NE/m| hCG-vel, 20
ng/ml hamnovekedési faktorral (EGF Sigma, E-4127), 150 uM ciszteaminnal
(Sigma M-9768) 100 egység/ml penicillinnel (Sigma PEN-K), 0.1 mg/ml sztrep-
tomicinnel (Sigma S-0890) és 10% sertés follikulus folyadekkal egészitettink ki.
A petesejteket 48 6ran at 500 pl-es médium cseppekben, 25-30-as csoportok-
ban 4 lyuku tenyészté edényekben (Nunclon Multidishes, Nalge Nunc Internati-
onal, Denmark) 5% CO,, 5% O, és 90% N, tartalmu légtérben 39 °C-on érlel-
tok. '

A kumulusz-petesejt komplexek osztalyozasa

A kumulusz morfologiaja alapjan a kévetkezd tipusok kaldnbdztetheték meg

az in vitro maturaltatas 20. érajatol:
1. tipus: a petesejtet expandalt kumulusz boritja, és szabadon lebeg a me-

diumban.
2. tipus: a petesejt szabadon lebeg a médiumban, de a kumulusz allomany

kompakt.
3. tipus: a komplex a tenyésztd edény aljahoz tapadt, a kumulusz allomany

kompakt.
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4. tipus: a komplex a tenyésztd edény aljahoz tapadt, a kumulusz kompakt,
de a kumulusz allomany legalabb 30%-a degradalédott

Az éretlt petesejtek partenogenetikus aktivéladsa

Az in vitro érlelést 42. orajaban a petesejtek egy reszérél eltavolitottuk a
kumulusz sejteket 0,1% hyaluronidaz segitségével. A sarkitesttel rendelkezd
petesejteket ezt kévetden 0,28 M d-mannit, 0,05 mM CaCl,, 0,1 mM MgSO,, és
0,01% (w/v) BSA tartalmu aktivacios médiumban atmostuk majd egy alkalom-
mal 1,0 kV/cm egyenarammal 100 psec idétartamon at stimulaltuk. Ezt kdvetd-
en a petesejteket 8 o6ran at 500 pl cseppekben moédositott NCSU-37
mediumban tenyésztettiuk (Petters és Wells, 1993) mely 4mg/ml BSA-t, 50 uM
3-merkaptoetanolt, 2,73 mM natrium laktatot és 0,165 mM natrium piruvatot
tartalmazott (Kikuchi és mtsai, 2002). Az embridtenyésztés 4 lyuku tenyésztd
edényekben, 5% CO,, 5% O, és 90% N, tartalmu légtérben 38,5 °C-on zajlott.

A petesejtek in vitro termékenyitése (IVF)

Az in vitro érlelés végén a petesejteket paraffin olajjal fedett10Q pl Pig-FM
(Suzuki és mtsai, 2002) médium cseppekbe helyeztik és 1 x 105/ml melyhdtott
mellékherébdl szarmazd sertés spermaval ko-inkubaltuk (Kikuchi és mitsai
1998) harom a6ran at 38 °C-on, 5% CO,, 5% O, 90% N, tartalmu légtérben. Ezt
kovetden a zona pellucida felszinérdl egy Uveg pipetta segitségevel eltavolitot-
tuk a spermiumokat, majd a zigétakat 8 éran at 500 pl cseppekben, médositott
NCSU-37 mediumban tenyésztettiik.

A petesejtek és embriok elbiralasa

A petesejtek sejtmagi allapotanak meghatarozasahoz illetve az aktivacio és
az IVF elbirdlasahoz a petesejteket es zigotakat etanol-ecetsav keverékben
(3:1) 3 napon at fixaltuk, majd 1%-os ecetsavas orceinnel festettik és fazis-
kontraszt mikroszkop alatt vizsgaltuk.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Az in vitro maturaltatas 30. 6rajaban az érett (M-Il) petesejtek aranya a-
4. tipusba tartozé petesejtek esetében szignifikdnsan magasabb volt
(41,6£14,1%), mint az 1., 2., 3. csoportba tartozé petesejteknél (0-16,6%). Az
IVM 36. érajaban az-M-ll petesejtek aranya mind a 3. (50,0£2,5%) és a 4.
(58,8+10,4%) tipusu petesejtek esetében elérte a maximum értéket és szignifi-
kansan magasabb volt (P<0.05) mint az 1. és 2. tipusba tartozd petesejteknél
(21,0-31,6%). Az IVM 42. 6rajatol nem volt statisztikailag igazothato kilénbség
a petesejtek kozott (44,9-67,7%) tehat a sejtmagi érés korabban, az IVM 36.
érajaban befejez6dott.

Amikor a petesejteket 42 6ra IVM utan aktlvaltuk A 3. és 4 csoportba tarto-
z06 oocitak tobbségében (85,4+14,5% és 82,5+3,1%) nbi eldmag fejlédétt. Ez az
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értek szignifikansan alacsonyabb (P<0,05) volt az 1 tipusba tartoz6 petesejtek-
nél (16,7+4,4%). A 3. és 4. csoportba tartozo petesejtek tehat meglehetésen
koran, mar az érés 42. 6rajara atesnek az aktivaciéhoz szikséges citoplaz-
matikus valtozasokon.

Az in vitro fertilizaciot kovetden nem volt kulénbség a négy morfologiai cso-
port k6z6tt az dsszes termékenyult petesejt aranyat tekintve (70,0-89,8%). A
monospermikus termékenytlés aranyat tekintve azonban az 1. tipusba tartoz6
petesejtek (44,1+4,1%) felulmultak a 3. és a 4. tipusba tartozo petesejteket
(21,2+4,4% illetve 9,6+3,9%) de nem kulénbdztek statisztikailag a 2. tipusba
tartozo petesejtektél (31,317,2%).

KOVETKEZTETES

Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy kumuiusszal boritott sertés
petesejtek maturaltatasa soran azok a petesejtek, melyek a kumuluszallomanya
a tenyesztbéedeny aljahoz csatlakozik, hamarabb atesnek a sejtmagi (meiotikus)
erésen, mint azok a petesejtek, melyek expandalt kumulusszal boritva szaba-
don lebegnek a médiumban. A kordbban befejezett sejtmagi érés egyreszt az
aktivaciohoz szukséges citoplazmatikus valtozasokat de a petesejtek iddsode-
sével jard karos folyamatokat is korabbra hozza. Ez a letapadé petesejtek ese-
tében a polispermia fokozott eléfordulasaban nyilvanul meg.

Tovabbi kisérletek szukségesek a letapado petesejtek optimalis maturacios
idétartamanak meghatarozasahoz, és ezen petesejtek fejlédesi potencialjanak
bizonyitasara.
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MOLEKULARIS GENETIKAI MARKER SZELEKCIO (MAS)
A SERTES SZAPORASAGANAK NOVELESERE

HOROGH GERGELY — ZSOLNAI ATTILA — KOMLOSI ISTVAN — FESUS LASZLO

OSSZEFOGLALAS

A kiserlet soran 226 magyar nagyfehér koca dsszesen 869 fialasi adatat elemezték annak meg-
ismerése céljabdl, hogy az 6sztrogén receptor gén (ESR) polimorfizmus felhasznalhaté-e az alom-
méret ndvelését célzé marker szelekciéra. A munka sordn a kocak elsé, masodik és késdbbi fiala-
sainak adatait értékelték. Az ESR genotipusok alapjan szamitott allélfrekvencia értékek a vizsgalt
226 egyedre vonatkozdan a kdvetkezék: az A allél gyakorisdga 0,55, a B allél gyakorisadga 0,45. A
genotipusok megoszlasa: AA: 71 (69,14), AB: 108 (111,73) és BB: 47 (45,14) (zaréjelben a vart
ertékek lathatok). A végsé eredmények ismeretében kijelenthetd, hogy a BB genotipusu kocak mind
az Osszes szlletett, az élve sziletett, mind pedig a korrigalt valasztaskori malacszamok vonatkoza-
saban szignifikdnsan jobbnak bizonyultak a masik két genotipusba tartoz¢ tarsaiknal.

SUMMARY

Horogh, G. — Zsolnai, A. — Komiosi, I. — Fésis, L.. MARKER ASSISTED SELECTION (MAS) TO
IMPROVE THE REPRODUCTION OF PIG

In the experiment, 869 litter records of 226 Hungarian Large White sows have been analyzed to
investigate the possible use of the estrogen receptor gene (ESR) as a marker to improve litter size.
First, second and later parities have been evaluated separately. A=0.55 and B=0.45 frequencies
have been calculated for 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 for number born alive (NBA), total number of bom
(TNB) and the corrected number of weaned piglets (CNW), respectively.



278 Horogh és mtsai: MAS A SERTES SZAPORASAG NOVELESERE

BEVEZETES

A molekularis genetika fejlédésének és a genomkutatas jelentés fokozé-
dasanak koszonhetden szamos Uj felfedezés, attord eredmeény sziletett, mind a
human, mind az allattenyésztési genetika, biotechnoldgia terlletén. Tébb gazda-
sagi allatfaj, kdztuk a sertés géntérképezésében komoly elbrelépés valdsult meg
az utobbi idében. Gazdasagi szempontbdl fontos tulajdonsagokkal 6sszeflggés-
ben &l kromoszoma terilleteket és szamos gént azonositottak QTL vizsgalatok-
kal, valamint jel6lt gén analizissel. Sertés fajpan gazdasagi szempontbdl az egyik
legfontosabb, igy a vizsgalatok kézéppontjaban Iévd tulajdonsag, a szaporasag.

A reprodukcitt befolydsol¢ tulajdonsagok genetikai hatterének ismerete nél-
kulozhetetlen, mivel a hagyomanyos szelekciés modszerekhez képest, a
markerek segitségével végzett szelekcidval (MAS) gyorsabb és eredményesebb
elérehaladast érhetink el (Brem, 1996).

A kvantitativ tulajdonsagok genetikai szabalyozasanak felderitéséhez megfe-
lelé modszer a jeldlt gén analizis, mely sorén olyan géneket vizsgalnak, melyek-
nek termékei (pl. hormonok) részt vesznek az adott mennyiségi tulajdonsag meg-
jelenéséhez sziikséges élettani folyamatok vezérlésében. Szamos jeldlt gén vizs-
galata és értékelése folyik, ugymint az epidermisz ndvekedési faktor (EGF),
prosztaglandin-endoperoxid szintaz 2 (PTGS2), retinol sav receptor gamma
(RARG), melatonin receptor 1A (MTNRIA) és follikulus stimulalé hormon béta
(FSHB), mely géneknek kulonbozé hatasait irtak le. A legjelentésebb gének
azonban az &sztrogén receptor (ESR) (Rothschild és mtsai, 1996), a prolaktin
receptor (PRLR) (Vincent és misai, 1998), valamint a retinol kétd fehérie 4
(RBP 4) (Rothschild és mtsai, 2000) gének, melyek bizonyos fajtakban pozitiv
hatassal vannak az alomnagysagra. '

Az osztrogén receptor gén (ESR) magyar nagyfehér allomanyokban térténd
vizsgalatanak megkezdését Rothschild és mtsai (1996), valamint Short és mtsai
(1997) meishan, illetve nagyfehér fajtakban kimutatott pozitiv eredményei 6szt6-
nozték. '

Rothschild és mtsai (1996) az ESR gén alléljait direkt génteszttel azonosi-
tottdk, majd 50% meishan genetikai hatterd szintetikus kocaallomanyban, a
harom eltéré genotipus (AA, AB, BB) alomnagysagra gyakorolt hatasat vizsgal-
tak. Mind az els6, mind a késo6bbi fialasokkor az 6sszes szlletett és az élve
szlletett malacszamok vonatkozasaban a BB genotipusu kocak szignifikansan
jobb eredményeket mutattak, mint a masik két genotipus kocai. Az ESR lokusz
polimorfizmusat nagyfehér allomanyokban is kimutattak. A BB homozigdtak
elénye itt is megmutatkozott.

Short és mtsai (1997) kisérletének célja az volt, hogy az ESR lokusz tény-
leges hatasat értékeljgk. Négy nagyfehér alapu kereskedelmi sertés vonalbdl
4200 elsd és tobb mint 4700 keésébbi fialasi adatot elemezve megallapitottak,
hogy a BB homazigétak elénye az AA kocakhoz képest 0,8 malac/alom az elsd
és megkozelitdleg 0,7 malac/alom a késobbi fialdsok alkalmaval.

Mas szerzék azonban ellentétes eredményekrél szamoltak be. Korwin-
Kossakowska és mtsai (1999) és Kmiec és mtsai (2002) vizsgélataik sorgn az
AA kocak folényét tapasztaltak (lengyel nagyfehér, valamint lengyel lapaly allo-
manyokban), bar a kapott eredmény nem volt statisztikailag igazolhaté. Van
Rens és mtsai (2002 a) nagyfehér x meishan F, allomanyban az A alléit talaltak
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kedvezébbnek a szaporasagi tulajdonsagok vonatkozasaban. Kisérletikben az
AB kocak a fialt malacszam eredményekben szignifikansan meghaladtak a BB
kocak teljesitményét.

Bizonyos szerzék, pedig semmilyen ¢sszefiuggést nem talaltak az ESR po-
limorfizmus, valamint az alommeéretek ko&zott (Legault és mtsai, 1996:;
Drégemiiller és mtsai, 1999, 2001; Depuydt és mtsai, 1999; Isler és mtsai,
1999ab; Linville és mtsai, 2000; Gibson és mtsai, 2002).

A kisérletlink célja volt meghatarozni, hogy a magyar nagyfehér kocaallo-
manyokban az ESR gén polimorfizmusa hatassal van-e az alommeéretre. To-
vabba a vizsgalt egyedek genotipusanak és fialasonkénti alomnagysaganak
ismeretében megbecsulni a gén, mint alomméretet befolyasolé fontos QTL ér-
tékét.

ANYAG ES MODSZER

A munka soran 226 magyar nagyfehér koca vérmintajanak vizsgalatat vé-
geztik el, melyhez dsszesen 869 fialasi adat tartozott, ezeket alapul véve ko-
vetkeztettiink az észtrogén receptor gén polimorfizmusanak hatasara a magyar

fajtaban (1. tablazat).
1. tablazat

Az értékelt fialasok szama a harom ESR genotipusban (n)

Genotipus(1) T Flala;ok(Z) 3. %5 k&sBbbiI3) Osszesen(4)
AA 68 49 140 257
AB 101 89 219 409
BB 45 40 118 203

Table 1.: Number of litters 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-
geztuk (Horogh és mtsai, 2005).

Az Osszes szuletett malacszam értékeket az élve és halva sziletett malac-
szamok .6sszegebdl szamitottuk, mig a korrigalt valasztaskori malacszamok
képlete a kovetkezé volt: 21. napos malacszamok — kapott + adott malacok
szama.

A vérmintak tarolasa, a DNS kivonasaig, —20 °C-on tértént, az ESR genoti-
pusokat pedig PCR-RFLP moédszerrel hataroztuk meg.

A lancreakcioban felhasznalt primerek Short és mtsai (1996) altal leirt szek-
vencia alapjan késziltek. A felhasznalt primerek a kévetkezdk voltak:

1. primer : ESR SF 5-CCTGTTTTTACAGTGACTTTTACAGAG-3’

2. primer : ESR SR 5-CACTTCGAGGGTCAGTCCAATTAG-3’

A PCR reakciora a kévetkezé korilmeények kozott kerllt sor (Perkin EImer
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; es az utolsé ciklus: 70 °C

8 perc.
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Az amplifikacidt kovetéen a terméket 5 U Pvull restrikciés endonukleazzal
térténd ejszakai emésztésnek vetettik ala 37 °C -on. Az elektroforézist 2x8 perc
idétartam alatt 5, illetve 10 Vicm térerésségen végeztik, horizontalis Power Pac
1000 készulék segitségével, egyfazisi puffer rendszert (1xTBE) tartaimazé
Maxi H 3000 plexikadakban. Az etidium-bromiddal festett gélen a DNS-savok
kiértékelését UV lampa segitségével, atvilagitassal végeztik (Horogh és mtsai,
2004).

EREDMENYEK ES ERTEKELES

A magyar nagyfehér fajtara a genotipusok alapjan szamitott alléifrekvencia
értékek a vizsgalt 226 egyedre vonatkozoan a kdvetkez6: az A alléi gyakorisaga
0,55, a B alléi gyakorisaga pedig 0,45. Az ESR genotipus értékeket és ezek
szazalékos megoszlasat a teljes vizsgalati allomanyra a 2. tablazat szemiélteti.
Zarojelben a vart genotipus értékek lathatdk, melyeket a Hardy-Weinberg sza-
balynak megfeleléen szamitottuk ki.

2. tablazat
Az ESR genotipusok megoszlasa
- Fajta(1) n AA AB. BB X
ogarraponsz) | 22 | TOSI | OUIT| TR oz

Zarojelben a vart értékek lathatok, df=2, P=0,5(3)

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

A vart és tényleges értékek kozotti eltéreseket, a y’préba alapjan elemez-
tik, melynek eredményét szintén a 2. tablazat tartalmazza. Szignifikans eltérést
a vart és szamitott értékek kozott nem talaltunk, tehat a genetikai egyensaly
fennall.

Az atlagos élve sziletett malacszamokat szemlélteti a 3. tablazat. Az elsd
fialasokat vizsgalva megallapithatd, hogy az AA és AB genotipusu kocak kézott
statisztikailag alatamaszthaté kulénbség nincs, ellenben a BB homozigéta ko-
cak mind a heterozigétaktél, mind az AA homozigdta kocaktél szignifikansan
kalénbdznek. ‘

3. tablazat
Atlagos élve sziiletett malacszamok a harom ESR genotipusban )
; Fialasok(2)
Genotipus(1) X 5 3 &s kesbbi3) Osszesen(4)
AA 973410,95? 9,4010,97° 10,4910,93° 9,7410,92°
AB 9,8320,92° - | 10,36:0,95 10,500,93° 10,2310,91°
BB 10,32+0,98° 10,04+1,00™® | 11,37£0,95™ | 10,5810,94"

* means with different letter are differ at P<0.05 within a column(5)

Table 3.. Least squares means and standard error for number born alive piglets by ESR geno-

type and parity ) . o
genotype(1), parity(2), third and more(3), total(4), ,"’ means with different letter are differ at lf!<'0.05

within a column(5)
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A masodik fialasok esetén az AB heterozigotak mutattak szignifikansan a
legmagasabb értékeket. A BB homozig6tak a nagy standard hiba miatt statiszti-
kailag nem kulonboztek az AA kocaktdl; mig a harmadik és késobbi fialasok
eseten Ujbol a BB kocak teljesitménye volt a legmagasabb. Ha pedig az 6sszes
fialas atlagat elemezzik, kitlinik az ESR B allél hordozéinak félénye az élve
szilletett malacszamok tekintetében.

Az Gsszes sziletett malacszamokat tekintve (4. tablazat), az elsé fialasok
soran a két homozigéta genotipus mutatott szignifikans eltérést. A masodik,
valamint harmadik és késébbi fialasokat értékelve az élve sziletett malacsza-
mok esetén megfigyelheté tendencia jelentkezett. Az 6sszes fialdst egyuttesen
vizsgalva, a BB homozigéta kocak szignifikans félénye mutatkozik mindkét ma-
sik genotipushoz viszonyitva. Az atlagosan halva sziletett malacszamok 0,62,
0,23 és 0,78 volt az AA, AB és BB genotipusban, ami az AB kocak esetében a

magzati élet soran fellépd heterdzis hatasra enged kévetkeztetni.
4. tablazat

Atlagos dsszes szlletett (él6+holt) malacszamok a harom ESR genotipusban

Genotipus(1) T Flalé;.ok(Z) 3 s kesBbbi(3) Osszesen(4)
AA 9,90£0,96° 9,8810,98° 11,08+0,93° 10,360,92°
AB 10,28+0,93® | 10,90+0,96° 11,05+0,94° 10,4610,94°
BB 10,88+0,99° 10,59+1,01® | 11,96+0,96° 11,36+0,93"

T means with different letter are differ at P<0.05 within a column(5)

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

Az elsd fialasok esetén a BB és AA kocak teljesitménye kozétti kilonbség
0,98 malac/alom mind az dsszes, mind az élve sziletett malacszamok vonatko-
zasaban (P<0,05). A késdbbi fialasok alkalmaval a BB homozigéta kocak tébb
mint 1 malac/alom 6sszes sziletett és 0,84 malac/alom élve szilletett malac-
szammal multak feltl AA genotipusu tarsaikat (4. és 5. tablazat).

5. tablazat
. Atlagos korrigalt valasztasi malacszamok a harom ESR genotipusban
. Fialasok(2)
Genotipus(1) = > 3. @5 késobbi(3) Osszesen(4)
AA 9.07+0.95° 9.50+0.98 10.35+0.94 9.5410.92°
AB 9.51£0.92% 10.29+0.96 10.3210.94 9.92+0.94°
BB 10.0410.99" 10.0541.00 10.79+0.96 10.48+0.93"

"™ means with different letter are differ at P<0.05 within a column(5)

Table 5.: Least squares means and standard error for corrected number of weaned piglets' by

ESR genotype and parity
as in Table 3.(1-5)

A felnevelt malacok szama és testsulya, valamint a malacok kiegyenlitett
fejlettsége alapjan koévetkeztethetunk a koca malacnevel6-képességére. E
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komplex tulajdonsag dsszetevéi kozl, jelen kisérletben a felnevelt (21 napos)
malacszamot vizsgaltuk.

A 21. napos (korrigalt valasztasi) malacszam a BB genotipust kocak ese-
tében atlagosan 10,48 malac/alom, mig az AB genotipust kocak esetében mar
csak 9,92 malac/alom. Az AA genotipusu allatok esetében tovabbi csdkkenés
figyelhetd meg, hiszen az atlagos malacszam 9,54 malac/alom. Szignifikans
kilénbség BB és AB genotipust kocak kozoétt atlagosan 0,56 malac/alom, mig
BB és AA genotipusu kocak kozoétt atlagosan 0,94 malac/alom (P<0,05).

'KOVETKEZTETESEK

Az ESR-rél alkotott korai véleményt, mely szerint az ESR nagyhatasu gén
(Rothschild, 1994, 1995), a témaval foglalkozé szerz6k egyértelmiien elutasitot-
tak (Legault és mtsai, 1996; Korwin-Kossakowska és mtsai, 1999; Drogemdiller
és mitsai, 1999; Depuydt és mtsai, 1999; Linville és mtsai, 2000; Van Rens és
mtsai, 2000, 2002). Azonban a magyar nagyfehér fajtdban mégis sikerilt a ka-
pott pozitiv eredményeket (Rothschild és mtsai, 1996; és Short és mtsai, 1997)
rekonstrualni, mely szerint az ESR BB genotipusu kocak szignifikansan tébb
malacot fialnak, és tdbb malacot valasztanak, mint az AA, vagy AB genotipusu
tarsaik.

A bemutatott eredmények az 6sszes koca teljesitményének atlagat mutat-
Jak, tehat a szarmazasi helyeket figyelmen kivil hagyva tajékoztatnak minket
egy atlagos eredményrél. Az eredmények és tendenciak azonban nem feltétlendl
egyeznek meg minden allomanyban, ami arra utal, hogy az ESR polimorfizmus
egy, az alommeretet befolyasold marker, mig a tényleges hatas egy masik muta-
cionak kdszdnheté talan magaban az ESR génben, vagy pedig egy kozeli
kapcsolt génben. Ebbél kdévetkezik, hogy a polimorfizmus hatasa figghet a fajta-
tol, sét a fajtan bellli vonalak kézoétt is eltérések lehetnek a genetikai hattértél
fuggden. '

Arra a kérdésre, hogy az esetlegesen megfigyelt ESR gén polimorfizmus, il-
letve alomméret kuldnbségek a meishan fajtan kival miért csupan nagyfehér
sertésekben és nagyfehér hatterl vonalakban jelentkezett, Rothschild (1996) a
fajta szarmazasaval adta meg a magyarazatot. Az 1800-as éveket megelézden
ugyanis kinai sertésfajtakat importaltak Anglidba, melyek késébb részt vettek a
nagyfehér fajta kialakitasaban. _

A magyar nagyfehér hussertésfajta kialakitasara iranyulé tényleges te- -
nyésztdi tevékenység 1960-t61 szamithatd. Ekkor kezdédétt meg a fehér hus-
sertés addig féként kézépnagy (middle white) jellegli allomanyanak Gjabb im-
portok révén valé atafakitasa. Az importalt allomany szarmazasa alapjan az
angol és svéd nagyfehér (60%, illetve 20%) aranya meghatarozé volt a fajta
értékmeérdinek javulasaban, és a jelenlegi teljesitmény elérésében (Baltay,
1983).

Véleménylink szerint eredményeink, valamint Rothschild és mtsai (1996),
tovabba az idézett szerzék eredményei kdz6tti nagyfoku hasonlésag az gngol
nagyfehér fajta nagymértékii magyarorszagi jelenlétének kdszonhetd. Ez a
feltételezés a kulénbdz6é orszagok nagyfehér populaciéi genetikai szerkezeté-
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nek osszehasonlitd analizisével (Maudet és mtsai, 2002) lenne igazolhaté
(Horogh és mtsai, 2005).

Mivel e tulajdonsag genetikai hatterét még nem ismerjuk pontosan, nagyon
fontos, hogy az ESR génre torténé szelekcio el6tt, minden egyes genetikai vo-
nalban legyen megallapitva a polimorfizmus tényleges hatasa (Van Rens és
mtsai, 2002b), a témaban pedig tovabbi vizsgalatok szikségesek a pontos
megismerés céljabol.

A magyar nagyfehér allomanyokban kimutatott eredményeket tekintve azon-
ban kijelentheté, hogy a BB genotipusu allatok teljesitményében mutatkozd fs-
lény szignifikans, és a polimorfizmus egyes vonalakban megnyilvanuld hatasat
pontosan megallapitva, az ESR gén marker szelekciéval hatékonyan hasznalhato
az alomméret ndvelésére.
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GENEXPRESSZIOS KULONBSEGEK KIMUTATASA
KINETIKUS PCR-REL KORAI EGEREMBRIOK EGYEDI
BLASZTOMER SEJTJEIBEN*

BAJI GAL ARPAD — BODO SZILARD — BOONKUSOL DUANGJAI —
GORHONY BOTOND — BALOGH EMESE — DINNYES ANDRAS

A tanulmany célja egy érzékeny modszer kifejlesztése volt génexpresszids kilbnbségek kimuta-
tasara embriok egyedi blasztomerjeibdl. A vizsgalatra két ICM-specifikus gént (Oct-4, Nanog), egy
trophectoderma specifikus gént (Glut-3) és referencianak egy ,haztartasi gént” (B-aktin) valasztot-
tak. A 4 es 8 sejtes embriokat a hCG oltas utan 58 és 66 6raval mostak ki a petevezet6ékbél, majd
eltavolitottak a zona pellucida-t, és mechanikusan szétvalasztottak a blasztomer sejteket egymas-
tol. Az mRNS-t izolalas utan azonnal atirtdk hagyomanyos reverz transzkripcié reakcioban. Az igy
készilt cDNS-bd| végeztek kinetikus PCR méréseket. A 4 sejtes embriék blasztomerjeiben az Oct-4
expresszidjaban 10-szeres, a Nanog expresszi6jaban 9-szeres kilénbségek voltak mérhetdk. A 8
sejtes embridk sejtjeiben kisebb Oct-4 expresszios kildnbségeket kaptak (2-8-szoros), a Nanog
expresszidja 28-szoros, a Glut-3 expresszidja 12-szeres kiilénbségeket mutatott. Eredményeinkbdl
megallapithaté, hogy a vizsgalatokban kifejlesztett modszer pontos és érzékeny, igy alkalmas
egyedi embrionalis sejtek génexpresszidjanak mennyiségi mérésére. Jelentés egyedi kilénbségek
voltak kimutathatok az embridk blasztomerjei kdzétt az Oct-4 és Nanog expresszidjaban.

SUMMARY

Baji Gal, A. — Bodé, Sz. — Boonkusol, D. — Gérhény, B. - Balogh, E. Ms. - Dinnyés, A.: DIFFERENT
GENE EXPRESSION OF INDIVIDUAL BLASTOMERES IN EARLY MOUSE EMBRYO DE-
TECTED BY REAL 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. For comparison of gene expres-
sion, different ICM specific (Oct-4, Nanog), TE specific (Glut-3) genes and the house keeping B-
actin gene (for reference) were chosen. Late 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
zona 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
for 10 min, then at 42 °C for 1 hour followed by 99 °C for 5 min. Real-time PCR was performed in an
iCycler 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 for 2 min
and amplified by 50 cycles of 95 °C for 20 sec, 60 °C for 20 sec, and 72 °C for 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 tanulmanyt az NKTH BI0-00017/2002, a kétoldalu TET egyuttmikédés magyar-osztrak (A
10/02), magyar-brit (GB 52/01), magyar-cseh (CZ 13/2002) és a Bio-Rad Laboratories témogattak
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conclusion, the results showed that the method 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.

BEVEZETES

A megtermékenyités utani elsé néhany sejtosztédas alatt a beagyazddas
elétti embriéban nagyfoku génexpressziés valtozasok zajlanak le. A petesejtben
tarolt ,anyai” RNS-ek és fehérjék lecserélddnek az embrionalis genomrél atiro-
do termékekre, és a differencialodas ez utan kezdédik meg (Zernicka-Goetz,
2004). Az egér egyedfejlédésben ez az atmenet koran, mar a késéi kétsejtes
allapotban lezajlik. Az embriok életképességbeli és fejlédési készségbeli mind-
sitését morfologiai vizsgélatok mellett a génexpresszidés mintazatok vizsgalata-
val végzik az altaldban hasznalt reverz transzkripcioval kombinalt polimeraz
lancreakcié6 (RT-PCR) modszerével: RNS izolalas utan azt cDNS-sé irjak at,
majd PCR-rel amplifikaljak és mérik a képzddott termék mennyiségét, mely
aranyos a kiindulasi RNS mennyiségével (Niemann és Wrenzycki, 2000;
Lonergan és mtsai, 2003). Ez a modszer nem elég érzékeny, ezért 5-15 egy-
begyljtétt embriét (Zhang és misai, 1994; Gutierrez-Adan és mtsai, 1997,
Lighten eés mtsai, 1997, Wrenzycki és mtsai, 1998; Edashige és mtsai, 2000),
ritkdbban egyedi embridkat hasznalnak fel a mérésekhez (Steuerwald és mtsai,
1999). Igy csak a csoport atlagos génexpresszids értéke kaphaté meg, az
egyedi kilénbségeket nem lehet vizsgalni. Jelen munkankban egy olyan érzé-
keny madszer kifejlesztésére vallalkoztunk, amely segitségével génexpresszios
aktivitasukat tudjuk vizsgalni mRNS szinten egyedi sejtekben, valamint
génexpresszidés kildnbségek kimutatdsara beagyazodas elbtti néhany sejtes
egér embridk blasztomer sejtjei kozott. Human vizsgalatokban mar talaltak k-
I6nbségeket egyedi blasztomer sejtekben az Oct-4 expressziéjaban (Hansis és
mtsai, 2001). Jelen tanulmanyunkban 4, illetve 8 sejtes stadiumu embridkban
vizsgaltuk meg a blasztocisztakban ICM-specifikus gének (Oct-4, Nanog), egy
trophectoderma specifikus gén (Glut-3) és referenciaként egy folyamatosan
expresszald kontroll (B-aktin) gén expresszidjat.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Blasztomer sejtek~kinyergse: Az embridkat szuperovulaltatott, termékenyi-
tett 6-8 hetes ICR egerek petevezet6ibdl mostuk ki a hCG oltas utan 58 éraval
(késbi 4 sejtes dllapot) és 66 oraval (korai 8 sejtes allapot). A zona pellucida-t
savas Tyrod médiummal (Sigma) tavolitottuk el az embridkrél. A blasztomer
sejteket tompa végl kapillarissal valé finom pipettazassal, mechanikusan va-
lasztottuk el egymastol. Az ép, szétvalasztott sejteket egyenkent fagyasztottuk
2 pl desztillalt vizben és taroltuk —80 °C-on PCR cstvekben a késdhbi felhasz-
nalasig.
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Az mRNS izolaléas, reverz transzkripcié (RT): Az mRNS izolalast a Dyna-
beads® mRNA DIRECT Micro Kit-tel végeztik a fagyasztott egyedi blaszto-
merekbdl: 10 perces lizis pufferes kezelés utan a sejt mRNS molekulait
magneshez kapcsolt oligoT szekvencidhoz kapcsoljuk, majd tébbszéri atmosas
utan révid hékezeléssel levalasztjuk réluk. A kapott tiszta mRNS oldatot hasz-
naltuk fel templatként a reverz transzkripcids reakcioban: 2 yl 10x puffer oldat,
5 mM MgCi2, 1 mM dNTP, 2,5 uM random hexamer primer, 20 U RNaz inhi
bitor (Fermentas), 50 U M-MLV ‘reverz transzkriptaz enzim (Sigma) és RNaz
mentes desztillalt viz 20 pl végtérfogatban. A reakcicelegyet 10 percig 25 °C-on
(primer feltapadas), 60 percig 42 °C-on (cDNS szintézis), 5 percig 99 °C-on
(inaktivalas) inkubaltuk. A sejtekbdl atirt cDNS-t =20 °C-on taroltuk a késébbi
felhasznalasig.

Kinetikus PCR: A kvantitativ kinetikus PCR méréseket az iCycler iQ Real-
Time PCR Detektald Késziléken (Bio-Rad Laboratories) vegeztik. A reakcio-
elegy a QuantiTect iQ SYBR Green Supermix-et (Bio-Rad Laboratories), 500-
500 nM specifikus primert, és az egy blasztomerbdl atirt cDNS 1/8-at tartalmaz-
ta. A PCR program elején a cDNS-t 2 percig 95 °C-on denaturaltuk, majd 50
ciklusban sokszoroztuk: 95 °C 20 masodperc, 60 °C 20 masodperc, és 72 °C
20 masodperc. Minden ciklus.végén mértik a kétszali DNS termék fluoresz-
cens jelét. A reakcid végén olvadaspontméréssel ellendriztiik a specifikus ter-
mék tisztasagat.

Gének, primerek: Actb: citoplazmatikus B-aktin fehérjét kédold gén. A fehér-
je minden eukariota sejtben megtalalhatd nagy szamban. A sejt alakjanak fenn-
tartasaban és mozgasképességében jatszik szerepet. Altalaban hasznaljak
referencidnak, mint haztartasi gén (Alonso és mtsai, 1986, Kreuzer és mtsai,
1999).

P)ou5f1: a POU domén 5 fehérjecsalad 1-es tagja, egy transzkripciés faktor,
kozismert neve Oct-4. Expresszidjat korai embriokban, embrionalis &ssejtek-
ben, az érett petesejtben, és a csirasejt-vonalban mutattak ki. A blasztociszta
allapotu embriéban csak a belsé sejtcsoméban (ICM) van jelen, azok pluripo-
tenciajat tartja fenn (Palmieri és mtsai, 1994).

Nanog: ujonnan felfedezett homeobox transzkripciés faktor. Expressziojat
korai embrionalis embridkban, embriondlis Ossejtekben, és tébbféle szévetben
kimutattdk. A blasztociszta allapotd embrioban csak a belsé sejtcsomdban
(ICM) van jelen, azok pluripotenciajat tartja fenn, valamint gatolja az extraemb-
rionalis endodermava differencialodasat (Mitsui és mtsai, 2003).

Sic2a3: plazmamembran transzportfehérje, mely a glikoéz szallitast elésegi-
t fehérjecsalad 3-as tagja (izoformaja), kézismert neve Glut-3. Felnétt egérben
foként az agy neuronsejtjeiben taldlhaté meg, és ez az egyik els6 embrionalisan
kifejez6d® glilkéz-transzporter fehérje a korai blasztociszta allapotu embri6
trophectoderma sejtjeiben (Pantaleon és misai, 1997).

A kivalasztott génekre tervezett specifikus primerek jellemz6it az 1. tablazat

tartalmazza.

Kiértékelés: A mért értékeket (kiiszdb ciklusszam) relativ mRNS mennyisé-
gekre a standard gérbe modszerrel szamitottuk ki. Ennek lényege, hogy meg-
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mértuk ismert mennyiségi RNS mintabdl készitett higitasi sor kuszob ciklus-
szam értékeit minden génre, melybdl megallapithaté volt a két mennyiség kézti
Osszefuggés. A mért ciklusszamokbol ezzel ki tudtuk szamitani az RNS meny-
nyiségeket. Ezeket az értékeket normalizaltuk a mért Actb gén, mint haztartasi
gén értékeivel: az egyes sejtekben mért kulénb6zé gének mRNS mennyiségét
elosztottuk az Actb mennyiségével. Ezeket a relativ mMRNS mennyiségeket tin-
tettuk fel az abrakon (Kreuzer és mitsai, 1999).

1. tablazat
A kivalasztott gének és specifikus primerek jellemzéi

Gén(1) RNCBI 1 primer __ 2 primer _ Fra’gment

efSeq szekvencia(2) pozicié(3) szekvencia(2) pozicio(3) | meret(4)
pon | xasor2 [ISCISTCCCIST | 05 [SAICTCACGATS oy | 22209
Oct4 | M343gr |SORCOATCTGTCG | g7y |GACCASGGTCTCC 799 | 4550p
Nanog | XM_132755 é%mggGACTA 664 SXgZCT;GCTGCCC 794 147 bp
Glut3 | AKoasazs |STICTOAGAGCGG | g |GAACAGTCACGGC 450 | 168bp

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

EREDMENYEK

Az Uj médszerrel sikerllt négy gén expresszidjat megmeérni 6 darab 4 sejtes
embrié (az 1. dbran A, B, C, D, E, F jellii embriék 1, 2, 3, 4 szamu sejtjei) és 6
darab 8 sejtes embri6 (a 2. 4bran G, H, |, J, K, L jeld embridk 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8 szamu sejtjei) egyedi blasztomer sejtjeiben. Abban a 3 (E/1; F/1; F/2), illetve 4
(I/8; J/7; JI8; K/7) mintaban, amikbél nem tudtuk kimutatni sem a harom specifi-
kus gén, sem a referencia gén expresszidjat, X jellel kulénboztettilk meg a pozi-
tiv mintaktdl (1ab., 2abc. dbra). Egy 8 sejtes mintanal két sejtet nem sikerilt
szétvalasztani, ott két sejtbdl (G/1-2) torténtek a mérések.

1a. 4bra: Négysejtes embridk blasztomerjeiben mért relativ génexpressziés értékek
Oct-4.

relativ mRNS
mennyiség(2)

Lt LD S S S E S B S A |

~NOOY TAOYT TNOS AN XN XX
-

B e T i T o~
<L Ommm OO00 Q000 ~Www
w [TRTS

embrid/blasztomer sejt(1) ’

Fig. 1a.: Relative gene expression values of 4-cell stage embryos
embryo/blastomere cell; X: lost mMRNA sample(1), relative mRNA amount(2)
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A 4 sejtes embriék blasztomerjeiben nem talaltunk Glut-3 expressziét, az
Oct-4 és a Nanog esetében azonban mar ebben a stadiumban is kimutathatéd
volt az mRNS: az Oct-4 expresszidjaban 10-szeres, a Nanog expresszidjaban
9-szeres kulénbségeket mértiink egyazon embrid sejtjei kézott (1. dbra).

1b. abra: Négysejtes embridk blasztomerjeiben mért relativ génexpresszids értékek

Nanog

25 -

relativ mRNS mennyiség(2

|G i ]

rwmv -—Now X

— N M ~ N I N <

ey oey DD DI 2D orpiT

<<<< DoOmm 0000 cooco —www ITluw
w b w

embrid/blasztormer sejt(1)

Fig. 1b.: Relative géne expression values of 4-cell stage embryos .
embryo/blastomere cell; X: lost mMRNA sample(1), relative mRNA amount(2)

A 8 sejtes embriok sejtjeiben kisebb Oct-4 expresszios kilénbseégeket kap-
tunk (2-8-szoros), a Nanog expressziéja 28-szoros, a Glut-3 expresszibja
12-szeres kuldnbségeket mutatott (2abc. abra).

2a. 4bra: Nyolcsejtes embriék blasztomer sejtjeiben mért relativ génexpresszids értékek
Oct-4
60
50
40
30
20 =
10 5 I
o B il i HI ifln

T 1 TT

relativ mRNS
mennyiség(2) -
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o - - 4

embrid/blasztomer sejt(1)

Fig. 2a.: Relat/ve gene expression values of 8-cell stage embryos
embryo/blastomere cell; X: lost mRNA sample(1), relative mRNA amount(2)
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2b. abra: Nyolcsejtes embridk blasztomer sejtjeiben mért relativ génexpresszids értékek

Nanog
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relativ mRNS
mennyiség(2)
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Fig. 2b.: Relative gene expression values of 8-cell stage embryos
embryo/blastomere cell; X: lost mRNA sample(1), relative mRNA amount(2)

2c. abra: Nyolcsejtes embriok blasztomer sejtjeiben mért relativ génexpresszids értékek

Glut-3

relativ mRNS
mennyiség(2)
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embrid/blasztomer sejt(1)

Fig. 2c.: Relative gene expression values of 8-cell stage embryos
embryo/blastomere cell; X: lost mRNA sample(1), relative mRNA amount(2)

Egyazon embri6 blasztomer sejtjei k6z6tt egy a négybdl kiemelkedéen ma-
gas Oct-4 expressziot mutatott a 4 sejtes embriokban.
A 8 sejtes embridk nyolc sejtje kozul kettében kiemelkedéen magas Nanog

expressziét talaltunk.
-~

Is

KOVETKEZTETESEK

Eredményeinkbdl megallapithatd, hogy a kifejlesztett modszer preciz, érzé-
keny, igy alkalmas egyedi embrionalis sejtek génexpresszidjanak méresére. Az
MRNS izolalas, és reverz transzkripcié kombinalva a kinetikus PCR-rel gyors
viszonylag egyszer(ien kivitelezheté mddszer, mindamellett megbizhaté és
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reprodukalhaté mennyiségi meghatarozasokat lehet vele végezni. Kisérletlink-
ben a 24 darab 4 sejtes blasztomer kozil 21-bél (87,5%), a 47 darab 8 sejtes
blasztomer koézul 43-bol (91,5%) sikertlt az mRNS mennyiségeket meghata-
rozni. Azokban a mintakban, amikb&l nem tudtuk kimutatni sem a harom speci-
fikus gén, sem a referencia gén expressziéjat, feltehetéen az mRNS lebomlott,
vagy elveszett. Az egy sejtben talalhaté mRNS mennyisége olyan kevés, hogy
mas ellenérzé6 méréssel nem lehet kimutatni. Szamos Iépés lehet, ahol az
MRNS elveszhet, mint példaul a sejt sérilésekor a szétvalasztas és gyljtés
soran, valamint az mRNS izolalasakor.

Jelentés egyedi kulénbségeket tudtunk kimutatni 4 sejtes embridk blasz-
tomerjei k6z6tt az Oct-4 és Nanog expresszidjaban, valamint a 8 sejtes embriok
blasztomerjei k6zott a Nanog expresszidjaban. Mindkét gén a késébb kialakuld
blasztociszta allapotu (beagyazddas koérlli) embrié belsd sejtcsomédjaban (ICM)
kifejez6dd transzkripcios faktor. Amennyiben konzekvensen tapasztalhaté a
késdbbiekben ICM specifikus génexpressziés klldnbség a blasztomer sejtek
kozott, feltehetd, hogy ezek a kulénbségek nagyon korai jelei lehetnek a sejtek .
egy bizonyos fejlédési iranyban vald elkdtelezédésének. Bizonyitasa tovabbi
kutatasokat igényel.

IRODALOM

Alonso, S. — Minty, A. — Bourlet, Y. — Buckingham, M.(1986): Comparison of three actin-coding
sequences in the mouse; evolutionary relationships between the actin genes of warm-blooded
vertebrates. J. Mol. Evol., 23. 1. 11-22.

Edashige, K. - Sakamoto, M. — Kasai, M.(2000): Expression of mRNAs of the aquaporin family in
mouse oocytes and embryos. Cryobiology, 40. 171-175.

Gutierrez-Adan, A. — Behboodi, E. — Murray, J.D. — Anderson, G.B.(1997): Early transcription of the
SRY gene by bovine preimplantation embryos. Mol. Reprod. Dev., 48. 246-250.

Hansis, C. — Tang, Y.X. — Grifo, J.A. — Krey, L.C.(2001): Analysis of Oct-4 expression and ploidy in
individual human blastomeres. Mol. Hum. Reprod., 7. 2. 155-161.

Kreuzer, K.A. — Lass, U. — Landt O. — Nitsche, A. — Laser, J. — Ellerbrok, H. — Pauli, G. = Huhn, D.
— Schmidt, C.A.(1999): Highly sensitive and specific fluorescence reverse transcription-PCR
assay for the pseudogene-free detection of beta-actin transcripts as quantitative reference. Clin.
Chem., 45. 2. 297-300.

Lighten, A.D. — Hardy, K. — Winston, R.M. — Moore, G.E.(1997): Expression of mRNA for the insulin-
like growth factors and their receptors in human preimplantation embryos. Mol. Reprod. Dev., 47.
134-139.

Lonergan, P. - Rizos, D. — Gutierrez-Adan, A. - Fair, T. — Boland, M.P.(2003): Oocyte and embryo
quality: effect of origin, culture conditions and gene expression patterns. Reprod. Domest. Anim.,
38. 259-267. :

Mitsui, K. - Tokuzawa, Y. — ltoh, H. — Segawa, K. — Murakami, M. — Takahashi, K. - Maruyama, M.
— Maeda, M. — Yamanaka, S.(2003): The homeoprotein Nanog is required for maintenance of
pluripotency in mouse epiblast and ES cells. Cell., 113. 5. 631-642.

Niemann, H. - Wrenzycki, C.(2000): Alterations of expression of developmentally important genes
in preimplantation bovine embryos by in vitro culture conditions: implications for subsequent
development. Theriogenology, 53. 21-34.

Palmieri, S.L. - Peter, W. — Hess, H. — Scholer, H.R.(1994): Oct-4 transcription factor is differentially
expressed in the mouse embryo during establishment of the first two extraembryonic cell lineages
involved in implantation. Dev. Bioi., 166. 1. 269-267.

Pantaleon, M. — Harvey, M.B. — Pascoe, W.S. — James, D.E. - Kaye, P.L.(1997): Glucose
transporter GLUT3: ontogeny, targeting, and role in the mouse blastocyst. Proc. Natl. Acad. Sci.

USA, 94. 8. 3795-3800.



292 Baji Gél és mtsai: GENEXPRESSZIOS KULONBSEGEK EGEREMBRIOKBAN

Steuerwald, N. — Cohen, J. — Herrera, R.J. — Brenner, C.A.(1999): Analysis of gene expression in
single oocytes and embryos by real-time rapid cycle fluorescence monitored RT-PCR. Mol. Hum.
Reprod., 5. 1034-1039.

Wrenzycki, C. - Hemmann, D. — Camwath, JW. — Niemann, H.(1998): Expression of RNA from
developmentally important genes in preimplantation bovine embryos produced in TCM
supplemented with BSA. J. Reprod. Fertil., 112. 387-398.

Zernicka-Goetz, M.(2004): First cell fate decisions and spatial patteming in the early mouse embryo.
Semin. Cell. Dev. Biol., 15. 5. 563-572.

Zhang, X. — Kidder, G.M. — Zhang, C. — Khamsi, F. — Armstrong, D.T.(1994): Expression of
plasminogen activator genes and enzymatic activities in rat preimplantation émbryos. J. Reprod.
Fertil., 101. 235-240. :

Erkezett: 2005. januar
Szerzék cime: Baji Gél, A. — Bodo, Sz. — Gérhény, B. — Balogh, E. - Dinnyés, A.
Authors’ address: Mezdégazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokdzpont, Allatbiologiai Intézet
Agricultural Biotechnology Center, Institute of Animal Biology
H-2100 Godolie, Szent-Gyorgyi Albert u. 4.
Boonkusol, D.. Department of Anatomy, Faculty of Science, Mahidol University
Bangkok, Thailand



ALLATTENYESZTES és TAKARMANYOZAS, 2005. 54. 3. 293-302. 293

KAKASSPERMIUMOK ELETKEPESSEGENEK ES
TERMEKENYITO-KEPESSEGENEK ALAKULASA A
MELYHUTESI PROTOKOLL SORAN

VARGA AKOS — VEGI BARBARA — SZOKE ZSUZSA — LIPTO! KRISZTINA —
VARKONYI ESZTER — LENNERT LASZLONE — BARNA JUDIT

OSSZEFOGLALAS

A kisérletek soran elsé izben vizsgaltak parlagi magyar kakasok spermiumainak mélyhithetésé-
gét. A mélyhlitést és a tartositast Lake és Stewart (1978) altal leirt lassu, programozott, glicerinnel
tortené fagyasztasi modszer modositott valtozataval végezték. A spermiumok életképességét az
elé/holt sejtarany, valamint a morfol6giai rendellenességek aranyanak meghatarozasaval (anilin-
eozinfestés) vizsgaltak a mélyhiitési eljaras egyes szakaszaiban. A kisérlet soran két-harom napos
idékozokkel tizenegy termékenyitést hajtottak végre, mélyhitstt sperma esetében 110-500 millié,
friss sperma esetében 200 millié €16, ép morfolégiaju spermiummal. :

Az ondémintak minésége a fagyasztasi protokoll minden lépésénél romlott. A legdrasztikusabb
valtozas az €16 sejtaranyban az ondominta lefagyasztasa, majd ujboli felolvasztasa (81,5%-r6l
48,5%-ra csokkenés) és a glicerin eltavolitasat célzé centrifugalas (48,5%-rél 36,5%-ra csokkenés)
soran kévetkezett be. Az inszeminalt ondominték 6sszes €l6 sejt aranya atlagosan 36,4%, mig az
el6 ép sejtek aranya 24,8% koriil mozgott.

A termékeny tojasok aranya a harmadik termékenyitéstél a kisérlet vegéig gyiijtott tojasok 6ssz
eredmeényét tekintve 51,1%, mig a kelési arany 37,5% volt.

A harmmadik termékenyitéstdl az inszeminalt €18, normalis morfologiaju spermiumok szama korre-
laciét mutatott mind a termékenységgel, mind pedig, a kelési eredményekkel (r=0,57 mindkét eset-
ben).

Az embrionalis rendellenességek eldfordulasanak vizsgalatakor erfs szignifikdns kilonbség
(P<0,001) volt kimutathaté a petevezetdben térténd korai elhalasok (DO) és gyenge (P<0,1) a
pozitiv fejlédésii csirakorongok (PD) eléfordulasi aranyaban a melyhditétt spermaval és a kontroll
friss spermaval termékenyitett csoport kdz6tt. A kisérleti csoportban lényegesen nagyobb aranyban
fordult eld mindkét rendellenesség. Az DO eléfordulasi aranya kiléndsen az elsé termékenyitések-
nél volt rendkivill magas (a termékeny tojasok 75, 60, 37,5%-a) majd a kontrolicsoportéhoz hasonlé
alacsony (10% alatti) értékre csdkkent

Gyenge (P<0,1) szignifikancia volt kimutathato a kromoszéma-rendellenességek elGfordulasanak
gyakorisagaban. Ebben az esetben is a kisérleti csoportban fordult eld tébb rendellenesség.

SUMMARY

Varga, A. — Végi, B.Ms. — Sz6ke, Zs.Ms. — Lipt6i, KMs. — Vérkonyi, E.Ms. — Lennert, L-né Ms. —
Bamna, 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 10° 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
controt group (P<0.001) but 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

Hungarian rurat cockerels.
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BEVEZETES .

A genetikai er6zid6 megakadalyozasa érdekében vilagszerte, igy nalunk is,
génbankokat hoztak és hoznak létre, ahol viszonylag kisebb allomanyokban
prébaljak fenntartani a helyi fajtakat. Az éshonos magyar tyukfajtak meg fellel-
heté egyedeinek felkutatasa és egy stabil. génbanki allomany kialakitasa t6bb
fajta esetében jelenleg is folyamatban van (Szalay, 2002). A fajtak hosszu tavu
fenntartasa céljabél in situ génmegbrzéssel parhuzamosan, a himivarsejtek
mélyh(téses tartésitasaval ex situ génbank létrehozasa is szlikséges. Az in situ
génbank hianyaban kisebb génbanki allomanyokban tartas soran, a fajtan belul,
bizonyos vonalak akar telies mértékben eltlinhetnek nem vart események (be-
tegseg, tlizvész, ragadozdk) vagy tenyésztesi problemak kévetkeztében (Bodo,
1991; Barna és Varga, 2002). Laboratériumi és intenziv fajtakkal térténd telepi
kisérletek adatai alapjan a kakasspermiumok folyékony nitrogénben korlatlan
ideig tarolhatok, ex situ génbank kialakitasara felhasznalhatok (Donoghue és
Wishart, 2000). A spermiumok mélyhlthetosége fajtanként eltéré, 6shonos
magyar tyukfajtanal pedig még nem végeztek ondé mélyhuteési kisérleteket.

Elékisérleteink soran a hazityuk fajra kidolgozott spermamélyhitési eljara-
sok kozul Lake ¢s Stewart (1978) altal leirt lassu, glicerines fagyasztasi méd-
szert talaltuk a legeredményesebbnek, amelyet az Ujabb eljarasoknal (Wishart,
1995a; Seigneurin és Blesbois, 1995) tapasztalt megfigyeléseknek megfelelen
néhany helyen médositottunk.

Jelen kisérlet célja laboratériumunkban tovabbfejlesztett mélyhitési eljaras
gyakorlatban térténd kiprébalasa, a spermiumok mélyhités soran bekévetkezd
eletképesség és termékenyitéképesség-valtozasanak nyomon kévetése, és igy
a spermamelyhités, mint ex sifu génmegdrzési médszer e fajtanal térténé al-
kalmazhatdsaga volt. Vizsgaltuk tovabba az embriéelhalasok idejét, és az emb-
rionalis és kromoszomalis rendellenességek eléfordulasanak gyakorisagat.

ANYAG ES MODSZER
/fllatok, onddminték gylijtése

A spermavétel Burrows és Quinn (1937) médszere alapjan heti kétszer tor-
tént, 20, egyedi ketrecekben elhelyezett, parlagi magyar kakastdl. Inszemina-
lashoz a termelési ciklus kezdetén levd 30 parlagi magyar tyukot hasznaltunk;
amelyek mélyalmon, fulkés elrendezésben voltak. Az allatok 13 éras megvilagi-
tas mellett, kereskedelmi forgalomban levé tojétapot fogyasztottak ad libitum.

-~
Mélyhitési protokoll, inszemirféjas

A mélyhitésre szant mintakat 20 °C-on 1:1 aranyban glicerint nem tartal-
mazé higitéval (Lake 1) (Lake és Stewart, 1978) higitottuk, ampullakba szét-
meértik (0,3 ml/ampulla), és 5 °C-os hiitédobozban, 20 percig hitottilk. A glice-
rint is tartalmazo (2,78 g/2,2 ml glicerin 10 ml oldatban) krio-oldattal toiténd
tovabbi 1:1 higitast egy hideg (5-8 °C-0s) helységben végeztik ugy, hogy a
glicerin végkoncentracidja a higitott ondémintakban 11%-koéruli érték legyen. Az
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ampullakba val6 szétmérést és az 5 °C-on torténé higitast a gyorsasag érdekeé-
ben automata pipettakkal végeztuk. A mintakat ezutan tovabbi 10 percig 5 °C-
on inkubaltuk, majd egy programozhaté fagyasztokészulék (Planer Kryo 10,
Planer Products Ltd, UK) segitségével 7°C/perc, majd —35°C-t6l 20°C/perc
sebességgel hitottuk —140 °C-ig. A mélyh(itétt ondémintakat végul folyékony
nitrogénbe helyeztik.

Az ondémintak felolvasztasa 5 °C-os vizfurdében tértént. A felolvasztott
ondémintakat 1:8 aranyban higitottuk glicerinmentes higitdoldattal (Lake és
Stewart, 1978) 6 lépésben (0,08, 0,22, 0,40, 0,73, 1,5 és 1,9 ml higité), majd
5 °C-on centrifugaltuk 700g-n 20 percig. A feltlusz6 eltavolitasa utan a vissza-
maradé pelletet a 0,1 ml higitéoldattal elkevertuk, majd 20 percen belll klodka-
kiforditassal, mélyen intravaginalisan inszeminaltuk. A frissen termékenyitésre
szant ondomintakat, eredeti koncentraciojuk fotométerrel térténd meghataroza-
sa utan, megfelelé mértékben higitottuk és inszeminaltuk.

Ondéminébsités

Jelen kisérletben a spermiumok életképességét anilin-eozin festést kovets-
en az élé/holt sejtarany, valamint a morfolégiai rendellenességek aranyanak
meghatarozasaval Leitz Diaplan ‘mikroszképban immerzio alatt veégeztuk a
meélyhitési eljaras egyes szakaszaiban:

— kozvetlen gyiijtés utan,

— 5 °C-ra hitést kovetben,

— glicerines higitoval torténé higitas utan,

— felolvasztast kovetéen, a glicerin eltavolitasat célzo centrifugalas elétt,

— centrifugalas, és a sejtek reszuszpendalasa utan, kozvetienil inszemina-
las el6tt.

Ezeket a vizsgalatokat valamennyi mélyh(tés soran elvégeztik, majd az
eredményeket atlagoltuk. ,

A spermiumok motilitasat kozvetlentl az inszeminalas elétt ellendriztuk, egy
hordozhaté mikroszkép (200x nagyitas) segitségével, mind a kisérleti mind,
pedig a kontroll csoportnal. Az ondémintakat a spermiumok motilitasa alapjan
szubjektiv becsléssel 0-t6l 5-ig pontoztuk a kévetkezékepen:

0: nincs motilitas;

1: motilitas van, de az elérehaladé mozgast végzé spermiumok szama ke-
vesebb, mint 5%;

2: a spermiumok negyede (10-35%-a) elérehaladdé mozgast végez;

3: a spermiumok fele (40—-60%-a) elérehaladé mozgast vegez;

4: a spermiumok tébbsége (70-80%) elbrehalado mozgast végez,

5: A spermiumok mindegyike élénk elérehaladé mozgast vegez.

Friss sperma esetében csak a 4-es vagy 5-6s, mig a mélyhutott/felolvasz-
tott spermanal a legalabb 2-es motilitasi értékkel rendelkez6 mintakat insze-
minaltuk.

A friss &s a mélyhdtott ondémintak termékenyitdképességét a begydijtott to-
jasok keltetésével, vizsgalataval hasonlitottuk dssze. 20 tylkot melyhdtott-
felengedett, 10-et pedig kontroll friss spermaval termékenyitettink. A kisérlet
soran két-harom napos id6kozokkel tizenegy termékenyitést hajtottunk végre
meélyhtostt sperma esetében 110-500 millio, friss sperma esetében 200 millié
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€16, ép morfoldgidju spermiummal. A tojasokat az elsé termékenyités utan 24
oraval kezdtuk gydjteni, és a gyljtést az utolsé termékenyitést kdvetd negyedik
napon fejeztik be. Egy-egy termékenyités eredményességét a termékenyitést
kévetd 25—72/96 o6ra kozott letojt tojasok keltetésével, illetve a kildmpazott toja-
sok vizsgalataval mértuk fel.

Embriévizsgélatok

A keltetés 6tédik napjan végzett lampazas utan azokat a tojasokat tortik fel,
amelyekben normalis embrionalis fejlédés nem voit megfigyelhetd. A mintakat a
kovetkezé csoportokba soroltuk:

— . Szemre terméketlen”;

— PD (positive development): pozitiv fejlédés;

— BWE (blastoderm without embryo): embrié nélkuli blasztoderma;

— ,D1-4" (embryos died on the 1st-4th day of the incubation): 1-4 napos
korban elhalt embrié.

A szabad szemmel terméketlennek t(iné csirakorongokat kimetszettik,
0,9%-o0s NaCl oldatba helyeztuk. Bonctiivel sztereomikroszkép alatt a csirako-
rong sejtjeit levalasztottuk a szikhartyardl, targylemezre helyeztik, és propidium
jodiddal (Pl) (P4170, Sigma) megfestettuk, majd fluoreszcens mikroszkoppal
(Leica, 500x nagyitas) vizsgaltuk. A csirakorong fluoreszcens vizsgalata alapjan
a szemre terméketlen csirakorongl tojasokat valédi terméketlen tojasokra
(I, infertile), vagy olyan termékeny tojasokra osztottuk, amelyben az embrid
koran, feltehetéen még a petevezetében elhalt (DO, embryos died in the
oviductus) (Lipt6i és mtsai, 2004).

Kromoszéma-vizsgélat

Az 5. napon végzett lampazas soran kiesd tojasokat feltortik és az esetle-
gesen elhalt embridkbél mintat vettink kromoszéma vizsgalatra. Az embriok
fenotipusanak meghatarozasa utan a mintakat 0,56%-os KCI oldatba
(hipotonizalas) helyeztik és 1-2 csepp 0,1%-0s colchicint cseppentettiink a
mintakhoz a mitézisok aranyanak névelésére. A mintakat 37,5 °C-on inkubaltuk
20 percig. és cc. ecetsav:abszolut etanal 1:3 aranyu keverékének haromszori
cseréjével fixaltuk. A fixalt mintakbol egy kis részt kimetszettink és 50%-os
ecetsavval érativegen finn pipetta segitségével szuszpendaltuk. 30 pl szusz-
penziot 40-50 °C-ra melegitett és ezen a héfokon tartott targylemezre-cseppen-
tettiink. A csepp szélének szaradasa utan a maradék mintat visszaszivtuk és a
pipetta segitségével tovabbvittik a targylemezen, igy lemezenként nyolc kort
kaptunk. A lemezeket_a mintak egy napos, levegdn torténdé szaritasa utan
5%-0s Giemsa-torzsoldat foszfat pufferes oldataval festettik meg. Lemezen-
ként legalabb 20 osztédast értékeltiink. (Zeiss Axioscop, Jena, Germany; Hidas
és mtsai, 1996)

Statisztikai analizis
Az eredmények statisztikai értékelését varianciaanalizissel, Chi* probaval
(Statgraph program) végeztik.
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EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Az ondémintak mindsége a fagyasztasi protokoll minden lépésénél romiott,
a legdrasztikusabb valtozas az él6 sejtaranyban az ondéminta lefagyasztasa,
majd ujbdli felolvasztasa (81,5%-rél 48,5%-ra csokkenés) és a glicerin eltavoli-
tasat celz6 centrifugalas (48,5%-r6l 36,5%-ra csékkenés) soran kévetkezett be
(1. abra). A mélyhutési eljaras teljes tartama alatt a spermiumok életképessége
az eredeti 90,1% érték 40%-ara csékkent. Kézvetlenill az inszeminalas elétt az
élo sejtek 32%-a volt rendellenes (E). Mig kevéssel gy(jtés utan a spermium
rendellenességek els@sorban éretlen sejtek vagy mas fejlédési rendellenessé-
gek kozal kerdltek ki, az inszeminalas elétti ondémintakban az akroszéma és a
sejtmembran mechanikai karosodasa miatt fellépd kézépdarab rendellenessé-
gek dominaltak.

1. 4bra;: Spermiumok életképességének valtozasa a mélyhités soran
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Fig. 1.: Changes in sperm viability during cryopreservation procedure .
dead spermatozoa(1), live, abnormal spermatozoa(2), live, normal spermatozoa(3), A=just after
collection, B=cooled to 5 °C, C=diluted with glycerolized diluent, D=thawed, E=just before insemina-

tion

Inszeminalas eldétt a mélyhitott/felolvasztott ondomintak Gsszes elo sejt
aranya 25-49%, mig az €16 ép sejtek aranya 12-40% koz6tt mozgott.

A kiserleti csoportban a harmadik termékenyitéstdl a kisérlet vegeig gyujtott
tojasok atlagos termékenysége 51,1%, az atlagos keltethetdseg 37,5%, a kont-
roll, friss spermaval termékenyitett csoportban ugyanez 91,4%, illetve 73,5%
volt. A kontroll csoport termékenységi és kelési szazaléka szignifikansan
(P<0,001) magasabb volt, mint a kisérleti csoportban.

Az elsé két inszeminalas utani napokban gydijtétt tojasok termékenysége
35%, kelési eredménye 10% alatt volt (2., 3. 4bra). A tovabbi termekenyitések-
nél az inszeminalt él6, normalis morfolégiaju spermiumok szama korrelaciot
mutatott mind a termékenységgel, mind pedig a kelési eredmenyekkel (r=0,57
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mindkét esetben). A termékenység 44-58%, mig a keltethetéség 25-50% ko-
ZOtt valtakozott. Kisérletiinkben 50%-o0s termékenység eléréséhez 300 millid,
mig 50% kelési eredmény eléréséhez 400 millié €16, ép mélyh(itstt/felolvasztott
spermium bejuttatasa volt sziilkséges.

2. 4bra: Osszefiiggés a termékenység és az é16, ép
mélyhitott/felolvasztott spermiumok szama kdzott
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Fig. 2.: Correlation between fertility and the number of inseminated live, intact frozen/thawed
spermatozoa
fertility(1), number of live, intact spermatozoa, million(2)

3. 4bra: Osszefiiggés az é16 embridk és az inszeminalt, é16,
ép, mélyhiitétt/felolvasztott spermiumok szama kézott
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Fig. 3.: Correlation,bem/egr') hatched embryos and the number of inseminated live, intact fro-
zen/thawed spermatozoa ’ :
number of embryos showing normal development(1), number of live, intact spermatozoa, million(2)

Az embrionalis rendellenességek eléfordulasanak vizsgalatakor erés szigni-
fikans kilénbség (P<0,001) volt kimutathaté a petevezetében toérténd korai el-
halasok (DO) és gyenge (P<0,1) a pozitiv fejlédési csirakorongok (PD) eldfor-
dulasi aranyaban a kisérleti és a kontroll csoport kézott (4. dbra). A kisérleti
csoportban lényegesen nagyobb aranyban fordult elé mindkét rendellenesség.



ALLATTENYESZTES ES TAKARMANYOZAS, 2005. 54. 3. 299

4. 4bra: Embrionalis rendelienességek termékeny tojasokhoz viszonyitott aranya

30 ')R‘RR

5 235
o 1,21 :
PO 111 Pty RS
DO(1) PD(2) BWE(3) D1-4(4)

M kontroli(5) O mélyhatétt(6)

mmmz-oo 0,54

DO=petevezetékben elhalt; PD=pozitiv fejlédés, BWE=blasztoderm embri¢ nelkul; az inkubacié 1—4
napja k6zott elhalt embrid

Fig. 4.: The rates of embrional abnormalities / fertile eggs
embryos died in the oviductus(1), 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 petevezetdben torténd) elhalas (DO) aranya az els6
hat, mélyhiitétt spermaval térténd inszeminalas soran magas volt (5. abra). A
petesejt megtermékenyilt, és osztédasnak indult, de a fejlédés korai szakasza-
ban az embri6 elhalt. A hetedik termékenyitéstél a DO aranya a mélyhiitétt és
friss spermaval valo inszeminalas esetében hasoni6 értekeket mutatott.

5. 4bra: A korai embri6elhalasok (DO-k) termékeny
tojasokhoz viszonyitott aranyanak alakulasa
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Fig. 5.: The variation of the rates of deaths in the oviducts (DO)/ffertile eggs
inseminated with frozen/thawed semen(1), controk2)
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Kromoszéma rendellenességek vizsgalata céljabdl a kilampazott tojasokbdl
a kontroll csoportbol 15 mintat, a kisérleti csoportbél pedig 12 mintat gydjtot-
tank. A kontroll csoportban, kettében talaltunk 1AZ/2AZW tipusa haploid/diploid
mozaikossagot (6—7. abra), egyben, pedig haploid (1AZ) rendellenességet. A
kisérleti csoportban, kettében talaltunk haploid (1AZ) tipusu, négyben, pedig
2AZ/4A tipusu diploid/tetraploid mozaikossagot. A két csoportban eléforduléd
kromoszéma rendellenességek aranyat tekintve a két csoport kézétt szignifi-
kans kuldnbség volt kimutathato, bar ez, valésziniileg a kis mintaszamnak ké-
szénhetben, nem erds (P<0,067).

7. abra: Diploid osztédas (2AZW)

6. abra: Haploid osztodas (1AZ) ugyanazon az egyeden beliil

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

KOVETKEZTETES

szama mind fagyasztas elétt, mind fagyasztas/felolvasztas utan eimarad az
intenziv fajtak eredményeitél. Ugyanez mondhat6 el a termékenységi és keite-
tési eredményekrol is (Chalah és mtsai, 1999). Ennek oka lehet, hogy az ésho-
nos fajtakban a kullemi szelekcion tul semmi egyéb iranyu szelekcidé nem tor-
ténhet, tehat a himivarhoz kétédé pozitiv tulajdonsagok, mint ondétermels-
képesség, ondomindség, mélyhiitéssel szembeni ellenalld-képesség, terméke-
nyitbképesség, stb. nem keriinek elétérbe. Tehat mar a friss ondé mindsége.
sem tokéletes és ismert, hogy a mélyhiités sikerességéhez a kivalé mindségi
ondomintak hasznalata elsédleges. Annak ellenére, hogy a legjobb ondémintak
hasznalatara térekedtink, a gyakori, heti 2—-3-szor térténd, egy-egy alkalommal
lehetbleg 300 millié els” €p spermium bejuttatasaval 50% feletti termékenysé-
cet, és a 40% koruli kelési araryt sikertlt csak elérntnk. A moédszer, bar nagy-
0zemi brojler-tenyésztésben nem lenne gazdasagos, ex situ génbank kialakita-
sara, egyes tylukfajtak génallomanyanak biztonsagi tartalékként torténd fenntar-
tasanak céljabél — véleményunk szerint — alkaimas. '
Kisérletiinkben elészér vizsgaltuk a termékenyitéskor bejuttatott &6, ép
mélyhtott/felolvasztott spermiumok szama és a tojasok termékenysége, keltet-
het6sége kozotti kapcsolatot. Vizsgalataink alapjan a kritikus 50%-os termé-
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kenység eléréséhez legaldbb 300, 50%-os kelési arany eléréséhez legalabb
400 millic él6, ép mélyhitott/felolvasztott spermium szilkséges. Eredményeink
igazoljak azt a korabbi megfigyelést, hogy a mélyhiités/felolvasztas soran az
onddminta termékenyitéképessége az él6 normalis sejtek ardnyanal nagyobb
mértékben csékken (Wishart, 1985).

A madarak esetében a bejuttatott spermiumoknak csupan 1%-a tarolédik a
petevezetd spermatarolé tubulusaiban. A petesejt megtermékenyilésének esé-
lye egyenesen aranyos a spermiumtarold tubulusok spermiumokkal val6 teli-
tettségenek mértékével (Wishart, 1995b). Az elsé két inszeminalas soran kapott
gyenge termékenységi és kelési eredmény a hianyosan felt¢ltédétt spermiumta-
rol6é tubulusokkal és igy a termékenyitbképes spermiumok kis szamaval magya-
razhaté. Az egymast kévetd inszeminalasok soran a tubulusok felt6ltdttsége
egyre teljesebbé valik, ennek kdszénhetd, hogy a késdbbi inszeminalasokat
kovetéen kezdett emelkedni a termeékeny tojasock aranya. A termékenységi (ke-
lési) eredmények alakulasaba tehat nem csak a bejuttatott spermiumok szama,
hanem a spermatarol6 tubulusok feltdltéttsége is szerepet jatszik.

A petevezetbben torténé nagyon korai elhalds (DO) nagy aranyu eléfordu-
lasarél Ogasawara és Lorenz, 1964 szamoltak be, azonban nem a kevés, ha-
nem éppen a tul sok, kdzvetlenil a magnumba bejuttatott spermium miatt.
Eredményeink szerint a korai embridelhalasok (OD-k) szama nem csak a tul
sok, hanem a tul kevés termékenyitbképes spermium esetében is megnéhet.
Kisérletinkben a DO-arany alakulasanak az oka az lehet, hogy a mesterséges
termékenyités kezdetén nincs a normalis embrionalis fejlédéshez elegendd
mennyiségi él6, termékenyitéképes spermium a petevezetoben. Tehat a pete-
sejt megtermékenyul, az osztédasi folyamatok megindulnak, azonban a norma-
lis embriéfejlédés még a petevezetdben elakad. Feltételezhets tehat, hogy a
normalis embriéfejlédéshez létezik egy optimalis spermiumszam, amire a sejt-
osztédas megindulasan tul az embriofejlddés soran zajlé anyagcsere folyama-
tokhoz is szilkség van. A tovabbi inszeminalasokat kovetéen a spermatarolo
tubulusok telitddnek, igy a gyengébb minbsegli meélyh(itott spermiumokbdl is
elegend® szamu termékenyitdképes spermium juthat el az infundibulumba.

Az elhalt embriokbél torténé kromoszémavizsgalataink eredménye arra utal,
hogy a mélyhiités okozta esetleges elvaltozas a spermiumban, vagy egyéb,
a mélyhdtott/felolvasztott spermaval torténd termékenyitésnél el6fordulo ténye-
26 (kevés termékenyitbképes spermium, krioprotektans-maradék) névelheti a
kromoszoma rendellenességek gyakorisagat az elhalt embridkban. A kis min-
taszam miatt biztos - kovetkeztetések levonasahoz tovabbi kisérletek szik

ségesek.
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