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ELOSZO

Az 1991-ben alakult a Szaporodasbiolégiai Tarsasag, melynek szakmai
elédje, miikddd Magyar Agrartudomanyi Egyesiilet Allatorvosok Tarsasaga
Szaporodasbiolégiai Szakosztalya (megsziint 1990-ben) volt, éppen 10 évvel
ezelbtt, 1993-ban inditotta el ,Szaporodasbioldgiai Talalkozd” cimmel, évente
megrendezésre kerlUld tudomanyos Osszejoveteleit. A konferenciak témajanak
vagy az adott év valamilyen szaporodasbioldgiai eseménye, vagy egy-egy téma
arra az évre jellemz6 gyakorlati, illetve elméleti fontossaga adott aktualitast.
Eleinte egy-egy allatfaj (szarvasmarha, sertés) szaporodasbioldgiai vonatkoza-
su kutatasi eredményei szerepeltek a palettan, 1997-ben a mesterséges meg-
termékenyités 50. éves multja adta a talalkozd apropodjat, 2002-ben a hazai
szaporodasbioldgiai kutatémiihelyek bemutatasa volt a f6 cél, mig 2003-ban a
25. éves hazai multra tekinté embrié-atlltetés emlékiléséhez kapcsolodott a
konferencia tematikajanak egy része. Idén tarsasagunk komoly torekvése az
ICAR (International Conference on Animal Reproduction) hazai megrendezési
lehetéségének palyazat utjan térténd megszerzése.

Az utodbbi években tudatosan kezdtik bevonni rendezvényeinkbe a legdfiata-
labb kutatdkat is, és ezzel egyidejlileg, az eléadasok korét, az emlds fajokon
kivll, kibdvitettik egyéb allatfajokkal, valamint — tekintettel arra, hogy a bio-
technoldgia évszazadat éljik — szerettiink volna tdbb hangsulyt fektetni a leg-
Ujabb biotechnoldgiai kutatasok bemutatasara is, ami az elmult két rendezvény
programjat alapvetéen meghatarozta.

Sajnalatosnak tartjuk, hogy az alapkutatasok bemutatasanak bevonasaval,
sok korabbi, els6sorban a szaporodasbiolégia gyakorlati kérdései irant érdekls-
dé, rendszeres konferencia-résztvevét — ugy tlinik — elveszitettiink. Bizunk
benne, hogy ez a folyamat csak atmeneti, a régi kollégak visszatérnek rendez-
vényeinkre, valamint az uj, fiatal kutatok rendszeres részvételével is tovabb fog
bévulni a hallgatosag létszama.

Az Allattenyésztés és Takarmanyozas c. folydirat immar harmadik éve val-
lalja, hogy a rendezvényen szerepl6 el6adasok teljes anyagat, vagy az dssze-
foglaloit megjelenteti, hogy ezzel még tobb szakma irant érdekl6dd kollégank
megismerje a hazai szaporodasbiolégiai kutatasok jelenlegi témait, az elért
legujabb eredményeket, és azok miveldit, megkdnnyitve ezzel a kapcsolatfel-
vétel lehetéségét is. Ugy érzem, legutdbbi rendezvényiink is rendkiviil valtoza-
tos és tartalmas volt az allatfajokat és az Uj kutatasi eredményeket illetéen,
ezért j6 szivvel ajanlom mindenki figyelmébe.

A Szaporodasbioldgiai Tarsasagrél, a tevékenységérdl, illetve a belépési
lehet6ségekrél bévebb informaciéo a www.szapbiol.hu honlapon all az érdekl6-
doék rendelkezésére.

This is the Proceding of 10th Meeting of the Hungarian Society for Animal Reproduction titeled as
+From gametes until birth* Each of the paper (summary of full text) 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


http://www.szapbiol.hu/
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HOGYAN SEGITI A CITOGENETIKA A
SZAPORODASBIOLOGIAT
(BIVALY, JAK, LAJHAR PELDAKON)

REVAY TAMAS — KOVACS ANDRAS

SUMMARY: THE LINKAGE BETWEEN CYTOGENETICS AND REPRODUCTIVE BIOLOGY (EX-
AMPLES ON WATER BUFFALO, YAK AND TWO-TOED SLOTH SPECIES)

Animal cytogenetics celebrates its 40th anniversary in 2004. Today’s cytogeneticist, aiming to re-
veal chromosomal abnormalities manifest at the phenotypic level or in the production traits, “bor-
rows” several methods from the molecular biological field. Fluorescence in situ hybridization (FISH)
transfers the resolution of classical chromosomal investigations to the level of genes and molecular
markers. Using FISH a particular chromosome, gene involved in an abnormality can be recognized
not only in metaphase chromosome preparations, but also in interphase nuclei. The authors present
examples of sex-chromosome analysis of water buffalo (Bubalus bubalis, L.) and yak (Bos grun-
niens, L.) by FISH, which make possible the recognition of sex of spermatozoa, thus can be a test
method for the sexing experiments.

Xenarthas are blank spots in the “cytogeneticist map”. The numerical polymorphism and difficul-
ties of sex-determination described in the two-toed sloth, can limit the effective zoo-breeding.

Az allattenyésztési citogenetika mintegy negyven éves tudomanyterilet. A
fenotipusosan, vagy a termelési paraméterekben megjelend rendellenességek
kromoszomalis szinten torténd megismerését szolgalé metodikak napjainkban a
molekularis bioldgia eszkdztarabdl is meritkeznek. A fluorescens in situ hibridi-
zacio (FISH) a kromoszémalis vizsgalatok felbontoképességét a gének, mole-
kularis markerek szintjére transzportald6 modszer. Segitségével az egyes kro-
moszomak, a rendellenességért felelés gének mar nem csak kromoszémakon,
hanem interfazisos sejtmagokban is felismerhetdk. Az eléadasban a citogeneti-
kailag jol ismert bivaly (Bubalus bubalis, L.) és jak (Bos grunniens, L.) fajok ivari
kromoszomait érint6 vizsgalatokat mutatunk b. Ezek lehetévé teszik a kulonbo-
z6 ivart spermiumok felismerését, ami az ivarspecifikus termékenyité anyag
eléallitasat célzo vizsgalatok hatékonysaganak tesztelé modszere lehet.

A citogenetika fehér-foltja a vendégiziiletesek. A kétujju lajhar (Choloepus
didactylus, L.) néhany eddig vizsgalt egyedében leirt meghdkkentd numerikus
polimorfizmus, és az ivar meghatarozas nehézségei, a hatékony allatkerti sza-
poritas korlatja lehet.

Szerzbék cime: Révay, T.: Kisallattenyésztési és Takarmanyozasi Intézet
Authors’ address: Institute for Small Animal Research
H-2101 Godolls, Pf. 417.
Kovécs, A. :Allattenyésztési és Takarmanyozasi Kutatdintézet
Research Institute for Animal Breeding and Nutrition
H-2053 Herceghalom, Gesztenyés u. 1.
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A HAZIALLATOK VEMHESITESE

SOLTILASZLO

SUMMARY: FERTILISATION IN DOMESTIC ANIMALS

Supporting reproduction has been a major goal of animal breeders for many centuries, because
domestic animal species live in an environment which is unnatural and production is possible only if
reproductive processes are undisturbed.

The methods used range from the selection the animals in heat and ready for conception up to
the most recent assisted reproductive technologies. Historical data suggest that the first artificial
insemination was performed in the XIV. century, when Arab horse breeders collected stallion semen
by inserting a sponge into the vagina of a bred mare. Leeuwenhoek was the first to recognise sper-
matozoa in the human ejaculate by using a self-constructed microscope. One century had to elapse
before Spallanzani performed the first successful artificial insemination in the dog, and it took an-
other 100 years until this technique was extended to other domestic animal species.

Several important developmental milestones invented by the Russian, later on by Danish, French
and Japanese scientists which resulted in the worldwide use of the artificial insemination with deep
frozen semen today. Recently, efforts are being made to evaluate semen objectively along with the
gender selection of inseminates.

Amiota az ember egyes allatfajokat haziasitott, kiilénleges figyelmet fordit
azok szaporodasara. Nem csupan azért, mert a természetes éléhelylktdl eltérd
korilmények kozott tenyésztett allatok reprodukcidjat segiteni kell, hogy elérjék,
vagy meghaladjak vadon él§ tarsaikét, hanem mert a tejtermel6 egyedek sza-
porodas nélkll termelni is képtelenek.

A szaporitas tamogatasa évezredeken keresztil az ivarzé ndstények kiva-
logatasabdl és a hozzajuk parositasra kijeldlt himek fizikai kbzelségbe hozasa-
bél allt. A mai értelemben vett mesterséges termékenyités csupan néhany évti-
zedes multra tekinthet vissza, holott a technika alapja egyaltalan nem uj, azt a
természet is széles kérben alkalmazza a méhek, és mas rovarok altal beporzott
névényeknél.

Maig ellendrizetlen térténet szerint a 14. szdzadban, arab l6tenyészték egy
hivelybe helyezett szivacs segitségével loptak el a rivalis csapatok lovaitél a
spermat, amellyel azutan sajat kancaikat vemhesitették. 1678-ban, Leeuwen-
hoek és segédje, a maguk altal szerkesztett mikroszkdp segitségével medfi-
gyelték az ejakulatumban jelen Iévé spermiumokat, &m tovabbi egy évszazad-
nak kellett eltelnie, amig Spallanzani az els6 sikeres termékenyitést végrehaj-
totta kutyan (1784). Ezt kdvetéen Ujabb szaz évig tartott, amig Cambridge-ben,
Walter Heape (1897), és mas orszagokban tdébben, egymastdél fuggetlenul nyul,
kutya és 10 sikeres termékenyitésérdl szamoltak be. A modszer gyakorlati fel-
hasznalasat az allattenyésztésben, az orosz Ivanov alapozta meg, aki 1907-tél
kezd6dden sikeres kisérleteket végzett (kutya, réka, nyul és baromfi) és sper-
ma-higitét dolgozott ki, valamint szakembereket képzett lovak mesterséges
termékenyitésére. Munkassagat, amelyrél 1922-ben angol nyelvii szakkdzle-
ményt is publikalt, Milovanov folytatta. O fejlesztette ki a réla elnevezett mihi-
velyt és més eszkdzoket, amelyekhez hasonlékat ma is széles kérben haszna-
lunk. Az orosz iskolat tanulmanyozta Nishikawa, aki Japanba hazatérve, mun-
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katarsaival egylttmikodve, rutinszerl termékenyitést végzett szarvasmarhan,
juhon, kecskén, sertésen és baromfin, am eredményeik mindaddig ismeretlenek
maradtak, amig Niwa és Nishikawa, tébb angol nyelvi publikaciéban 6sszefog-
lalva, azt 1958—-1972 kdzdtt megjelentették.

A mesterséges termékenyitésrél beszélve nem hagyhaté figyelmen kivil a
dan Sérensen, aki jol ismerte az orosz csoport munkassagat, és kidolgozta a
szarvasmarha esetében ma is hasznalatos rectovaginalis technikat, majd 1936-
ban megalakitotta az els6é termékenyité allomast, méghozza mar az elsé évben
igen jo (59%) vemhesulési eredménnyel. Ugyané talalta fol a miszalmat
(1940), amit Cassou (1964) fejlesztett lzemi szintre és forgalmazott vilagszerte.

Mérfoldkének szamitott a brit Polge altal kidolgozott spermamélyhiitési elja-
ras, hazikakas ondéseijtjeivel, ami a 0,25 ml-es miszalmaban torténd fagyasz-
tas és a folyékony nitrogénben tarolas bevezetésével, vilagszerte elterjedtté
tette a szarvasmarha mesterséges termékenyitését. Olaszorszagban,
Spallanzani korai kutatasai nyomdokain tovabb haladva, Amantea (1914) ku-
tyak részére mihuvelyt fejlesztett ki, ami eléfutara volt a bikak, mének és kosok
szamara kifejlesztett orosz mihlvelyeknek. Egy masik olasz, Bonadonna,
egyuttmikédve a svéd Lagerlof-fel, megszervezte az elsé International
Congress on Animal Reproduction (Milano, 1948), amelyik 4 évenként megren-
dezve, maig az allat-szaporodasbioldgia legjelentésebb seregszemléje. Lagerléf
és az ugyancsak svéd Blom (akinek a komparaciés spermakamrajat hosszu
ideig elterjedten hasznaltak) szamos kutatast végeztek és publikaltak a rendel-

A jovd utja egyelbre belathatatlan, de bizonyara szerepet fog kapni benne
a mar ma is mind gyakoribb objektiv szamitégépes sperma-analizis (CASA), az
aramlasi citometriaval ivardeterminalt sperma hasznalata és olyan tartdsitasi-
termékenyitési eljarasok (mikrokapszulazott vagy liofilizalt sperma, vitrifikalt
sperma, mély intrauterin termékenyités, stb.), amelyek a modszer alkalmazasat
kifizetédévé teszik olyan esetekben is, ahol ma ez még nem gyakorlatias.

Szerzé cime: Szent Istvan Egyetem, Allatorvos-tudomanyi Kar
Author’s address: Szent Istvan University, Faculty of Veterinary Science
H-1400 Budapest, Pf. 2.
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EMBRIONALIS MORTALITAS DIAGNOSZTIKAI LEHETOSEGEI
SZARVASMARHABAN

SZENCI OTTO — BECKERS, JEAN FRANCOIS

SUMMARY: RECENT POSSIBILITIES FOR THE DIAGNOSES OF EMBRYONIC MORTALITY IN
THE COW

The achievement of an optimum calving to conception interval of 85 to 115 days requires concen-
trated management activities during the first 100 days following calving. Accurate and early detec-
tion of pregnant and non-pregnant cows, as well as cows with late embryonic mortality, may be a
key factor in achieving an optimal calving to conception interval.

One of the most recent techniques for the diagnosis of early pregnancy and late embryonic mor-
tality in cattle on the farm is B-mode ultrasonography. The reliability of the test greatly depends on
the frequency of the transducer used. The accuracy of a 5 MHz transducer for the detection of the
conceptus from 20 days after Al onwards has been investigated by several authors, but under field
conditions acceptable results could only be achieved from 26 to 27 days after service (Pieterse et
al., 1990; Szenci et al., 1990; Hanzen and Laurent, 1991). However, Badtram et al. (1991) reported
an accuracy of 69% and 72% for pregnant and non-pregnant cows, respectively, using ultrasonog-
raphy between 23 and 31 days after insemination. In these cases the confirmation of ultrasonic
diagnoses was based on palpation per rectum of the uterus at 2 to 3 months after Al or on sponta-
neous return to oestrous after Al. Under controlled experimental conditions, the accuracy of a 7.5
MHz linear-array transducer for early pregnancy diagnosis was 100% by Day 20 (Boyd et al., 1990;
Kastelic et al., 1991). However, similar results could not be reached in field studies (Szenci et al.,
1995, 1998).

Bovine pregnancy specific protein B (bPSPB) and/or bovine pregnancy associated glycoprotein 1
(bPAG1) are expressed in the trophoblastic binucleate cells and secreted in the maternal circulation
(Sasser et al., 1986; Zoli et al., 1992). Detection of these proteins in the maternal blood can be a
good indicator of the presence of a live embryo (Semambo et al., 1992; Szenci et al., 1998).

Progesterone production by the corpus luteum plays an essential role in the establishment and
the maintenance of pregnancy and a progesterone assay around day 21-23 has been proposed as
a pregnancy test in farm animals. However, this test is not specific for the presence of a live con-
ceptus in the uterus (Humblot et al., 1988).

The present review is undertaken to summarise the most important methods for the diagnoses of
early pregnancy and late embryonic mortality in the cow (Szenci et al., 2000, 2003). The ad-
vantages and disadvantages of the different methods are also discussed.

Altalanosan elfogadott, hogy a mesterséges termékenyitést kdvetéen az al-
latok 88-90%-a fogamzik (Ayalon, 1978). Masok szerint ez az arany Uzemi
kortlmények kozott jelentésen tulbecsult (Sreenan és Diskin, 1986). Ugyanak-
kor az egyszeri mesterséges termeékenyitést kdvetéen az allatoknak csak az
55%-a ellik le (Diskin és Sreenan, 1980). Ebbdl kdvetkezben a fertilitdsi arany
(88-90%) és a tulajdonképpeni szaporulat (55%) k6zott mintegy 33—-35% k-
I6nbség van, vagyis az embrionalis mortalitas mintegy 33—35%-ban fordul eld.
Az is elfogadott, hogy aranyban a vemhesség 8—18. nap koz6tt, amikor az 6sz-
szes embrionalis mortalitas a fogamzastdl kezdve folyamatosan, mégis az 6sz-
szes mortalitashoz viszonyitva, mintegy 75-80%-ban fordul el6 (Diskin és
Sreenan, 1980; Roche és mtsai, 1981). A mesterséges termékenyitést kovetd
42. nap utan a magzati elhalas mintegy 5-8%-ra tehet6 (Boyd és mtsai, 1969).

Az embrionalis mortalitas diagnézisara vonatkozéan, az irodalomban, kevés
adat all rendelkezésre. Ennek fontossagat az is hangsulyozza, hogy az embrio-
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ndlis mortalitast ténylegesen el6idéz8 kéroktani vizsgalatokat csak megbizhato
diagnosztikai modszerek birtokaban lehetséges elkezdeni. Osszefoglalonknak
az a célja, hogy ismertesse azokat a vemhességi diagnosztikai médszereket,
melynek segitségével az embriondlis mortalitas is diagnosztizalhatd, hogy ezal-
tal is hozzajarulhassunk a két ellés kdzotti idészak csdkkentéséhez.

Jelenlegi ismereteink szerint, Gzemi korliimények kdzott, a korai vemhes-
séget és a késbi embrionalis mortalitast legegyszeriibben B-képeljarason alapu-
|6 ultrahangvizsgalattal allapithatjuk meg. A vizsgalat pontossaga fligg a hasz-
nalt vizsgaléfej frekvenciajatol. A mesterséges termékenyitést koveté 20. naptol
kezd6dben tobben vizsgaltak az 5 MHz-es vizsgaldfejjel végzett diagnosztikai
munka pontossagat, de izemi korilmények kozott csak a termékenyitést kdve-
t6 26—-27. nap utan kaphaté elfogadhaté eredmény (Pieterse és mtsai, 1990;
Szenci és mtsai, 1990; Hanzen és Laurent, 1991). Ezzel szemben, Badtram és
mtsai (1991),a mesterséges termékenyitést kovetdé 23-31. nap kodzott csak
69%, ill. 72%-0s pontossaggal tudtak a vemheseket és a nem vemheseket di-
agnosztizalni. Az ultrahangvizsgalatok eredményeit rendszerint 2—3 honappal a
MT utan, rektalis vizsgalattal, ill. a visszaivarzasokkal erésitették meg.

Kisérleti korilmények kozott, 7,5 MHz-es vizsgaldfej hasznalataval, a korai
vemhességet, a termékenyités utani 20. naptél kezd6déen 100%-0s pontossag-
gal allapitottdk meg (Boyd és mtsai, 1990; Kastelic és mtsai, 1991). Ezzel
szemben Uzemi kérilmények kézoétt nem tudtuk a korai vemhességet hasonlé
pontossaggal megallapitani (Szenci és mtsai, 1995, 1998ab).

A vemhességi fehérjéket (PSPB és/vagy PAG1) a trophoblast eredeti
binuclealis sejtek termelik, amelyek az anyai véraramba is bekerllnek (Sasser
és mtsai, 1986; Zoli és mtsai, 1992), ezaltal meghatarozasuk a vemhességre
nézve specifikus modszernek tekintheté (Semambo és mtsai, 1992; Szenci és
mtsai, 1998ab).

A sargatest progeszteron termelése fontos szerepet jatszik a vemhesség
kialakulasaban és fenntartasaban. A termékenyitést kdveté 20-23. napon vett
mintakbdl (vér, tej) a korai vemhesség is megallapithatd. Az él6 embriét tekintve
a modszer nem specifikus, mivel csak arrél tajékoztat, hogy a hattérben sarga-
test fazis van (Humblot és mtsai, 1988).

Vizsgalatainkbol azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a PSPB, a PAG1
és a progeszteron-koncentracié egyideji meghatarozasa, valamint az ultra-
hangvizsgalat lehetéséget nyujt a késdi embrionalis/fetalis mortalitas soran
bekovetkezd korélettani elvaltozasok tanulmanyozasara annak érdekében,
hogy a kivaltdé okokat megismerhessuk, ill. megelézhessuk (Szenci és mtsai,
2000, 2003).
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A KANCA PETEFESZEK-MUKODESE
AZ ELLES UTANI IDOSZAKBAN

(OVARIAL FUNCTION OF MARES POSTPARTUM)

HUSZENICZA GYULA

Az elmdlt évtizedben a 16, mint sport célokra, és/vagy kedvtelésbdl tartott allat
iranti érdeklédés hazankban is jelentésen fokozddott, ami drvendetesen egydtt jar a
faj szaporodasbiolégiai tulajdonsagai iranti érdeklédés megndvekedésével. Az ellés
utani idészak valamennyi hazi emlés fajban, igy a kancaban is kitlintetett jelent6-
séggel bir a szaporoddképesség késbdbbi alakulasat illetéen. A kanca ellés utani
id6szaka abban kilénbdzik a tobbi gazdasagi haszonallatétol, hogy mind a méh
involucidja, mind a petefészek-miikddés ellés utani ciklikussa valasa rendszerint
gyorsan lezajlik. Ennek kdszonhetéen mar 1-2 héttel az ellés utan megvan a lehe-
tésége az Uj vemhesség kialakulasanak. Ez a szaporodas-élettani sajatossag az
evoluciés nyomas (a fajfenntartashoz sziikséges évenkénti ellések) és a hosszu
vemhességi id6 hatasara alakult ki (Ginther, 1992).

A méh involdcioéja kancaban

A méh ellés utani visszaalakulasanak a faji sajatossagait a kdzelmultban, egy
Osszefoglalé kézleménylinkben tekintettiik at, igy a terjedelmi korlatokra tekintettel
— meghatarozé klinikai jelentésége ellenére — a kérdést ezuttal nem részletezziik
(Nagy és mtsai, 2003).

A petefészek-miik6dés ellés utani ciklikussa valasa

A kanca ellés utani elsé lathaté ivarzasa és elsé ovulaciéja: Az ellés utani elsé
lathato ivarzasi tiinetek mar az 5-11. napon jelentkezhetnek (Mészaros és Ocsag,
1978; Ginther, 1992). Ezt az ivarzast csikésarlasnak (foal heat) nevezziik. Megosz-
lanak a vélemények ennek gyakorisagarol. Egyesek szerint az ellés utani 20. napon
belil kezd6dd ivarzasokat tekinthetjik csikdsarlasnak, és csak néhany kancan (5-
10%) nem figyelhet6k meg ivarzasi tiinetek ebben az idészakban (Bain, 1957; Bec-
ze, 1981; Haraszti, 1987; Ginther, 1992). Masok szerint azonban Iényegesen na-
gyobb (30-40%) a csikésarlast nem mutatok aranya (Du Plessis, 1964; Kulcsar és
mtsai, 1989; Volkmann és mtsai, 1992; Quintero és mtsai, 1996).

Loy (1980) angol telivéreken végzett vizsgalatai szerint a pp elsé ovulacié alta-
laban a 10-11. napon kovetkezik be, a kancak kb. 97%-a ovulal az elsé
20 napon. Meglehet6ésen gyakori azonban, hogy az els6 ovulaciéra tobb mint
30 nappal az ellés utan kerll sor. Ezt féként az év korai szakaszaban (januar—
marcius) ellett kancakra talaltak jellemzének. Hasonlé eredményekrél szamos kuta-
tocsoport beszamolt, de az utdbbiak szerint az ellést kdvetd elsd ovulacio idépontja
rendszerint néhany nappal kés6bbre (13—-16. nap) tehetd (Henneke és Kreider,
1979; Hodge és mtsai, 1982; Henneke és mtsai, 1984; Kubiak és mtsai, 1989;
Koskinen, 1991). Kancaban is el6fordulhat, hogy az els6é ovulacié koéril ivarzasi
tinetek nem lépnek fol (Holtan és mtsai, 1975; Nett és mtsai, 1975; Volkmann és
mtsai, 1992).
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A petefészek-miikédés ciklikussa valasanak hormonalis hattere

A pp els6 ovulacié gyors kialakulasa szorosan 6sszefligg az ekkor tapasz-
talhatdé gonadotrop valtozasokkal. Az ellés el6tt néhany nappal kancaban kifejezett
FSH szintemelkedés mutathato ki, ami maximumat az ellés napjan éri el, majd uta-
na gyorsan csOkken (Turner és mtsai, 1979). Valdjaban két FSH csucs figyelhetd
meg: az els6 12, a masodik pedig 2 nappal az ellés el6tt. Ez hasonlit a ciklikus kan-
cakban lezajlo folyamatokhoz: az elsé emelkedés kb. 24, a masodik pedig, kb. 12
nappal az ovulacio elétt figyelhetd meg. Valdszind, hogy az ellés utan ennek hata-
sara gyorsul fol latvanyosan az antralis tiiszék fejlédése (/rvine és Evans, 1976). Az
FSH szintjének az ellés el6tti emelkedése a feto-placentaris egység gatlo hatasanak
megsziinésével, vagy az ellés folyamatanak fizikai és hormonalis valtozasaival fligg
O0ssze (Ginther, 1992). Az FSH szintje az ellést kdvetéen fokozatosan csokken.
Petefészek-irtott kancakban ez a csOkkenés elmarad (Irvine és Evans, 1976; Turner
és mtsai, 1979). Az exogén GnRH-ra adott FSH-valasz kdzvetlenll az ellés elétt és
azt kovetben nem valtozott, jelezve azt, hogy a hypophysis FSH-raktarainak hor-
montermelése/telitettsége allandd szinten van (Nett és mtsai, 1987; Nett és mtsai,
1989; Harisson és mtsai, 1990b). Az FSH-val ellentétben, a gesztacios periddus
utolsé heteiben a plazma LH szintje alacsony, a HEL LH raktarai tresek (Irvine és
Evans, 1976; Turner és mtsai, 1979; Neft és mtsai, 1987, 1989). Az exogén GnRH-
ra adott maximalis LH-valasz a vemhesség masodik felében (240. és 320. nap)
alacsony, majd az ellés utan fokozatosan emelkedik, a csikésarlas elsé napjan ma-
gasabb, mint a pp 3-6. napon. Ez azt jelzi, hogy a HEL LH raktarai az ellést kdvet6-
en gyorsan feltoltédnek (Nett és mitsai, 1987, 1989; Harisson és mtsai, 1990b).
Ezzel 6sszhangban a plazma atlagos LH szintje a pp 2. naptdl az ovulacioig fokoza-
tosan emelkedik (Nett és mtsai, 1975; Irvine és Evans, 1976; Noden és mtsai, 1978;
Turner és mtsai, 1979; Hodge és mtsai, 1982; Fitzgerald és mtsai, 1985; Sargent és
mtsai, 1988). A korai pp id6szakaban az FSH és az LH alapszekrécioja loban is
pulzalé jellegl, a hullamok kdzel azonos idépontban jelentkeznek (Hines és mtsai,
1987). A csikdésarlas masodik felében a preovulacios tisz6 altal termelt E2 hatasara
(pozitiv feed-back) az LH gyorsabb emelkedése tapasztalhaté (Turner és mtsai,
1979), kialakul a fajra jellemzéen tébb napos tartamu preovulacios LH-csucs, majd
bekdvetkezik az ovulacio.

Az E2 és a P4 az ellést kdvet6 els6 napon mar alapszinten van. A P4 kon-
centracioja csak az els6 ovulaciot kdvetben, az elsé CL kialakulasa nyoman emel-
kedik Ujra. Ezzel szemben az E: a ciklikus allatok preovulaciés idészakahoz hason-
I6an mar az elsé tiszérepedést megelézéen emelkedik (Nett és mtsai, 1973; Holtan
és mtsai, 1975; Nett és mtsai, 1975; Hunt és mtsai, 1978; Noden és mtsai, 1978). A
plazma E:2 koncentracidjanak emelkedése a lathatd ivarzasok jelentkezésétdl fig-
getlenill alakul ki. Egyes szerzdk szerint azonban a csikdsarlast nem mutaté kan-
cakban az E: ovulaciét megeléz6 emelkedése nem figyelhetd meg (Loy és mtsai,
1975).

Az ellés utani els6é ovulacio idejének meghatarozasa nem elegend6 a kancak
petefészek-mikodésenek jellemzésére. Ugyanis az els6 ovulacioé bekdvetkezte nem
minden esetben jelenti egyben a petefészek-miikddés ciklikussa valasanak kezdetét
is. Sokkal pontosabban tajékoztat a kancak Pa-profiljanak a meghatarozasa. A kér-
déskorrel foglalkozé munkak kozil azonban csak kevés terjed tul az elsé tliszére-
pedés idészakan (Henneke és mtsai, 1984; Kubiak és mtsai, 1989).
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A petefészek-miik6dés ciklikussa valasat befolyasol6 tényezbk

Kancaban az ellés naptari helye, azaz az évszak az a legfontosabb kulsé té-
nyez®, mely az ellés utan a petefészek-miikddés ciklikussa valasat, és az elsé ivar-
zas kialakulasat befolyasolja. Az elléstdl az elsd ovulacidig tarté id6 januartdl juniu-
sig folyamatosan csokken: az elsé 10 napon ovulalok aranya szignifikansan tébb
majusban (83%), mint januarban és februarban (33%) (Loy, 1980). A vonatkoz6
sajat vizsgalatainkat megel6zden is szamos — koztlk sajat elézetes — megfigyelés
(Palmer és Driancourt, 1983; Allen, 1985; Kulcsar és mtsai, 1989; Koskinen, 1991)
tanusitotta, hogy a 20. napnal késébbi elsé ovulacié (pp. aciklia), valamint az
interovulacids id6 meghosszabbodasa lehetéségével els6sorban az év korai szaka-
szaban ell6 kancakban kell szamolnunk. Ebben az idészakban a pp petefészek-
mikoddés az ellés pozitiv és a szezon negativ hatasa alatt all. Féként e két tényez6
kozotti kolcsOnhatastol fligg az év korai szakaszaban ell§ kancak pp petefészek-
mikodése. A szezon hatdsa elsésorban a fényperiédus valtozasahoz koétddik. A
majusi ellést megel6z6 révid nappalos megvilagitasban (8 ora fény), a kancakban
gyakori volt az els6é ovulacié késlekedése, vagy a petefészek-mikodés ciklikussa-
ganak a késébbi leallasa. Az év korai szakaszaban ell6 kancak pp petefészek-
mikddése az ellést megel6z két honappal kezdett mesterséges fénykiegészitéssel
(16 ora) hatékonyan befolyasolhaté (Palmer és Driancourt, 1983). Koskinen és
mtsai (1991) szerint az elléstdl az els6 ovulacidig eltelt id szignifikdnsan hosszabb
volt azokban a kancakban, amelyek csak 10 hétnél rovidebb ideig részesulnek
fénykezelésben. A szezon negativ hatasat az is bizonyitja, hogy az év korai szaka-
szaban ellett kancakban az LH-csucs az els6 ovulacié idején alacsonyabb, mint a
masodik ovulacio idején. Juliusi ellések utan ez a kilénbség nem figyelheté meg
(Hodge és mtsai, 1982). Az év korai szakaszaban ellett kancak plazma LH koncent-
racidja az elsé ovulaciot megel6z6en magasabb, ha korabban fénykiegészitésben
részesultek (Silvia és Fitzgerald, 1991).

A vizsgalatok egy része alatdmasztani latszik a csiko jelenlétének, illetve a
szoptatasnak a negativ szerepét is. Ginther és mitsai (1972) azt tapasztaltak, hogy a
csiko szlletéskori eltavolitasa gyorsitja az ellés utani els6 sarlas megjelenését és a
petefészek follicularis aktivitasat (az ellés utani 6. napon a dominans tlisz6 mérete
nagyobb volt csikdjukat nem szoptatd kancakban). Egyes vélemények szerint a
csiko jelenléte gatolja az elsé ovulacié kialakulasat, valamint csokkenti a 6-10. na-
pon mért LH koncentraciot és az FSH atlagat, az ovulaciét megel6zé 10 napban
(Turner és mtsai, 1979). Egy kisérletben a szoptatasok idejének csokkentése gyor-
sitotta az els6 ovulacié kialakulasat a vizsgalat els6é évében, de nem befolyasolta a
masodikban (Henneke és Kreider, 1979). Masok szerint azonban a csiké 24 6rara
torténd eltavolitdsa nem befolyasolta az elléstél az els6 sarlasig és ovulaciéig terje-
d6 id6 hosszat, valamint az LH alapszekréciojanak jellemzéit (pulzus-frekvencia,
amplitudd) (Sargent és mtsai, 1988). Ezen eltéré eredmények miatt a laktaciés
andsztrusz fogalmanak hasznalata kancak esetén ellentmondasos. Egyes szerzék
az ivarzasok elmaradasat, illetve az aciklia ellés utani kialakulasat a szoptatas és
tejtermelés kdvetkezményének tartjak (Allen, 1985).

Az egyéb fajokban szerzett tapasztalatok alapjan feltételezhet6é volt, hogy a
még névekedésben levé, fiatal kancakban az elsé tliiszérepedés késdbb kdvetkezik
be, mint a végleges testtdomegtiiket mar elért egyedekben. Sajat vizsgalataink kezde-
téig azonban ezt kisérletesen nem igazoltak.

A vemhesség végén és a korai laktacio idején az energia-bevitel szintje, illetve
ezzel 6sszefliggésben a taplaltsagi allapot kancaban is jelentésen befolyasolhatja a
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petefészek mikodéseét, illetve annak ellés utani ciklikussa valasat. E hatas valoszi-
nileg els6sorban attél fiigg, hogy a kanca milyen kondicidban ellik, és a lakta-
cio/szoptatas idején hogyan valtozik — javul, vagy romlik — a taplaltsagi allapota.
Egyes medfigyelések szerint azokban a kancakban, amelyeknek az ellés utan javult
a kondicioja, bizonyos hatarok kozott csdkkent az elléstdl az elsé ovulacidig eltelt
id6 és nétt a preovulacios tliszé maximalis mérete (Godoi és mtsai, 2002). Megfele-
16 taplaltsagi allapotban ell6 kancak petefészek-mikodése azonban akkor sem
karosodik, ha az 4&llatok az ellés utdan valamelyest veszitenek kondiciojukbdl
(Ginther, 1992). Valdszinlinek latszik, hogy Ioban a tultaplalisag nem befolyasolja
szamottevGen a petefészek ellés utani mikddését (Kubiak és mtsai, 1989). Ugyan-
akkor rossz kondiciéban ell6, és a kés6bbiekben is rossz taplaltsagi allapotu kan-
cakban csokkent az elsé ovulaciét megel6z6 LH-szekrécid, és szignifikansan meg-
hosszabbodott az elléstél a masodik ovulacidig eltelt id6 (Henneke és mtsai, 1984;
Hines és mtsai, 1987). A kér6dz6 fajokban rendelkezésre allé igen nagy szamu
adathoz képest csak szerény ismeretekkel rendelkezink arrdl, hogy kancakban az
energetikai egyensuly, vagy annak esetleges hianya mely élettani mechanizmuso-
kon keresztll, és milyen mértéki befolyast gyakorolhat a petefészek-miikddés cikli-
kussa valasara. Mivel a NEB el6fordulasa még az egyébként jelentdsebb mennyi-
ségl tejet termeld kancakban sem jellemzé (Heidler és mtsai, 2002), ezért lovakban
e kérdést eddig els6sorban az ovarialis miikddés szezonalitdsa szemszdgébdl ele-
mezték (Nagy és mtsai, 2000; Gentry és mtsai, 2002ab; Guillaume és mtsai, 2002).
A legutébbi évek kutatasi eredményei szerint az energiahianyos allapotra a kanca,
mas eml&sfajokhoz hasonldan az inzulin, az IGF-I és a leptin szintjének csdkkené-
(Nadal és mtsai, 1997; Fitzgerald és McManus, 2000; McManus és Fitzgerald,
2000; Champion és mtsai, 2002). Feltételezik, hogy a vilagos o6rak melatonin-
medialt hatdsa mellett e metabolikus faktoroknak (Fitzgerald és McManus, 2000;
Gentry és mtsai, 2002a), illetve a HEL GnRH-val szembeni, az élettanitél elmarado
mérték( valaszkészségének (Gentry és mtsai, 2002b) is jelentdség tulajdonithatd a
biolégiai tenyészszezon kezdetét jelz6 elsd ovulacidénak az energiahianyos takar-
manyozdas esetén tapasztalt késlekedésében. Egy korabbi munkdnkban magunk is
kapcsolatot talaltunk a bioldgiai tenyészszezon els6 ovulacidjanak az indukalhaté-
saga és a HEL LH-raktarainak a telitettsége kdzott (Nagy és mtsai, 1998¢). A kanca
HTH/HEL rendszere, illetve az FSH és a GnRH-medialt LH-elvalasztas ugyanakkor
korantsem olyan érzékeny a glukézellatas/metabolizmus &atmeneti zavaraira
(McManus és mtsai, 2002), mint az pl. kérédz6kben vagy laktalé kocaban megszo-
kott. Bar egyidejlileg a testsuly csokkenését, illetve NEB folléptét nem tapasztaltak,
az ellés utan — a kérédz6kben megszokott médon — lipicai kancakban is csokkent
a plazma leptin szintje, mik6zben jelentésen emelkedett az AST és a y-glutamyl-
transferase aktivitasa (Heidler és mtsai, 2002). Semmi adatunk nincs azonban arrdl,
hogy mindezek a tendenciak mutatnak-e valamiféle 6sszefliggést az ellés utani elsé
ovulacié idépontjaval. Ugyszintén ismeretlen, hogy a pajzsmirigy hormonok plazma-
szintje, a tejhasznu tehénben tapasztalhatohoz hasonlé médon, kancéakban is csok-
ken-e a laktacié kezdetén.

A hémérsékletnek valoszinlileg nincs Iényeges hatasa a petefészek mikode-
sének ellés utani alakulasara: januarban ellett kancak esetén, a magas hémérséklet
(+27 °C) nem gatolta meg az elsé ovulacié késedelmes kialakulasat, illetve a pete-
fészek-mikodés leallasat (Palmer és Driancourt, 1983).
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Fedeztetés/termékenyités a csikdsarlas idején

Régota vitatott kérdés, hogy a csikdsarlas idején szabad-e a kancat fedeztetni,
vagy sem. Egyes vélemények szerint az elléshez tul kdzeli, még az involucié id6-
szakaban tortént fedeztetés utani vemhesilés altalaban 10-20%-kal alacsonyabb,
az embridelhalas pedig tobb, mint a kés6bbi idépontban tortént fedezte-
tés/termékenyités utan (Loy, 1980; Ginther, 1992). Kulonb6zd szerz6k mas-mas
(46—-76%) vemhesiilési aranyt adnak meg a csikdsarlas idején tortént fedeztetések
eredményességére (Du Plessis, 1964; Loy, 1980; Malschitzky és mtsai, 2002). Egy
hazai felmérés szerint, a csikdsarlas idején vemhesiiltek aranya kb. 46%, és az els6
20 napon belll fedeztetett allatok vemhesllési aranya, az elsé fedeztetés utan,
szignifikansan alacsonyabb, mint a 20. napon tul elészor fedeztetetteké (Jelenka,
1995). Ujabb vizsgalatok szerint azonban nincs kiilénbség a csikésarlas és a ké-
s6bbi sarlasok vemhesilési eredménye kozott, ha az elsé ovulaciora az ellés utani
10. napot koévetben kerll sor (Malschitzky és mtsai, 2002). Ez azzal magyarazhato,
hogy ebben az esetben az embri6 a 14. nap utan jut a méhbe, amikorra az
endometrium szdvettani értelemben vett regeneracidja nagyrészt mar befejez6dott
(Ginther, 1992). A korabbi vizsgalatokban kapott alacsonyabb vemhesilési ered-
mények a felmérésbe vont kancak koraval allhattak 6sszefliggésben. Idésebb (10.
év feletti) kancak esetén alacsonyabb a csikdsarlas idején fedeztetettek vemhesiilé-
si aranya és toébb a korai embridelhalas, mint fiatalabb allatokban (Woods és mtsai,
1987; Mattos és mitsai, 1995). Ha a kanca nem is vemhesiil, a csikésarlas idején
torténd fedeztetés/termékenyités nincs negativ hatassal a kanca kés6bbi vemhesi-
lésre, szaporodasbioldgiai teljesitményére (Ginther, 1992). Ezért — hacsak azt az
involucié szévédményei nem teszik lehetetlenné — a csikdsarlas adta lehet6séget
célszeri kihasznalni és a kancat ebben az idében fedeztetni/termékenyiteni. A gya-
korlatban tdbbféle modszer is hasznalatos a csikdsarlas idején torténd fedezteté-
sek/termékenyitések eredményének javitasara (Osszefoglaléan: Nagy és mitsai,
2003), az egyes kezelési eljarasokat azonban, terjedelmi okokbdl, ezuttal nem rész-
letezzik.

A hivatkozott irodalom forrasai a szerz6nél megtalalhatok.

(The cited literature can seen at the authors)

Szerzé cime: Szent Istvan Egyetem, Allatorvos-tudomanyi Kar
Author’s address: Szent Istvan University, Faculty of Veterinary Science
H-1400 Budapest, Pf. 2.
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AZ AUTOMATIZALT SPERMAERTEKELES FEJLESZTESI
LEHETOSEGEI: FLOW CITOMETRIA

NAGY SZABOLCS

SUMMARY: NEW DIRECTIONS IN THE DEVELOPMENT OF AUTOMATIZED SEMEN QUALITY
CONTROL: FLOW CYTOMETRY

Proper estimation of the quality of the processed semen is of crucial importance in bovine semen
industry. Until now, microscopes were used to estimate semen quality; however, new, user-friendly
flow cytometers now offer a powerful alternative.

Flow cytometers are applied to study sperm viability, acrosome integrity, chromatin stability, mito-
chondrial membrane potential, capacitation status and early membrane changes due to the freez-
ing-thawing process and sperm concentration.

The main advantage of flow cytometry is the high speed and precision of measurements which
can be done at cellular level. Multiparameter analyses can be done as well. Flow cytometers are
widely used in basic and applied spermatology studies; moreover, the first experiences in their
application in routine semen quality control at Al laboratories are promising.

A feldolgozott termékenyité anyag min6ségének pontos értékelése alapvetd fon-
tossagu feladat. A fertilitas el6rejelzése, illetve a szub- vagy infertilitas diagnosztizalasa,
a spermamindség-ellendrzés f6 feladatai tovabba a spermafeldolgozas egyes Iépéseinek
ellendrzése az adott technolégia gyenge pontjainak felismerésében segithet. Napjainkig
a minéség-ellendrzés f6 eszkdze a mikroszkdp volt, azonban az uj, felhasznalébarat flow
citométerek megjelenése, egy Uj, az eddigieknél joval pontosabb alternativat jelenthet.

A flow citometria Iényege réviden a kdvetkezd: a sejtek folyadékaramban egyesével
haladnak keresztil a miszer mérékamrajan, ahol lézersugarat kereszteznek. A spermi-
umok altal szort fény a sejtek méretérdl és belsd dsszetettségérdl ad informaciot, a lézer
pedig a spermiumokhoz két6d6 fluoreszcens festékeket gerjeszti. A citométerek bonyo-
lultabb tipusai képesek sejtszeparalasra (pl. spermaszexalasra), de léteznek olcsoébb,
egyszerlbb, ugynevezett ,asztali” modellek is, amelyek, ha az egyes sejttipusok szétva-
logatasara nem is, de mérésére alkalmasak.

Flow citométer segitségével értékelhet6 az él6-elhalt onddsejtek aranya, az
akroszémaintegritas, a kromatinallomany épsége, a mitokondriumok aktivitasa, a
kapacitacios allapot, illetve a mélyhiités-felolvasztas hatasara bekdvetkezd, un. korai
membranvaltozasok, valamint a spermiumkoncentracio is.

A flow citométerek alkalmazasanak nagy elénye, hogy segitséglikkel gyorsan, min-
den eddigi eljardsnal pontosabban tudunk sejtszintli vizsgalatokat végezni, akar tobb
tulajdonsag egyideji értékelésével is. A miszereket ma mar kiterjedten alkalmazzak
spermatolégiai alap- és alkalmazott kutatasokra, de szintén kedvezbek a rutinszeri
tapasztalatok mesterséges termékenyit6 allomasokon.

Szerzé cime: Allattenyésztési és Takarmanyozasi Kutatéintézet
Author’s address: Research Institute for Animal Breeding and Nutrition
H-2053 Herceghalom, Gesztenyés u. 1
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KORAI VEMHESSEG DIAGNOSZTIZALASA ELISA
TESZT SEGITSEGEVEL SZARVASMARHABAN ES EGYEB
KERODZOKBEN

SASSER, GARTH — GABOR GYORGY — TOTH FRUZSINA

SUMMARY: EARLY PREGNANCY DETECTION BY AN ELISA TEST IN CATTLE AND OTHER
RUMINANTS

The BioprynTM ELISA test has been developed for the determination of the Pregnancy-Specific
Protein B (PSPB) in the blood samples of pregnant ruminants and looks useable on practical level
for the determination of pregnancy in cattle and other ruminants. Biopryn® test is safe and easy to
use in dairy practice 30 days after Al.

A vemhességi fehérjék kimutatasan alapulé laboratériumi vizsgalatok (RIA,
ELISA) a termékenyités utani 28—30. napon elvégezhetdék. A gyakorlatban ma
két (egymastdl csak kissé kilonbdzd) vemhességi fehérje kimutatasi modszer
all rendelkezésiinkre a korai vemhesség vizsgalatara. Mindkét eljaras soran a
vemhes kérédzok vérszérumabdl mutatjak ki a fehérjéket. Az egyik modszer, a
vérszérumbol egy vemhesség specifikus fehérje, az ugynevezett PAG
(Pregnancy Associated Glycoprotein) kimutatasa RIA eljarassal, mig a masik a
vemhesség specifikus B fehérje, a PSPB (Pregnancy Specific Protein B) kimu-
tatasan alapuld ELISA eljaras. A vemhesség-specifikus protein A és B létezésé-
rél elészor Butler és mtsai (1982) szamoltak be. Zoli és mitsai (1991) ujabb
vemhességet jelz6 fehérjére bukkantak, ami PAG-1, majd késébb PAG-I-67
néven vonult be a kdztudatba. A vemhesség megallapitasan kiviil, e fehérjék
alkalmasak a placenta allapotanak vizsgalatara, illetve az esetleges embrio-
veszteségek elbrejelzésére is. A két eljaras eredményességének 6sszehasonli-
tasakor szignifikans eltérést nem tapasztaltak.

A vemhesség specifikus protein B (PSPB)

Ez egy a vemhes kér6dzd allatok vérszérumaban talalhaté fehérje, melyet a
trofoblaszt kétmagvu orias sejtjei termelnek. Néhany primipara tehén vérszéru-
mabdl mar a gesztaciot kdveté 15. napon kimutathatd, de a legtébb tehén vér-
szérumabol csak a vemhesség 24-28. napjan sikerilt kimutatni. Tenyészet
szinten, a vemhesség kimutatdsara, a vemhesilés utani 28-30. napon hasz-
nalhaté. A vemhességre jellemzé fehérjekoncentraciét (1-5 ug/ml) a gesztacio
24-28. napjara éri el, mely koncentracié a vemhesség egész ideje alatt kdzel
allandé szinten marad. A vemhesség kimutatdsara egy dupla antitest
radioimmunoassay (RIA) médszert fejlesztettek ki, majd az elmult években a
vemhesség specifikus protein B kimutatasara alkalmas Biopryn® ELISA
(BioTracking LLC, Moscow, ID, USA) modszer is kifejlesztésre kerult. A PSPB
az ellés utan is viszonylag hosszu ideig megmarad a keringésben, felezési ideje
tobb mint két nap, és a vérbdl csak 80—-100 nappal az ellés utan tiinik el telje-
sen. Ez az oka annak, hogy egy Uj vemhesség kimutatasa a vérbél, az ellés
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utan, kénnyen adhat tévesen pozitiv eredményt, ha a termékenyités az el6z6
ellés utani 60. napon belll tortént, a vemhesség vizsgalat, pedig mar a termé-
kenyitéstél szamitott 30. napon belill megtérténik. Masodszor is vemhes tehe-
nekben, az ellést kdvetd 80. napon, négyszer magasabb PSPB szintet mutattak
ki a keringésben, mint a nem vemhes tehenekben, ugyanennyi idével az ellés
utan. A tesztet tehat csak a gesztacios periodus 28. napjatédl lehet hasznalni,
ami a gyakorlatban annyit jelent, hogy az el6z6 elléstél szamitva mar legalabb
90 napnak el kell telnie. A teszt segitségével a termékenyitést kdvetd 30 nappal
az Uresen maradt tehenek 100%-os biztonsaggal kiszlrhetok.

Szerzbék cime: Sasser, G.: University of Idaho, Moscow, ID, USA,

Authors address:  Gabor, Gy. — T6th, F.: Allattenyésztési és Takarmanyozasi Kutatéintézet
Research Institute for Animal Breeding and Nutrition
H-2053 Herceghalom, Gesztenyés u. 1.
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A JUHOK INTRAUTERIN TERMEKENYITESENEK
EREDMENYESSEGET BEFOLYASOLO TENYEZOK

MAGYAR KAROLY

SUMMARY: FACTORS INFLUENCING FERTILITY AFTER INTRAUTERINE ARTIFICIAL INSEMI-
NATION (A.l.) OF SHEEP

There are a number of factors which may influence the results of fertility. The author summarised
these from a practical point-of-view: biological condition of the flock, season, circumstances of
synchronisation, time of insemination, dose and quality of semen, technical details of intrauterine
A.l. The success of an Al program depends on these fundamental factors in practice.

Az allomany bioldgiai allapota:

Eletkor: 3-5. éves anyak szinkronizalasi eredményei a legjobbak, tul fiatal
(7-8. honapos), illetve 6reg (6—10. éves) anyak nehezebben vemhesithetok;

Takarmanyozas: mikro- és makroelemek hianya, fehérje-hiany szubklinikai
ketodzis, stb. mind hatranyosan befolyasoljak a termékenyités eredményeit;

Elléstdl eltelt id6: a baranyok korai levalasztasat (60. nap) kdvetd ellés
eredménye rosszabb eredményeket ad; el6z6 elléskor nagyobb almot neveld
anyak vemhesulése és szaporasaga gyengébb;

Nyiras, fur0sztés, a gydgyszeres kezelések kerilendék a termékenyitést
megelézden, majd azt kdvetéen 6 hétig, (korai embrid elhalas aranyat névelik);

Szezon: szezonban (6sszel, augusztus vége-november vége) jobbak a ter-
mékenyitési eredmények, szezonon kivil (tél, tavasz, nyar) nehezebben szink-
ronizalhato az ivarzas, rosszabb a vemhesulés;

A szinkronizalas korilményei: (FGA, MAP, PMSG adag) FGA (Chrono-gest
tampon); CIDR: elénydsebb (természetes progeszteron) (szezonban
40 mg-os PMSG — 400-500 NE, szezonon kivil 30 mg-os — 600-750 NE),
emellett szezonon kivil a vasectomizalt kos hatasa pozitiv;

Az inszeminalas ideje: 60—66. 6ra (Cervicalis inszeminalasnal 48-58. ¢ra),
szuperovulaltatasnal — friss sperma 36—48. 6ra, mélyh{itott sperma 44—48. éra.

Az inszeminalas technikai részletei:

— elbkészités: 24 6ra szomjaztatas és éheztetés, kisebb a kockazat, gyor-
sabb az inszeminalas;

— egyszeri antibiotikum vagy szulfonamid kezelés im.

— inszeminalo pipetta;

— stressz tényez6k csdkkentése — kiméletes bandsmad, 12 éras pihente-
tés (korai embridveszteség mérséklése).

Az ondd min8sége, termékenyité adag — 20 milli6 él6 sejt elegendd.

Szerzé cime: Debreceni Egyetem, Agrartudomanyi Centrum
Author’s address: Debrecen University, Centre for Agricultural Sciences
H-4032 Debrecen, Bészérményi u. 138.
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SERTES EMBRIOK MELYHUTESENEK LEHETOSEGEI

BALI PAPP AGNES — VARGA ERIKA — KISS VERONIKA

SUMMARY: POSSIBILITIES OF PIG EMBRYO FREEZING

This century is the century of biology: there is a huge development in the area of gene technolo-
gy, gene mapping and in vitro techniques. The apply of results of biotechnological research is indis-
pensable for the up to date animal breeding. Genetic development becomes easier by the help of
biotechnology, than applying traditional animal breeding methods.

Deep freezing of pig gametes and embryos is still an interesting research area. Pig gametes and
embryos are more sensible for deep freezing injuries than other livestock animals. Pig cytoplasm
has a lot of lipid drops, therefore the cytoplasm is more sensible for cryopreservation. The usage of
conventional freezing methods leads to low efficiency. Better results can be achieved by the appli-
cation of vitrification methods in pig embryo cryopreservation. The fastest freezing rate is 2,500
°C/min in case of the use traditional straw volume (250 pl), while it is 24,000 °C/min in case of OPS
method. This guarantees very fast passage for the embryo through the critical temperature zone
and decreasing of freezing injuries.

The aim of the study is to develop new vitrification methods for morula and blastocysts embryos
of different types of pigs with special attention to the important (Hungarian Large White) or native
(Swallow-bellied Mangalica) pig breeds of Hungary.

Szazadunk a biolégia szazada, ugrasszer( fejlédés figyelheté meg a gén-
technoldgia, géntérképezés és kiilénbdz6 in vitro technikak alkalmazasaban. A
korszer( allattenyésztés nem nélklldzheti a biotechnoldgiai kutatasok eredmé-
nyeinek alkalmazasat, mellyel a kivant iranyban térténé genetikai elérehaladas
kénnyebben megvaldsithatd, mint a hagyomanyos tenyésztési modszerekkel.

Az embrié mélyhités jelentésége abban van, hogy az embrié eléallitas tér-
t6l és id6tdl teljesen fluggetlenné valik. A nagy genetikai értéket képvisel6 vagy
veszélyeztetett fajok genetikai anyaganak tarolasa megfeleld mélyhitési techni-
kak alkalmazasaval megoldhato, igy a genetikai elérehaladas meggyorsithaté.
A nemi uton terjedd betegségek elkertilhetdk, és a nagy, kontinensekre kiterje-
dé jarvanyok idején (pl. szaj és kéromfajas) a tenyészallat export-import megva-
I6sitasanak egyetlen eszkdze a mélyhiitétt embridk kereskedelme.

A sertés fajban az ivarsejtek és embridk hiitése a mai napig érdekes kuta-
tasi tertlet, mert a sertés ivarsejtjei €és embridi sokkal érzékenyebbek a hiités
soran fellépd karosité hatasokra (mivel citoplazmajukban rendkivil sok lipid
csepp talalhato, és ezaltal fokozottabban érzékeny a +4 °C ala hiitésre), mint
egyéb gazdasagi allatoké. A hagyomanyos h(itési modszerek csak nagyon
rossz hatasfokkal hasznalhatok. A sertésembrid hiitésében, a vitrifikacios tech-
nikak, ezen belll is az OPS technika alkalmazasanak eredményei, az elmult
egy-két évben jelentésen javultak. A vitrifikacié egy viszonylag Uj hitési eljaras,
minddssze 20 éves multra tekinthet vissza. A modszer alkalmazasa teljesen
kikliszobdli a jégkristaly képz&dés problémajat, az embriét nagy téménységi
krioprotektdnsokkal ekvilibraltatjak, majd azonnal folyékony nitrogénbe helyezik.
A hagyomanyos 250 pl-es inszeminaciés miszalma alkalmazasakor, a leggyor-
sabb hitési arany, 2500 °C/perc, az OPS vitrifikdcional pedig 24 000 °C/perc,



ALLATTENYESZTES és TAKARMANYOZAS, 2004. 53. 2. 19

ami lehetévé teszi az embrié szamara, hogy bizonyos kritikus hdmérsékleti
zénakon nagyon gyorsan haladjon &t, és csokkenjen a hiitési kdrosodas.

A kutatas célja, hogy eredményes vitrifikacids modszereket fejlessziink ki a
kildnb6z6 fajtaju sertés morula és blasztociszta embridok mélyhltésére, kilonds
tekintettel a Magyarorszagon gazdasagi szempontbdl jelentds és 6shonos fajtak
petesejtieinek és embridinak hitésére (pl. magyar nagy fehér, fecskehasu
mangalica, stb). Elsé lépésben az in vivo nyert embridk hiitését végezzik k-
I6nb6z6 vitrifikacios kdzegekben, a megfeleld vitrifikacids és visszaolvasztasi
modszer megkeresésére, az embridk visszaolvasztas utani kultivalasanak és
embriofejlédésének ellenérzésével, a hatching (kibujt blasztociszta) utani alla-
pot észlelésének kdvetésével. A kisérleteket Francoise Berthelot (INRA, Tours,
Franciaorszag) kutatécsoportjaval egyuttmiikbdésben kezdtiik meg. A megfele-
16 vitrifikacids mddszerek kialakitasa utan, a vitrifikalt visszaolvasztott embridk
laparoszképos beliltetését a megfeleléen elbkészitett recipiensekbe, a vemhes-
ségek kovetése, és az utddok szamanak ellenérzése fogja kdvetni. Az in vitro
és in vivo 6sszehasonlitd kisérleteket, a laparoszképos beliltetéseket tarsin-
tézménylinkkel, az Allattenyésztési és Takarmanyozasi Kutatéintézettel (Her-
ceghalom) kdzdsen végezzik.

Szerzbék cime: Nyugat-Magyarorszagi Egyetem, Allattenyésztési Intézet
Authors’ address:  University of West Hungary, Institute of Animal Breeding
H-9200 Mosonmagyarévar, Var u. 2.
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BIOPSZIALT EGER ES SZARVASMARHA EMBRIOK
VITRIFIKALASA MIKROCSEPP TECHNIKAVAL'

BARANYAI BENCE — GOCZA ELEN — BODO SZILARD

SUMMARY: VIRTIFICATION OF BIOPSIED MOUSE AND BOVINE EMBRYOS WITH A MICRO-
DROP TECHNIQUE

Cryosurvival of biopsied 8-cell mouse and bovine embryos was evaluated following vitrification
with a method called Solid Surface Vitrification (Dinnyés et al., 2000). Following a two-step equili-
bration in 4% ethylene glycol and a mixture of 35% ethylene glycol, 5% polyvinyl-pyrrolidone and
0.4 M trehalose, embryos were expelled on a nitrogen-cooled metal surface in a 1-2 pl microdrop.
Mouse and bovine embryos were warmed in 0.3 M trehalose at 37 °C and 39 °C, respectively.

Development of vitrified and biopsied mouse embryos was 98% (39/40), not different from vitrified
intact embryos (97%, 31/32). Birth rate following transfer was 66% (25/38) and 76% (34/45), re-
spectively. 72% (54/75) of the biopsied embryos and 82% (37/45) of intact embryos reached blasto-
cyst stage following vitrification.

No significant differences were detected between respective values of control and biopsied
mouse and bovine embryos. The microdrop method is a reliable method to vitrify biopsied mouse
and bovine embryos.

Az in vitro vagy in vivo elBallitott embriok belltetés el6tti ivar-megha-
tarozasa vagy egy kivanatos tulajdonsagra, esetleg 6rokl6dé rendellenességre
torténd sziirése, a molekularis modszerek fejlédésével egyre inkabb lehetdévé
valik. A Preimplantacios Genetikai Diagnézis, az embriébdl biopsziaval eltavoli-
tott sejtbdl (blasztomerbdl) vagy sejtek csoportjabdl, molekularis médszerekkel
végezhet6. Ha a biopszia és az embri6 belltetése kozott hosszabb idé telik el,
vagy nincs felhasznalhato recipiens, indokolt a biopszialt embrié mélyhitése.
Kisérleteinkben a biopsziazott embriok mikrocsepp technikaval végzett

8-sejtes in vivo eredetli egér, és 8-16-sejtes in vitro elballitott szarvasmarha
embridkat biopszialtunk Bodé és mtsai (2002) mddszere szerint, majd az emb-
riokat Dinnyés és mtsai (2000) altal kidolgozott eljaras szerint vitrifikaltuk. A
vitrifikacié soran hasznalt oldatok alapja minden esetben 20% magzati borjusa-
véval (Fetal Calf Serum, FCS; Gibco) kiegészitett TCM-199 (Sigma) volt. Az
eljaras soran az embridkat, etilén-glikol (EG) 4%-os oldataban 39 °C-on 15
percig, majd 35% EG-t, 5% polyvinyl-pyrrolidont és 0,4 M trehal6zt tartalmazé
oldatban 30 masodpercig ekvilibraltuk. Az embridkat tartalmazé 1-2 ul-es csep-
peket folyékony nitrogénben hiitétt fémfellletre ejtve vitrifikaltuk. Felolvasztasuk
és a védbanyag embriokbdl térténd kivonasa 39 °C-os 0,3 M trehalézban tor-
tént. Alapoldatban végzett moséast kdvetéen, az embridkat, in vitro kultivaltuk ill.
egér esetében recipiensbe Ultettik.

Felolvasztast kdvetéen a kontroll egérembriok 97%-a (31/32), a biopszialtak
98%-a (39/40) jutott el a kikelt blasztociszta stadiumba. A belltetett kontroll
embriok szlletési aranya 76% (34/45), mig a biopszialtaké 66% (25/38) volt. A
vitrifikalt szarvasmarha-embriokbdl kikelt blasztocisztak aranya a kontroll eseté-

" A munka koltségeit az NKFP 4/031/2001 és az FVM 57017/2001 sz. palyazat finanszirozta
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ben 82% (37/45), mig a biopszialtak esetében 72% (54/75) volt. A biopszialt és
a kontroll embridk fejlédési ill. sziletési eredményei kdzott nem volt szignifikans
kulénbség. Ennek alapjan megallapithatd, hogy a mikrocseppes maédszer mind-
két faj intakt és biopszidlt embridinak vitrifikalasara alkalmas.
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UJABB IN VITRO MODSZEREK HASZNALATA
BAROMFIONDOSEJTEK MELYHUTEST KOVETO
TERMEKENYITOKEPESSEGENEK VIZSGALATARA

VARGA AKOS — VEGI BARBARA — LIPTOI KRISZTINA — BARNA JUDIT

SUMMARY: NEW METHODS FOR THE EVALUATION OF THE FERTILIZING ABILITY OF FRO-
ZEN/THAWED POULTRY SPERMATOZOA

The method of OPVL sperm (sperm in the outer perivitelline layer of laid eggs) counting and in
vitro spermatozoa-egg interaction assay seem to be suitable tools for the more precise evaluation of
the fertilizing ability of poultry semen after cryopreservation.

For the evaluation of the fertilizing ability of frozen/thawed semen, a knowledge of the correlation
between the OPVL sperm number and the fertility of the eggs is necessary. This correlations were
determined in turkey, chicken and goose earlier. According to our examinations on duck, eggs
containing >0.5 OPVL sp/mm? were found to be fertile and those which contained <0.05 sp/mm?
were infertile.

The decline in the sperm quality of cryopreserved fowl semen after thawing and removing the
glycerol by centrifugation proved to be three times higher — determined by in vitro sperm-egg inter-
action assay — than that of determined by aniline-eosine staining method.

Jollehet a himivarsejtek fagyasztasara iranyuld els6 sikeres kisérlet hazi-
tydk kakas spermiumaival tértént (Polge, 1951), a madarspermiumok fagyasz-
tasanak hatékonysaga mégis elmarad a legtdbb haszonallatként tartott emlésé-
t6l. Bizonyos szamitasok szerint, a fagyasztott sperma termékenyitéképessége
csupan 1,6%-a a fagyasztas el6ttinek, annak ellenére, hogy in vitro tesztekben
a fagyasztott és felolvasztott himivarsejtek életképességét 8,5 és 68% kozott
talaltak (Wishart, 1985). Az eml6s6khdz viszonyitott gyenge eredmény oka
egyrészt a madarak himivarsejtjeinek eltér6§ membranszerkezetében, masrészt
a madarak petevezetéjének anatomiai és élettani sajatossagaiban keresendé. A
legtdobb modszert a himivarsejtek fagyasztasara, a baromfifajok kézil, a hazi-
tyakra fejlesztették ki. Seigneurin és Blesbois (1995), Schramm (1991) és
Tselutin és mtsai (1995) eltér6 modszereinek dsszehasonlitasakor, a felolvasz-
tott ondomintaban a himivarsejtek 32—46%-a bizonyult élének, és 3—-4 naponta
megfelel6 szamu spermium inszeminalasakor, a tojasok 76—88%-a volt termé-
keny (Chalah és mtsai, 1999). Gunarak himivarsejtieinek mélyhitésére az el-
mult években tobb, a hazityuk esetében tapasztalthoz hasonld, hatékony fa-
gyasztasi eljarast dolgoztak ki (Tselutin és mtsai, 1995; Lukaszewicz, 2001).
Pulyka himivarsejtek esetében is tdbbféle krioprotektanssal probalkoztak, de a
fertilitasi eredmények legtdbb esetben elmaradnak a hazitydkétdl (Schramm,
1986; Tselutin és mtsai, 1995). A kilénb6z6 kutatdcsoportok altal kifejlesztett
mélyhitési eljardsok eredményei nem hasonlithatbak 6ssze objektiven. A ter-
mékenységi index” flgg az inszemindlasok gyakorisagatol, mélységétdl, az
inszeminalt spermiumszamtdl, a hasznalt tojétyukok fajtajatol és élettani allapo-
tatol, sét a termékeny tojasok eltérd megitélésétdl is. A gyakorlatban hasznalt
él6é-holt festések és mas membranintegracios vizsgalatok eredményei friss on-
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doé esetén igen, hosszabb ideig tarolt vagy mélyhitott-felengedett onddmintak
esetében nem korrelal megfeleléképpen annak termékenyitbképességével.

A Kiséllattenyésztési és Takarmanyozasi Kutatéintézet (KATKI) Baromfi
Szaporodasbioldgiai Osztalyan, a tarolt baromfionddsejtek termékenyitéképes-
ségének vizsgalatara, a korabbiaknal alkalmasabbnak tin6 membranvizsgalati
modszerek fejlesztésére, tesztelésére és kiilénb6zé baromfifajokhoz térténd
adaptalasara végzink kisérleteket.

A kérdéses onddmintak inszeminalasa utan, a termékenyitett tojasok szik-
hartydjanak rétegei kzé ,in vivo” zarédott spermiumokat (OPVL spermiumok)
DNS specifikus fluoreszcensz festékkel tesszik lathatéva. Ezek szamanak
meghatarozasaval, a petesejt megtermékenyitésének a helyén és idején lévé
himivarsejtek koncentracidja becsilhetd meg. Az OPVL spermiumszam és a
spermiumok termékenyit6képessége kozotti szoros kapcsolatot mar tébben
kimutattak, ami az eddig hasznalatos termékenységi és in vitro teszteknél in-
formativabb, pontosabb eredményt ad. Az OPVL spermiumok szamolasaval
végzett fertilitasbecslést és a fertilis periodus hosszanak el6rejelzését pulykan
és hazityukon (Wishart, 1997), majd hazilidon (Barna és mtsai, 2000) mar ki-
dolgoztak, és hasonlé vizsgalatainkrél hazikacsatojasokon, pedig jelen eléada-
sunkban szamolunk be. Kisérletlinkben 0,5 OPVL spermium/mm? érték felett a
tojasok termékenyek voltak, és 0,05 OPVL spermium/mm? érték alatt nem talal-
tunk termékeny tojast.

Az in vitro membranteszt soran, a tojas belsd perivitellin membranjaval
egyutt inkubaljuk a spermiumokat, majd a spermiumok altal hidrolizalt lyukakat
megszamolva mindsitjik a spermamintat (Robertson és Wishart, 1997). Ezzel a
spermiumok tébb funkcidjat teszteljik egyszerre: meghataroztuk az él6, az ép
sejtek aranyat. Kisérletinkben glicerinnel mélyh(itétt, majd felengedett sper-
mamintak életképességét vizsgaltuk anilin-eozin festéssel, és az in vitro memb-
ranteszttel, a glicerin eltavolitasa el6tt és a centrifugalas utan. A membranteszt
minden esetben jelentds, a centrifugalas el6tti értékhez képest atlagosan 65%-
os értékcsokkenést mutatott a spermiumok minéségében. Ezzel szemben az
anilin-eozin festéssel kimutathaté él6 normalis sejtek aranya esetenként nem,
maskor csak kisebb mértékben csokkent (atlagosan 21%-kal). Kisérletlink
megerdsiti azokat a megfigyeléseket, amelyek szerint a tébbfunkciés membran-
teszt — tarolt ondémintak esetén — érzékenyebbnek mondhaté a hagyoma-
nyos egyfunkciés in vitro teszteknél. Egyszeriisége és érzékenysége folytan
kivaléan alkalmas a spermiumok mélyhiitési eljarasainak, illetve az eljaras
egyes lépéseinek 6sszehasonlitasara.
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IVARSEJT KIMERA NYULAK LETREHOZASA
MIKROINJEKTALASOS MODSZERREL

BODROGI LILLA — BODO SZILARD — GOCZA ELEN — CARSTEA, BOGDAN —
HIRIPI LASZLO — REVAY TAMAS — KOVACS ANDRAS — BOSZE ZSUZSANNA

SUMMARY: PRODUCTION OF GERMLINE CHIMERA RABBITS BY MICROINJECTION

The production of transgenic mice and rabbits by pronuclear microinjection has been successfully
adapted at ABC, Go6doll6 for a decade. However, targeted gene modification cannot be achieved by
this method. Manipulation of embryonic stem cells or somatic cells is a good alternative. Manipulat-
ed and pre-selected stem cells or somatic cells as a source for nuclear transfer or manipulated stem
cells can be used to produce germline chimeras.

Isolation of blastomeres of human VIII. factor transgenic embryos followed by blastomere mi-
croinjection into pre-compacted morula allowed us to create 4 chimera rabbits, two of which are
germline chimeras. Human VIII factor gene was used as a molecular marker for the detection of
chimerism and also to quantitatively analyse multiple organs of the chimeras. Our future aim is to
produce transgenic rabbits carrying targeted gene modifications by the help of this successfully
adapted and improved method.

BEVEZETES

Intézetlinkben mar évek o6ta folyik transzgénikus nyul, illetve egér eléallitasa
az ugynevezett elémag mikroinjektalasos modszerrel. Ez a mddszer azonban
nem teszi lehetévé az idegen eredetli genetikai informacié iranyitott bevitelét. A
modszer alternativaja embrionalis 6ssejtek vagy testi sejtek genetikai manipula-
cidja. A manipulalt és el6szelektalt sejtekbdl ezt kdvetben sejtmagtranszferrel
(Matsuda és mtsai, 2002), vagy embrionalis &ssejtekbdl kiindulva, kiméra alla-
tok eldallitasaval (Schoonjans és mtsai, 1996) van lehetdéség transzgénikus
egyedek elballitasara.

ANYAG ES MODSZER

Vizsgalataink soran a kiméra el6allitasahoz egy vad tipusu néstény és a
human VIII. véralvadasi faktorra homozigéta transzgénikus bak (Hiripi és mtsai,
2003) paroztatasabdl nyert nyolcsejtes, kompaktalddas elétti morula egyetlen
blasztomerjét juttattuk be mikroinjektalassal egy vad tipusu 10-16 sejtes morula
perivitellinaris terébe. A VIII. véralvadasi faktort (transzgén), mint markergént
alkalmaztuk a blasztomer sorsanak kovetésére, a kimérizmus detektalasara és
mennyiségi meghatérozasra. Az ily médon el8éllitott kiméra embridkat lapa-
roszkopias eljarassal ultettik vissza hormonalisan el6kezelt recipiens nyulakba.

A megszuletett utédok tesztelése PCR-rel tortént. A transzgén tekintetében
pozitiv PCR eredmények alapjan elkulonitett kimérakat ezutan kromoszéma
analizisnek vetettik ald az allatok kromoszémalis nemének a meghataroza-
sahoz (Révay és mtsai, 2002). A kimérakat természetes Uton parositottuk vad
tipusu allatokkal és a sziletett utédokat szintén PCR-rel teszteltlik az ivarseijt-
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kimérizmus igazolasara. Az allatok ledlése utan a kulénbdzd szervekbdl vett
mintdkon, PCR-rel vizsgaltuk a markergén jelenlétét. A PCR-rel pozitivnak itélt
szervekbdl pedig real time PCR-rel kdvetkeztettlink a kiméra sejtek aranyara az
adott szervben.

EREDMENYEK

Osszesen 87 embrid mikroinjektalasa tortént meg, ezek 32 szazaléka szi-
letett élve. Ez hasonlé a nem injektalt embridk sziletési aranyahoz (34%), ami
azt jelenti, hogy a mikroinjetalassal térténé manipulacio, adataink szerint, nem
rontja az embridk szuletési esélyeit. Az élve sziletett allatok kdzil a PCR
eredmények alapjan négy kiméra volt (kiméra allatok kodja: 16, 334, 374, 375.).

A kimérak kozul kettd nésténynek (16, 374) egy himnek (334) bizonyult, il-
letve egy interszexualis egyed (375) volt a kromoszéma vizsgalat alapjan. A 16.
ndstény elpusztult egy bakteridlis fert6zés kovetkezményeként, anélkiil, hogy
él6 utodai sziilettek volna. Ot magzatot talaltunk benne, amelyek mindegyike
negativ volt a markergénre. A 375. interszexualis allat utédai k6zo6tt nem talal-
tunk olyan egyedet, amely hordozta volna a markergént. A két nem ivarsejt
kiméra (375, 16) szOveteinek vizsgalatat elvégeztik PCR-rel. Ezek alapjan a
375. egyed vizsgalt szdveteinek a 33 szazalékaban lehetett kimutatni a marker-
gént, mig a 16. allat szoveteinek 44 szazaléka hordozta azt (1. abra).

1. abra
A human VIII. faktor, markergén detektalasa PCR-rel a kiméra allatok széveteiben
#343 #374 #16 #375
Mol. Suly létra
utod
sperma

méh/mellékhere
petevezetd/duct. deferens
petefészek/here
lép

bér

sziv

izom

tid6

vese

agy

maj

Mol. Suly létra
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1. tablazat

Az ivarsejt kiméra allatok (374. néstény és 334. him) hagyomanyos PCR-rel pozitivnak bizo-
nyult széveteinek real time PCR-rel torténé elemzése a transzgént hordoz6 sejtek aranyanak
(tr/n%) meghatarozasara

PCR N&stény PRC Him
Vese + 50,13 — —
Tadoé + 25,06 + 30,20
Agy + 17,26 + 1,45
Bér + 12,43 + 1,82
M3j + 7,17 + 0,10
Izom — + 0,39
Petefészek + 3,64 —
Sperma + 1,21
Méh + 4,31
Mellékhere + 15,61
Petevezetd + 4,22
Ondévezeték + 0,71
Here + 0,37

A himek spermajat is teszteltik, a 334-es him pozitivhak bizonyult a mar-
kergénre. Osszesen 26 utddja sziiletett, amelyek koziil egy sem volt pozitiv.
Real time PCR-rel kapott eredmények alapjan, ennél a himnél a sperma 1,2
szazaléka hordozta a markergént, tehat elképzelhet6, hogy a sziletett utédok
alacsony szama miatt nem talaltunk markergént hordozé utédot. A 374. néstény
kevés szamu utodja (20) kodzil egy transzgénikusnak bizonyult. Tehat a 374.
ndstény ivarsejt kiméra, a petefészek sejtjeinek 3,64 szazaléka tartalmazta a
transzgént (1. tablazat).

A 374-es ndstény és a 334-es him szerveinek real time PCR-rel valo vizs-
galata alapjan igen eltéré a transzgént hordozoé sejtek reprezentaltsaga a k-
I6nb6z86 szervekben. A 374-es néstény esetében a legnagyobb szazalékban a
vese volt transzgénikus (50,13%), szemben a 334-es himmel, akinek a veséje
nem hordozta a transzgént. Mindkét allat esetében a tidében igen magas volt a
transzgént hordozé sejtek aranya (25 illetve 30,2%).

A jelenleg rendelkezésre allé technikai eszkdzok segitségével intézetlink-
ben két ivarsejtkiméra nyul elallitasa tortént meg, amelyek kilénb6z6 szbévete-
iben a kimérizmus fokat kvantitativan is meghataroztuk. Ezek az eredmények
képezik alapjat azoknak a jovébeli kutatasainknak, amelyek soran kiméra allat
elééllitasaval iranyitott génbevitellel transzgénikus vonalakat hozunk létre. Ez
lehetdvé teszi kuldnb6z6 fizioldgids és patoldgias folyamatok tanulmanyozasat,
illetve rekombinans fehérjék termeltetését transzgénikus nyul tejében.
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EMBRIOMANIPULACIO PAVIANOKON ES EGYEB FAJOKON

CSEH SANDOR — KONC JANOS — KANYO KATALIN

SUMMARY: EMBRYO MANIPULATION IN THE BABOON AND OTHER SPECIES

Most technical aspects of the reproductive manipulation of humans and animals are very similar,
but the reasons for using them are obviously very different. Many components of successful human
ART used today have been derived from animal studies. The animal experiments can provide very
useful information and practical experiences that can be directly transferred to human, especially in
those fields where ethical and legal questions are raised by the use of human materials for research
purposes (e.g. every form of embryo manipulation). The results and experiences obtained in two
fields of assisted reproduction, namely 1) ovarian stimulation and ultrasound guided follicular aspira-
tion in baboon, and the 2) recently-developed spindle view (SV) technique are described and the
relevance of them to human IVF is considered briefly.

Az allatkisérletek fontos szerepet toltenek be az emberben és az allatokban
alkalmazott asszisztalt reprodukcios eljarasok/technikak (ART) kifejlesztésében.
Technikailag az ember és az allatok reprodukcidjanak manipulaldsa nagyon
hasonlit egymashoz. Az emberben sikeresen alkalmazott ART nagy része allat
kisérletek eredményeképpen kerllt bevezetésre.

Az osztédasi orso vizsgalatanak céljai voltak:

1. Tapasztalatok szerzése az osztdédasi orsénak az un. ,spindle view”, (po-
larizaciés mikroszképos; LC-Polscope) technikaval torténd vizsgalataval, a hu-
man petesejtek mindéségének biralata soran, a klinikai in vitro fertilizaciéoban
(IVF).

2. Tanulmanyoztuk a hémérséklet-csbkkenés hatasat az osztdédasi orso
szerkezetére és kimutathatésagara egér petesejteken, valamint

3. vizsgaltuk, hogy a follikulus punkcié utan, kézvetlenll az intra citoplaz-
matikus spermium injektalas (ICSI) el6tt végzett ,spindle view” vizsgalat — az
osztédasi orsé helyzetének a meghatarozasa révén — elényds-e az ICSI
szempontjabal.

A vizsgalt 171 petesejtbdl 124-ben detektéltuk az osztdédasi orsot (124/171;
72,5%). A 124 MIl staddiumu human petesejtben meghatérozva az osztodasi
orso helyét azt tapasztaltuk, hogy a petesejtek 62%-aban (77/124) az osztédasi
orsé 6 vagy 12 6ra, 25%-aban (31/124) 3 vagy 9 éra irdnyaban helyezkedett el,
mig 10,5%-aban (13/124) a sarki testben detektaltuk. Az esetek 2,5%-aban
(3/124) a petesejt nem rendelkezett sarki testtel, de az osztédasi orsét kimutat-
tuk. A vizsgalt petesejtek csoportjaban 71%-os (122/171) termékenyllést figyel-
tink meg, ami nem kildnboézik a kontroll, nem vizsgalt petesejtek megtermeéke-
nyllési aranyatol (66%, 62/94, P>0,7). Eredményeink azt mutatjak, hogy az
osztddasi orsé detektalasaval kapcsolatos polarizacidos mikroszképos vizsgéalat
nem befolyasolta hatranyosan a petesejtek termékenyulését és tovabbfejl6dé-
sét.
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Megfigyeléseink szerint, az optimalisnal alacsonyabb hémérseklet, valto-
zast indukalt az ors6 szerkezetében. Kozvetlendl a kezelés utan, az egér pete-
sejtek 80%-aban mutattuk ki az osztodasi orsét (16/20), ami nem kildénbdzik a
kontroll csoportban tapasztalt kimutathatésagi aranytol (87%, 21/24, P>0,7).
Ugyanakkor a kezelt csoportot kb. 30 perccel késébb Ujra megvizsgalva azt
tapasztaltuk, hogy csak a petesejtek 25%-aban (5/20) mutathaté ki az osztodasi
ors6. Tapasztalataink szerint a petesejtek morfologiai tulajdonsagain alapulé
biralati rendszert kiegészitve az osztdédasi orsé allapotvizsgalataval, nagyobb
biztonsaggal valogathatjuk ki a legjobb minéségl petesejteket, amelyeknek
nagyobb esélylk van a termékenyiilésre, és a tovabbfejlédésre. Ezen tilmend-
en a ,spindle view” technikaval meghatarozhatjuk az orsé helyét is a sejten
belll, igy elkerllhetjik, hogy a spermiuminjektalaskor megsértsiik az orsét és a
rajta lév6 kromoszéma &llomanyt, ami szintén a termékenyilési eredmények
javitasat szolgalhatja a jévében.

A féemlbsdk szaporodasbioldgiaja nagyon hasonlit az emberéhez. A f6em-
|[6sOkdn végzett asszisztalt reprodukciés kutatas nagyon sok olyan informacié-
val szolgal, amelyeket az ember hasonlé jellegli beavatkozasainal lehet hasz-
nositani. Kildndésen nagy jelentéséggel birnak az olyan jellegi kisérletek, ame-
lyek etikai okok miatt nem végezhetdk el az emberen (pl. embrioldgiai jellegii
kisérletek, stb.). A pavianokkal folytatott ART kisérletek céljai voltak: 1. haté-
kony szuperovulaciés protokoll kialakitasa; 2. ultrahangos petesejt kinyerési
modszer kifejlesztése, valamint 3. a gydijtott pavian petesejtek IVF-ja.

Az altalunk kialakitott hormon stimulacids eljaras lényege, hogy GnRH
agonistaval a hipofizis mikodését tartésan felfliggesztettiik. A hipofizis miiko-
dés blokkolasanak ideje alatt, gonadotrop hormonnal (nagy tisztasagu vizeletbél
nyert human FSH-val, illetve rekombinans technoldgiaval el6allitott human
FSH-val) végzett sorozatkezeléssel, a petefészket tdbbszords follikulus fejl6-
désre, illetve petesejt termelésre késztettiik. Amikor a follikulusok mar megfele-
|6 nagysagura fejlédtek és az dsztrogén hormontermelésiik is kielégitd szintet
ért el (amit a szérum E2 tartalom alatamasztott) hCG-vel indukaltuk a
follikulusok és az azokban elhelyezkedé petesejtek végsd érését, valamint a
ultrahangos ellen6érzés mellett, végeztik a follikulus punkciét. A hormon-
stimulacié ideje alatt folyamatosan (kezdetben masnaponként, majd naponta)
ellendriztik a follikulusok fejl6dését egyrészt hormon vizsgalatokkal (szérum E2
és FSH tartalom), masrészt ultrahanggal. Vizsgalataink igazoltak azon varako-
zasunkat, hogy a pavian néstények a hipofizis mikédésének GnRH agonistaval
torténd blokkolasanak/gatlasanak ideje alatt is képesek 6sztrogén termeléssel
és petesejtéréssel tarsult tiszéfejlédéssel valaszolni a human gonadotrop hor-
monnal végzett szuperovulaciés kezelésre. A hipofizis-mikddés blokkolasanak
— f6emlésben els6ként altalunk — alkalmazott mddja gyakorlatiasabb megol-
dasnak bizonyult az eddigi kezeléseknél, amikor tdbb héten keresztul naponta
kell tabletta formajaban per os vagy injekcidés készitményben parenteralisan
adni a gydégyszert az allatnak. Tudomasunk szerint, munkacsoportunk kdzdlt
els6ként adatokat ultrahangos ellenérzés mellett végezhetd petesejtgyljtési
eljaras sikeres alkalmazasardl pavianban. A gyijtott petesejtek nagy szama és
mindsége, valamint a magas kinyerési arany, jol jelzi a médszer hatékonysagat.
A biztonsagat, pedig az mutatja, hogy kisérleti programjainkban tébb olyan allat
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is részt vett, amelyiket tdbbszor szuperovulaltattunk (4 alkalom) és mégsem
tapasztaltuk semmi jelét annak, hogy a beavatkozasoknak barmilyen negativ
hatasa lett volna. A technika biztonsagos, nem veszélyezteti sem az allat életét,
sem késObbi szaporodasat és ezért az eljaras tébbszdr megismételhetd.

Szerzék cime: Cseh, S.: SZIE Allatorvos-tudomanyi Kar,
Authors’ address:  Szlilészeti és Szaporodasbiolodgiai Tanszék és Klinika
Faculty of Veterinary Science, Dept. and Clinic of Obstetrics and Reproduction
H-1400 Budapest, Pf. 2.
Konc, J. — Kanyé, K.: Szent Janos Kérhaz, Budai Meddéségi Centrum
Szent Janos Hospital, Infertility Clinic
H-1125 Budapest, Didsarok u. 1.
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MESTERSEGES TERMEKENYITES A KRAJNAI MEH (APIS
MELLIFERA CARNICA) TENYESZTESI PROGRAMJABAN’

SZALAINE MATRAY ENIKO — SZALAI TAMAS — HARKA LIVIA

SUMMARY: ARTIFICIAL INSEMINATION IN CARNIOLAN BEE (APIS MELLIFERA CARNICA)
BREEDING PROGRAM

In Hungary, due to geographical and settlement conditions, qualified rearing of queens and
drones and controlled breeding can only be done at mating stations or through instrumental insemi-
nation. The conditions for establishing a mating station are a 10 km isolation distance and a valley
with natural borders which are suitable for the drone congregation area and queen-drone mating
place. Experiments and practice, locally and abroad, have provided the background for the effective
instrumental insemination practiced today. For successful insemination, we should first be familiar
with the anatomy and physiology of the queen and drone, with the management of colonies, the
instrumental technology, and sterilization. The basis for selection is the uniform, yearly evaluation of
top performance from the 200 main stocks of 5,000 colonies. Breeding stock of 10 drone colonies
has been selected (based on honey yield and race morphological characteristics) from the gene
pool of the 40 state certified breeders' queen rearing apiaries. The offspring of 30 certified queens
ensured the population of the 10 drone breeder colonies. 180 queens in their home apiaries were
put into different mating nuclei and transported to the mating station. 75% of the 180 queens came
from 12 breeding sites. The success rate of the natural mating was 54%, and the result of instru-
mental insemination of the remaining 25% was 58%. The size of the mating nuclei can significantly
influence the success of mating and the viability of the mated queen as well. In 30% of the forty
registered breeding stations in 2003, 100 registered queens are available for producers in 2004.

BEVEZETES ES CELKITUZES

A hazai foldrajzi adottsagokat tekintve, a méhanya és az altala létrehozott
utddok minéségi szaporitasa csak ellenérizhetd, un. paroztatételepen, termé-
szetes parzassal, vagy mesterséges termékenyitéssel valésithaté meg.

A paroztatotelep feltételei 10 km-es védbkorzet és természetes hatarral
Ovezett volgy, ami megfelel az anyak és a herék parzasi talalkozasanak, here
gyulekezdhelynek.

A mai hazai eredményes (miiszeres és mikroszkdépos) termékenyitést sza-
mos kulfoldi és hazai kisérlet el6zte meg. A sikeres termékenyités jol megval6-
sithatd, ismerve a méhanya és a hereméh anatémiajat, fiziolégiajat, a tartasi
koralményeket, a termékenyitékészuléket, az alkalmazott kisegité oldat és az
optimalis életm{ikddés biztositasa érdekében, a fertdtlenités szerepét (Ruttner,
1976; Vesely, 1990).

A mesterséges termékenyités egyik hazai eredménye az ismert szarmaza-
su, ivarérett here nevelése, el6készitése és tartdsa az inszeminacidhoz. Ira-
nyitott paroztatas esetén a helyi viszonyokat kell figyelembe venni (Szalainé,
1995). Tobbéves el6készllet utan (Page és Laidlaw, 1982) és egy sikeres pa-
lyazat segitségével, nagy populacié allt rendelkezésre, amelynek eredménye a
tenyészanyag progressziv javulasa és a beltenyésztés kikliszobolése.

" A Méhészeti Tenyésztési Program (Magyarorszagon=TPM) tamogatdja, a tenyésztés szervezési
palyazat keretében, a Féldmivelésiigyi és Vidékfejlesztési Minisztérium
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A szelekcié alapja a csucsteljesitmény egységes, évenkénti értékelése
(5000 méhcsalad) 200 torzsallomanyabdl. Szelekcids cél a genetikai hatasok
variabilitdsa, a kérnyezeti hatasok és a laborigényes munka minimalizalasa.
Szelekciot befolyasold tényezdk a csaldd genetikai felépitése, a kdrnyezeti és a
mehészeti moédszerek. A program célja, a tenyésztdé méhész szamara paroz-
tatételep mikodtetése és egy tenyésztési eljaras alkalmazasa, egy homogén
allomany létrehozasaval a méhpopulaciéban, a kivanatos vonasok géngyakori-
saganak és allandésaganak novelése. Jelentésége, hogy a mddszer nem fiigg
néhany tenyésztett anyatol és a szelekcié folyamatos.

ANYAG ES MODSZER

Kiindul6é allomany a krajnai tenyészanyag, amelyben a fajtajelleg meghata-
rozasa folyamatos. Mesterséges termékenyitéskor a kevert sperma genetikailag
egyenléen reprezentalja a szelektalt populaciét. Egy méhcsalad sok alcsa-
ladjanak széles korl tulajdonsag kombinacidja felelés a nagy termelésért.

Az allamilag elismert tenyészti populaciobdl, 40, elismert
méhanyanevel6-telep génkészlete alapjan (adott hordasi teljesitmények és
jellegzetes fajtabélyegek szerint) kivalasztott, 10 apai tenyészcsaladdal dolgoz-
tunk. A kialakitasra kertlt 10 heredajka csalad, 30, elismert méhanya utddja
volt. A 7 telephelyrél kikertlt 1-1 leanytestvér csoport alkotta a tdrzsallomanyt.

A kisérlet ideje hat hétig tartott, az el6- és utomunkalatok tovabbi hat hetet
vettek igénybe. A beérkezett heredajkak, egy erre a célra kialakitott mobil mé-
hes kocsiba kertlltek betelepitésre. A heréket, rakodd rendszeri kaptarban,
anyaraccsal ellatott fiok akadalyozta a kirepllésben. A mesterséges terméke-
nyitéshez a herék nem kerilhetnek ki a zart térbél, ahol kilén specidlis keze-
Iésben részeslilnek. A természetes parzashoz, adott idépontban, adott apacsa-
ladok alltak rendelkezésre. A folyamatos és iranyitott parzast, a lépcsézetesen
elékészitett tenyészanyag biztositja.

Az anya- és herenevelés szinkronizalasahoz az idépontok meghatarozasa
az els6 feladat. Hereneveléskor viaszcsikos és herés lép beadasaval, majd a
méhanya petéztetésével indult a munkafolyamat. A herét biztositd méhcsalad
anyja bd élelemforrassal, hdkezeléssel ill. CO2-kezeléssel késztethetd herepe-
tézésre. A herék az ivarérésig, 2—3 naponta, a hererdptetd fiokban elégitették ki
természetes kirepllési igénylket. A here gy(jtését is az egyik oldalan anya-
raccsal boritott, specialisan kialakitott, hererdptetd fiok biztositotta. Az ivarérett
herét hazai keretméretre kialakitott zarkaban (30 db/zarka) lehet 2—-3 napig ka-
rosodas nélkll tartani. A 180 méhanya a sajat telepen kerilt kilénb6z6é tipusu
paroztatdba és szallitds utdn a péaroztatételepre. A termékenyitést megel6z6en
is szamos megfigyelésre, ellendrzésre és az anya zarkazasara kerult a sor. A
spermasejtek kisegité oldataul a bi-desztvizes modszert (Schafferhans, 1989)
alkalmaztuk. A készilék, a bevalt gdmbcsuklés szerkezet, a befecskendezésre
50 pl-es Gvegkapillaris, a manipulaciora 10, ill. 20-szoros nagyitdsu mikroszkép
szolgalt. A méhanyat, az adott évre jellemzd, piros szamozott fémlappal jeldltik.
A sterilizélas alkalmanként hélégsterilizalassal ill. a rendszeres fertStlenités,
96%-0s alkohollal és borszeszégével tortént.
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AZ EREDMENYEK ERTEKELESE

Mobil méhes adott helyet a heredajkaknak és mellette miikodétt a speciali-
san kialakitott mesterséges termékenyitési laboratérium. 40 ezer here folyama-
tos fenntartasa technikailag biztositott volt. A min. 12. napos herék életképessé-
ge, a zart korilmények kozott, 20—25. napos korig volt fenntarthaté karosodas
nélkdl. A dajkakhoz behelyezett zarkazott herék 3 napig nem karosodtak. A
felhasznalas soran azonban, a herék (kiséré6 méhek nélkiil), legfeljebb egy orat
birtak ki zarkazva.

A 12 tenyészteleprél szarmazoé, 180 kihelyezett méhanya 75%-anal a ter-
mészetes parzas eredménye 54%-0s, a 25%-anal, a mesterséges termékenyi-
tés eredménye pedig 58%-0s volt. A tenyésztelepekre, tovabbi vizsgalat céljara,
a bekuldétt méhanyak atlagosan 55%-a, torzskdnyvvel ellatva kerllt vissza
(1. tablazat).

Mint ahogy azt a tablazat is mutatja, a paroztatok mérete és a paroztatas
sikere kozott 6sszefliggés tapasztalhatd, ill. jelentésen meghatarozhatja a par-
zas sikerét, ill. a parzott anya életképességét. A parzast megel6zé idészakban,
kiléndsen elsd betelepitéskor, és a kicsi paroztatd tipusok esetében, mar az
anya kirepulése el6tt 30—40%-o0s volt a veszteség. A méhanyak termékenyités-
re torténé felhasznalasakor, a kisérleti paroztatok egy része elnéptelenedett, a
legtdbb esetben a méhanya is elpusztult. A paroztatok kis mérete esetében
azok kezelése és a mar beparzott anyak védelme sok odafigyelést igényel (t6bb
id8, tébb munka, tébb kdltseg).

A méhek viselkedése is meghatarozo lehet. A 1éprél lefutd, gyorsabb tem-
peramentumu méh magan viselte a kiilsé (sarga) fajtabélyeget is, és a parozta-
téban, az ideges viselkedéssel, nem mutatta az egységes kis csalad tulajdon-
sagait. Néhany nap alatt tdbbszori etetést igényelt és az eredmény nem érte el

az atlagot.
1. tablézat

A paroztatas eredményessége természetes parzas ill. mesterséges termékenyités
esetén kiilonb6z6 paroztaté tipusokat figyelembe véve

Tenyésztelep | Péaroztatod Paroztatas sikere, % Péaroztaté mérete
azonositdja szama természetes | mesterséges | atlagos kicsi | kozepes | nagy

045 10 28 66 40 X
021 12 42 0 42 X*
036 20 81 75 80 X
066 20 14 67 30 X
055 10 13 60 25 X
014 20 93 80 90 X
034 15 30 60 40 X
009 10x 100 66 90 X*
005 10 43 33 40 X
042 21 56 40 52 X
050 20 88 67 85 X
052 12 57 20 42 X

12 telep 180 53% 58% 55% 5 3 4

X* = azonos a paroztaté és a népesség, de kiilonbdz6 idépontban
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A zarkaban érkeztetett anyak esetében, az elsd negativ tapasztalatok utan
kivalé lett az anyasitas, parzas, ill. mesterséges termékenyités eredménye. Mig
elsd esetben a zarkazott méhanyak 3 nap elteltével elpusztultak az anyatlan
dajkaban a badogtet6 szigetelésének hianya miatt, addig a masodik esetben
100-, ill. 66%-0s volt a parzasi eredmény.

A 2003-ban elismert 40 tenyésztelep 30%-aban, 2004-ben, 100 torzskony-
vezett méhanya all a termel6k rendelkezésére.

Az adatok regisztralasaval és a feladatok munkautasitasos Utemezésével,
egy paroztatd-telepi és egy mesterséges termékenyitési modszertan all a Te-
nyésztd Szervezet rendelkezésére.
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A GENETIKAI DIVERZITAS MEGORZESENEK LEHETOSEGEI
GIMSZARVASBAN’

ZOMBORSZKY ZOLTAN

SUMMARY: PRESERVATION OF GENE DIVERSITY IN RED DEER

The excellent genetic potential of the red deer population in Hungary is well known. One of the
preservation methods of biodiversity can be the post mortem collected and conserved sperma and
oocytes from bagged feral red deer.

BEVEZETES

A ma ismert koronas agancsu gimszarvas rasszkor, a holocén korszakban,
kb. 20 ezer éve terjedt el a Foldon. A 68 kromoszoéma szamu gimszarvason
belll, az alfajok, a regionalis valtozatok, az agancs alakja, tdmege és testsuly
tekintetében nagy foku eltéréseket mutatnak. A Karpat-medencében honos
gimszarvas (Cervus elaphus hippelaphus) tréfea értékméré tulajdonsagai ked-
vezBbbek, mint a tébbi alfajé. A hazankban el6forduld gimszarvas-populacié
trofea alakja és minésége nem egységes. Az élettéri valtozatok alapjan, az
orszag hat, un. szarvastajra oszthato (Pall, 1985).

Tréfeas vadallomanyaink genetikai anyaganak megdévasat, a genetikai di-
verzitas meg6rzését szorgalmazza, tobbek kozott, az urbanizacios infrastrukti-
ra rohamos fejlédése, ami 6hatatlanul csokkenti a vadon é16 allatok életterét, az
Uj uthalézatok hozzajarulhatnak egyes populaciok egymastol vald végleges
elszigetelédéséhez. A vadkarok enyhitését célzo erdé- és mezégazdasagi prog-
ramok (pl. kerités rendszerek kiépitése) szintén szlikitik az életteret, és egyre
inkabb megkdévetelik nagy vadjaink tudatos Iétszam apasztasat. A parazitas (pl.
amerikai nagy majmétely) és egyéb ragalyos betegségek behurcolasa is folya-
matos veszélyforrast jelent erre az allatfajra.

A valtozékonysag meg6rzése mellett, a zarttéri szarvastenyésztési progra-
mokban, egy masik tenyésztéi cél a homozigdciara vald térekvés. A megfeleld
genetikai képességl, egyontetl allat-allomanyok kialakitasa egyik biztositéka a
garantalt minéségli szarvashusnak, ami a korszer(i és egészséges taplalkozas
egyik kulcseleme lehet, mivel a gimszarvashus zsirban szegény, magas fehér-
je- és asvanyianyag-tartalmu, és a koleszterin-frakcidok aranya is kedvezé. A
roghdz alkalmazkodott gimszarvast j6 alkalmazkoddképessége, hosszu hasz-
nos élettartama, sokoldalu hasznosithatésaga, kedvez6 zootechnikai tulajdon-
sagai és a gazdalkodasi tapasztalatok tehetik versenyképessé a hagyomanyos
allattenyésztési agazatokkal (Horn és mtsai, 2001).

A vadgazdalkodas, a terlletfejlesztés és a koérnyezetvédelem szamara uj,
ma még nem igazan kiaknazott lehetéség hazai nagyvadjaink zarttéri tenyész-
tése. A mddszer tudatos szelekcios munkat tesz lehetévé, igy a homozigociara

* A vizsgalatokat az FVM 67.868/2003 palyazat tdmogatta
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valé térekvés mellett, a kontrollalt feltételek, a faj biodiverzitasat is biztosithat-
jak, génrezervatumok létesitésével.

Korabbi vizsgalataink szerint, a vadasztatas soran kil6tt kapitalis bikak ge-
netikai anyaga megérizheté a mellékherébdl post mortem kinyert, tulélé ondé-
sejtek mélyhiitve tarolasaval (Zomborszky és mtsai, 1994, 1996, 1999). gy
lehetéség van a jové szamara, a mai genetikai allomany hosszu tavu, biztonsa-
gos meglrzésére, egy hazai szarvas-spermabank létrehozasaval. Az optimalis
tarolas feltételeinek kidolgozasa érdekében, elejtett bikak mellékheréibdl, post
mortem kinyert termékenyitd anyagot, kilénbdzd spermahigitasi, és mélyhitési
modszerekkel vizsgaltuk, a szarvas fajokra korabban sikerrel adaptalt, fénymik-
roszképos spermafestési eljarassal (Nagy és mtsai, 2001). Eredményeink sze-
rint mind a kétfazisu Tris-tojassargaja, mind az egyfazisu Triladyl higité alkal-
mas a szarvasbikak spermajanak higitasara. Az automata készulékkel végzett,
programozott fagyasztas mellett, a hazilagos kivitelezési hungarocell-dobozban
folyékony nitrogéngbzben végzett mélyhlités is alkalmas a genetikai anyag
tartésitasahoz (Zomborszky és mtsai, 2003).

ANYAG ES MODSZER

Jelen munkakban, a post mortem kinyert spermiumok tarolhatésagat,
,=uzemi”, vadaszati korilmények kozott vizsgaltuk. A kutatasi feladatnak megfe-
leléen, kérdésfeltevésiink az volt, hogy milyen logisztikai Iépések sziikségesek
ahhoz, hogy a vadonban elejtett csucs genetikaju, kapitalis gimszarvas bikak
termékenyité anyagat hatékonyan, hitelesen és a hatalyos jogszabalyoknak
megfeleléen megbrizzuk.

A kutatasi munka elsé fazisaban, erdészeti és vadaszati cégekkel egyuitt-
mikddve, a mintavétel lehet6ségét vizsgaltuk.

Gimszarvas bikakbol mintavételre a bdgési idészakban, vadaszterileten,
2003. szeptember 14. és 20. kdzott volt lehetéség. Az elejtést kdveté 1,5-15
oraval, nyolc bika mellékheréjének steril feltarasa utan nyert spermatémeget,
tojassargajaval kezelt Triladyl-lal higitottuk. A higitott spermamintakat 40 °C-on
tarolva, a kiegyenlitédési id6t kdvetden, automata spermafelszivé segitségével,
jelélt, 0,25 ml-es miiszalmaba szivtuk. A miiszalmazott termékenyité anyagot,
hazilagos készitésli hungarocell-dobozban, folyékony nitrogéngézben fagyasz-
tottuk.

A visszaolvasztott spermamintakat, az Orszagos Mezbgazdasagi Mindsit6é
Intézetben, a tobbszoér moédositott 39/1994. (VI1.28.) sz. FM rendelet alapjan
mindsitettik, tovabba az él6, ép akroszémaju onddsejtek felolvasztas utani
aranyat, mintanként két-két kenetben 200 sejtet szamolva, Kovacs és Foote
(1992) festési modszerével értékeltik Nagy és mtsai (2001) eljarasa alapjan. Az
elébbi eljaras vizsgalta a minték higiénia allapotat, valamint szubjektiv médszer-
rel, az él6 sejtek motilitasat (7. tablazat). Az utobbi festési technika pedig, a
sejtek membran épségét értékelte (1. abra).
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1. téblazat:
Adatok a 16tt gimszarvas bikak ondésejtjeinek mélyhiitve tarolasarol
Gimszarvas Mintavétel Mélyhités Miszalma, Koncentracio Motilitas,
1) ideje*, ora (2) | ideje*, éra(3) db(4) (10%/0,25 miszalma)(5) % (6)
1 15 19 16 102 45
2 14 18 35 158 45
3 11 15 45 96 20
4 5 9 38 45 45
5 3 13 68 56 45
6 3 6 32 89 36
7 15 4 42 146 45
8 15 4 29 101 45

Megj.: a spermamintak, a 39/1994 FM rendeletben foglalt higiéniai eléirasoknak megfeleltek(7)

* alelovés utan

Table 1: Data of the hunting stags's cryopreservated spermatozoa
red deer(1), sampling after hunting, hours(2), cryopreservation after hunting, hours (3), straw, n(4),
concentration (10%/0,25 straw) (5), motility, %(6), Note: sperm samples are suitable of hygiene

perscreptions(7)

1. abra: A visszaolvasztott gimszarvas spermiumok membran integritasanak vizsgalata
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Megj.: éé=¢l6 fej, ép akroszéma, ép farok(1), éf=€I6 fej, ép akroszéma, festett farok(2), és=él6 fej,
sérllt akroszéma(3), hé=halott fej, ép akroszéma(4), hs=halott fej, sériilt akroszéma(5), hn=halott
fej, levalt akroszéma(6)

Fig. 1: Evaluation of membrane integrity of frozen/thawed red deer spermatozoa

Notes: éé=living cell intact head and tail membrane and acrosome(1), éf=living cell intact head and
acrosome, stained tail(2), és=living cell intact head, demaged acrosome(3), hé=dead head with
intact acrosome(4), hs=dead head with demaged acrosome(5), hn=dead head, loose acrosome(6)
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EREDMENYEK, KOVETKEZTETESEK

A visszaolvasztott gimszarvas spermamintakrol, a tablazat és a diagram
adatai alapjan, a kévetkez6 f6bb tendenciak, kdvetkeztetések vonhatok le.

Az elejtést kdveté 1,5. és a 15. dra kdzoétt nyert spermamintak motilitasa
megfelel a szarvasmarhaban elGirt kritériumnak.

A mintak ugyancsak megfeleltek a mar jelzett rendeletben elgirt, higiéniai
kévetelményeknek.

A mellékherében lévé sejttdmeg egyedi kildnbségeket mutatott. Ez szar-
mazhat életkortdl, vagy példaul abbdl, hogy az elejtés elbtt a bika boritott-e.
Ezért a higitds mértéke nem szabvanyosithat6 és ebbdél adédik az eltérd higita-
si mérték, valamint a tarolt miiszalma mennyiség.

A sperma koncentraciora vonatkozé adatok és a membran integritasi sza-
zalékok azt mutatjak, hogy az altalunk kezelt gimszarvas mintak a kivantnal
sejtdusabbak. A jév8ben, a véghigitasokat 20 millié él6 sejtre kell laboratdriumi
korlilmények kozott beallitani.

A membran-integritasi vizsgalatok szerint az elejtéshez képest korabbi idé-
pontban gy(jtott mintak élé sejt aranya magasabb (7. és 8. sorszamu), mint a
késdbben nyert mintaké.

A genetikai sokszinliség meg6rzésének egy masik, kézenfekvd, még nem
kutatott megoldasi lehetésége a kil6tt ndivaru allatok genetikai anyaganak a
megovasa. Sikeres petefészek-gyijtési mddszer kidolgozasa lehetdséget te-
remthetne egyrészt a petesejtek mélyhlitésére, masrészt azok érlelésére és in
vitro termékenyitésére. A post mortem nyert himivarsejtekbdl és petesejtekbdl
eléallitott IVF embridé, mar mindkét ivar genetikai allomanyanak megérzését
lehetévé tenné.

A tavlati tervek szerint egy hazai szarvas-génbank alapja lehet a kedvezé
tulajdonsagokat hordozo allatok genetikai markerekkel valé sziirése. A késéb-
biekben megismert nagy hatasu gének igy célzottan bevonhaték a nemesités-
be. A hazai gimszarvas genetikai adottsagainak fejlesztését a vadgazdalkodas
mellett, igy a tenyésztett, a farmszer( koriimények kozott tartott allomanyok is
elésegithetik.

Osszefoglalva megallapithatd, hogy egy gimszarvas biotechnoldgiai projekt
megvaldsitasa, a hazai szarvas-allomany genetikai variancigjanak megérzését
segiti el6. A spermabankra épitve pedig, megkezdhetjiuk egy in vivo és in vitro
embriébank lehetéségének kidolgozasat is. Egyik nemzeti kincstinket évhat-
nank meg ezzel a modszerrel, a kedvezb6tlen és nem vart kdrnyezeti hatasoktol.

KOSZONETNYILVANITAS

A kutatasi feladat eddigi munkaiban koészdnettel tartozom az FVM Vadasza-
ti és Halaszati Féosztalyanak és egyiittm{ikédé partnereinknek. igy a Somogyi
Erdészeti és Faipari Rt.-nek, a gimszarvas mintagy(jtés lehet6ségének a meg-
teremtésért Barkoczi Istvan vezérigazgatd urnak, Buzgd Jozsef és ifj. Jakus
Laszl6 févadasz uraknak. Készonetemet fejezem ki az OMMI részérdl hasznos
tanacsaiért Dr. Flink Ferenc és Dr. Péntek Istvan allatorvos uraknak, az OMT Rt
megbizott igazgatdjanak, Zandoki Bélanak a projekthez sziikséges anyagok és
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A VADASZGORENY (MUSTELA PUTORIUS FURO)
IVARI MUKODESENEK JELLEMZOI ES
BEFOLYASOLASANAK LEHETOSEGEI

PROHACZIK ANGELLA — KULCSAR MARGIT — HUSZENICZA GYULA

SUMMARY: ENDOCRINE TREATMENT PROCEDURES USED TO SUPPRESS THE CYCLIC
OVARIAN FUNCTION IN DOMESTIC FERRETS (MUSTELA PUTORIUS FURO)

The authors summarise their personal experiences with the various methods offered to suppress
the ovarian activity of jills, such as administration of hCG, the use of synthetic gestagens and sub-
cutaneous insertion of long acting GnRH implants. In order to monitor their ovarian function, the jills
(n=25) involved in this study were sampled for ELISA determination of fecal progesterone metabo-
lites (Ps-met) content.

A menyétfélék (Mustelidae) csaladjaba tarozé vadaszgérény (Mustela
putorius furo) egyike az ember altal mar tdbb szaz éve tenyésztett, de ennek
ellenére is, a korabbiakban inkabb csak félig haziasitott emldsfajainknak. A
kedvtelésbél tartott egyedek szama napjainkban, hazankban néhany ezerre, az
USA-ban, Kanadaban és Nyugat-Europa orszagaiban, 6sszességében, néhany
milliéra tehetd. A néstények 8—12. hénaposan érik el az ivarérettséget. A go-
rény ivarzasi idészaka marcius kézepén kezdédik. A faj egyes szaporodas-
élettani jellemzdi, a domesztikacié soran jelentésen megvaltoztak. Jé példaja
ennek, hogy — szemben vadon éI6 fajtarsaikkal — a haziasitott valtozat eseté-
ben ivarzé egyedekkel kb. augusztus végeéig, vagy lakasban tartott egyedeknél,
az év barmely szakaban talalkozhatunk.

A himektél izolaltan tartott néstényekben parzas hianya miatt — szigoruan
reflexovulator volta miatt — nem alakul ki preovulaciés LH csucs, az érett ti-
sz6k elsorvadnak (atresia), majd csakhamar egy ujabb tliszéndvekedési hullam
veszi kezdetét. A tlisz6nOvekedés egymast kdvetd hullamokban folyamatosan
magas 6sztrogén szintet biztosit. Ennek hatasara az allat szinte megszakitas
nélkll, heteken at ivarzik. Az elhiz6dd E2-hatas kdvetkezményeként — ese-
tenként drasztikus mértékli — szérhullas, tovabba aplasztikus anémia kialaku-
lasat eredményez§ sulyos csontvel6-karosodas léphet fol, ami akar az allat
elhullasat is okozhatja.

A folyamat megel6zésére — ha az ivarzé néstényt nem kivanjuk fedeztetni
— indokolt a tiszérepedés, illetve az ezt kdvetd alvemhességi CL-képzbdés
mesterséges kivaltasa. Az ovulacié a preovulacidés LH-csucs hatasat imitalni
képes hormonkészitmény befecskendezésével (100 NE human choriongonado-
tropin, hCG) idézhetd elb. A lakasban, tarsallatként tartott egyedek esetében az
ivartalanitas is megoldas jelenthet, bar Gjabb megfigyelések szerint ez hajlamo-
sit a mellékvese-kéreg bizonyos szteroid hormonok termelésére képes dagana-
tainak kialakulasara. Kutyaban, macskaban, és egyes allatkertben tartott eml|6-
sokben, igy a goérényekben is, a tusz6ndvekedés elnyomasara kilonbozé,
hosszu hatasidejii elsé (medroxiprogeszteron acetat, MAP), ill. masodik gene-
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racios (proligeszton, PROL) szintetikus gesztagéneket alkalmazhatunk. Ezek
azonban egyrészt gyakran pyometrara hajlamosithatnak, masrészt, pedig
kortizol-szer(i hatasuk miatti atrogén Chusing-betegséget idézhetnek el8. Jelen-
leg egy Uj hormonkészitmény, egy hosszu hatasi GnRH analdg hasznalata
nyujthat hatasos és biztonsagos megoldast az ivarzas megel6zésére, ill. blok-
kolasara, bar a gérényen val6 alkalmazasanak nincs elérheté irodalmi hattere.

A fent emlitett hormonkészitmények hatékonysaganak, illetve hatastarta-
manak Osszehasonlitasa céljabdl, 25 ndstény allatot kezeltink. Az ivarzasi
idészak el6tt (februarban) az elsé csoport 15 mg MAP-ot, a masodik 40 mg
PROL-t, a harmadik egy hosszu hatasideji GnRH analogot (4,7 mg Deslorelin
acetat) kapott. A negyedik csoportot 100 NE hCG-vel kezeltik az év elsd tize-
Iésekor, az 6tédik csoport volt a kezeletlen kontroll. A petefészek miikédését, a
bélsar gesztagén metabolit tartalmanak ELISA meghatarozasaval, 10 hénapon
at monitoroztuk. A bélsar gesztagén metabolit profilt 6sszevetettik a klinikai
eredményekkel.

A GnRH implantatum réviddel az applikalas utan intenziv ivarzasi tiineteket
indukalt, amely azonban egy héten belll megszilint és a petefészek-mikodés
minden ndstényben az év végéig blokkolédott. Mind a MAP, mind a PROL,
révidebb-hosszabb id6ére elnyomta ugyan a petefészek miikodését, de két eset-
ben, mellékhatasként, progressziv szérhullast tapasztaltunk és az allatok szinte
mindegyike, még a nyar folyaman, ismét ivarzott. A hCG kezelés lerdviditette az
ivarzast, a 6 hetes alvemhességi periédus utan, az allatok ivarzani kezdtek.
Méhgyulladast egy esetben sem tapasztaltunk.

Eredményeink szerint a GnRH analég hatasara jelentés kildnbség latszik a
szintetikus gesztagének és a Deslorelin implantatum hatékonysaga kézott.

Szerzbék cime: Szent Istvan Egyetem, Allatorvos Tudomanyi Kar
Authors’ address:  Szent Istvan University, Faculty of Veterinary Science
H-1400 Budapest, Pf. 2.
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EUROPAI UNIOS ELOIRASOK AZ
EMBRIO-ATULTETES TERULETEN

(EU REGULATIONS OF THE EMBRYO TRANSFER)

FLINK FERENC

A hazi haszonallatok miivi szaporitasi eljarasainak (mesterséges terméke-
nyitésének, embri¢-atiltetésének) kozésségi szabalyozasa 10-15 éves multra
tekint vissza.

A mivi szaporodasi tevékenység regulaciéja a zootechnikai miveletek sza-
balyozasa korébe tartozik és ezzel a k6zOsségi vivmanyok, azaz az ,acquis
communaitaire” része. A szabdlyozas, a haszonallatfajok kézul kiemelten kezeli
a szarvasmarhat — a Tanacs 89/556 EGK iranyelve a hazi szarvasmarha fa-
jokhoz tartozé haziallatok embridinak Kézdsségen bellli kereskedelmét és a
harmadik orszagbdl térténd behozatalat szabalyozé allategészségigyi kdvetel-
meényekrél sz6l — de a sertésen kivil, a tébbi allatfajra nem specifikus. ,A Ta-
nacs 92/65 EGK iranyelve a 90/425/EGK iranyelv A/1 mellékletében emlitett,
meghatarozott Kozbésségi elbirasokban megallapitott allategészséglgyi kove-
telmények hatalya ala nem tartozoé allatok spermajanak, petesejtjeinek, embrio-
inak a Kozosségen bellli kereskedelmét és a Kdzbsségbe vald behozatalat
szabalyoz¢ allategészséglgyi kdvetelményekrdl” c. joganyag vonatkozik rajuk.

Az unidés szabalyozas kiterjed mind az allattenyésztési feltételrendszerre,
mind az allategészségugyi kovetelményekre. Alapelv, hogy embriét eléallitani,
forgalmazni, felkinalni, értékesiteni, csak embrié atulteté allomasrol szabad.
Kilén fontossagot kap a dokumentacio és a certifikacios kdvetelmények teljesi-
tése, az embriok uti okmanyainak egységesitése, ami a biotechnikai termék
piacra jutasanak adminisztrativ feltételét képezi. A szabalyozds részletesen
kitér az embrié atilteté allomasok létesitésének és mikodtetésének személyi,
targyi, technolégiai és éplletgépészeti kdvetelményeire. Az embrié atlltetd
allomasok fert6zésvédelmét jarvanylgyi létesitményekkel és intézkedésekkel
kell biztositani. Az allategészségligyi kontroll az allami hatésagi felligyeleten és
az embrid atlltetd team felel6s allatorvosan keresztul érvényesil. A szabalyo-
z4s allatfajonként tartalmazza az embrié el6éllitasra hasznalt donor egyedek
allategészségugyi feltételrendszerét, a kimosasok, laboratériumi manipulaciok
sithatésagara az elGallitas, a tarolas, a felhasznalas soran.

Hazank Kozosségi integracioja kapcsan megalkotott 61/2002 (VIII.1.) FVM
szamu miniszteri rendelet, szévegében szinte teljesen ekvivalens a hatalyos EU
joganyag elGirasaival.

Szerzé cime: Orszagos Mez6gazdasagi Mindsité Intézet
Author’s address: Institute of Agricultural Quality Control
H-1024 Budapest, Keleti K. u. 24.
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