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Osszegfoglalas

A szerzOk két juhfajta petefészek miikodését vizsgaltdk hormonanalitikai és laparoszképos mddszerekkel
tavaszi-nyar eleji, tehat a klasszikus tenyészszezonon kiviili hénapokban. Az endokrinol6giai vizsgalatok
mellett az egyedek genetikai hatterét is meghataroztdk a melatonin receptorla-génre vonatkozoélag, mely a
szezonon kiviili ivarzasi készséggel van kapcsolatban. A tavaszi termékenyiilési eredmények altaldban
rosszabbak, mint az Osziek, ezért szaporoddsbioldgiai befolydsold mddszereket, ciklusindukciot,
mesterséges termékenyitést alkalmaztak. Vér-progeszteron vizsgdlattal kovették nyomon a vizsgalt
populdciok petefészek mukodését a szaporoddsbiologiai szempontb6l kritikus  id6szakban.
Hormonanalitikai mddszerekkel és laparoszképos ovuldcid rata méréssel vizsgaltdk, hogyan reagédlnak a
fajtdk a ciklusindukciés moédszerekre. Laparoszkdpos mesterséges termékenyitéssel, illetve természetes
fedeztetéssel végezték az dlloméany termékenyitését. Eredményiik szerint a ciklusindukcié mind a szapora
merind, mind a cigdja fajtandl igen hatékony, a mesterséges termékenyités jobb eredményt hoz a
természetes fedeztetésnél ebben az iddszakban, ennek ellenére a vemhesiilési eredményeket sok kiilsd
tényezd, foképpen takarmanyozasi és iddjarasi hatdsok befolydsolhatjdk. A vizsgalt melatonin receptor-1la
receptor gén mutdcidja (Mnll) markergénként igéretes eszkozként kindlkozik e két fajtdban az egész

évben ciklikus petefészek-miikodés képességére torténd szelekcidés munkdban.
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Endocrinological and molecular genetic examination of the ovarian function of

Prolific Merino and Tzigai ewes in out-of —season period

Abstract

The authors examined the ovarian function of two sheep breeds by hormon-analytical and laparoscopic
methods between April and June. Molecular genetic examination of melatoninla -receptor gene, as a
potential marker of ability for continuous ovarian cyclicity, was also done. The fertility of spring and
early summer breeding is usually lower; this imposes the need for alternative methods, such as hormonal
treatments and biotechnological practices, to increase the conception rate. For fallowing up the ovarian
function and examine the reaction of ewes for cyclus induction methods blood progesterone level and
ovulation rate was measured. Laparascopic artificial insemination and natural mating were applied.
According to results the cyclus induction was very effective for Prolific Merino and Tzigai breeds,
respectively. The artificial insemination was more effective than natural mating in this period; however
the conception rate mightily depends on feeding and weather conditions. The Mnll RFLP site seems to be
a promising candidate for detection of ability for cyclic ovarian activity out of the breeding season in

Hungarian Prolific Merino and Tzigaia ewes as well.

Anyag és modszer

A petefészek-miikodés vizsgdlatit a Debreceni Egyetem Agrar- és Miszaki Tudoméanyok
Centruma (DE AMTC) juh tenyész-telepén végeztiik az évnek szaporodasbioldgiai szempontbdl kritikus
1ddszakaban, vegyes életkoru és taplaltsigi dllapotu, szapora meriné anyajuhokon és cigdja jerkéken 2005

és 2006 években.

Hormonanalitikai vizsgalatok

A kutatémunka keretén beliil 54 szapora meriné anya és 30 cigdja jerke petefészek miikodését
kovettiik nyomon 4prilis-junius honapokban (Isd.l-es tdbldzat). A petefészek-miikodés monitorozdsa
céljabol, vérplazma mintdkbdl hatdroztuk meg az egyedek progeszteron szintjét. A vérmintdkat a torkolati

véna (vena jugularis) punkcidjaval, heparinozott csovekbe gylijtottiikk, centrifugdlds utdn 1-1,5 ml-t

Eppendorf csébe fejtve a plazmamintdkat feldolgozdsig -20 C®on téroltuk. A vérplazma mintdk
progeszteron szintjének meghatirozdsa ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) modszerrel

tortént a Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudomanyi Kar Endokrinoldgiai laborjaban. A kisérleti dllatok
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tél végén ellettek (janudr-madrcius), vegyes életkortak (2-7 év), silydak (37-64 kg) és kondici
pontszamuak (3,3-4,6) voltak. Az anydkat illetve jerkéket a tél folyaman lucernaszéna és buzaszalma ad
libitum etetése mellett karamoztdk, dprilis elejétdl pedig legeltették. A 84 kisérleti dllat koziil 75 anyanél
ivarzasszinkroniziciot (illetve ivarzas indukcidt) végeztiink, 40 mg fluorogeszton acetat tartalmi Chrono-
gest hiivelyszivacs (Intervet, Boxmeer, Hollandia) és 500 IU PMSG-hat4dsi Folligon injekcié i.m.
(Intervet, Boxmeer, Hollandia) alkalmazéasiaval. Az éllatok termékenyitése laparoszkdpos mesterséges
termékenyitéssel, illetve természetes fedeztetéssel tortént.

Vérmintdkat 7 alkalommal vettiink a kisérleti allatokt6l. Tampondlds eldtt 14, illetve 28 nappal
kezdtiink el a vizsgélatokat, mely progeszteron-szint értékekbdl az allatok ciklikus, illetve aciklids
petefészek- mikodését regisztraltuk. A tampondlds utdni vérminta értékekbdl az ivarzas-indukcid
hatékonysagardl kaptunk képet. A gesztagén megvonas, illetve a PMSG kezelés utdn 60 6raval — 24 6ras
koplaltatast kovetden- laparoszképos mesterséges termékenyitést végeztiink mélyhiitott sperméval, az
anydk madsik csoportjat pedig természetes uton, kossal fedeztettik. A képzddott sargatestek (CL)
szamdnak meghatdrozdsa céljabol laparoszképos ovuldciés riata (OR) vizsgdlatot végeztiink a
mesterségesen termékenyitett €s a kossal fedeztetett cigdja anyaknal (6sszesen 75 éllat). A nem tamponalt
csoportndl (9 db éllat), ellés utdn 31-46 nappal kezdve hetente 7 hétig folyt a vérminta vétel azzal a céllal,
hogy megnézziik, ellés utdn, szezonon kiviil ciklikussd valik-e a petefészek miikodés ivarzasindukcio
nélkiil is. Ezt a csoportot kossal fedeztettiik a kora nyari id0szakban.

Ciklikusnak itéltiik a petefészek miikodését, ha a tampondlds el6tti harom, illetve 6t vérplazma-
mintdbol legaldbb az egyikben CL jelenlétére utald, emelkedett (23,18 nmol/L) progeszteron szintet
taldltunk. Tamponkivétel utin 9 és 16 nappal Ujabb vérmintdkat vettiink, amelybdl arrél kaptunk

informdciot, hogy a gesztagén + PMSG kezelés hatdsara ciklusba lendiiltek-e az el6zdleg aciklids allatok.

Mell gén polimorfizmus vizsgalata

A genotipus vizsgédlatokhoz minden allattdl EDTA véralvaddsgétlét tartalmazé csébe gyljtottiink
vérmintat, melyet feldolgozasig -20 fokon taroltunk. A vérbdl kis6zdsos mddszerrel izoldltunk DNS-t,
melynek koncentriciéjat NanoDrop 1000 spektrofotométer segitségével hatdroztuk meg. A genotipus-
vizsgalatok két mutdcié kimutatdsara irdnyultak. Mindkettd a melatonin-1la receptor gén II. exonjdban
kovetkezett be, a 606. és 612-es pozicidoban azonositott két mutacié vizsgalatit PCR-RFLP mddszerrel
végeztiik el. A Il-es exon amplifikdldsdhoz a Notter és mtsai (1997) éltal javasolt primereket és
reakciokoriilményeket hasznaltuk.

A PCR termékeket (824 bazis) kiilon-kiilon emésztettiik az Mnll (612-es mutdcié kimutatdsdhoz)

és Rsal (606-0s mutacié kimutatasdhoz) enzimekkel. Az inkubalas mindkét esetben 37°C —on tortént, 4
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oran at. Ezt kovetéen a mintdkat 2.5%-os agardz gélen futtattuk. Az Mnll emésztés utan varhatéd
polimorfizmus eredményeként 286 és 236 bazis hosszusagu fragmenteket kaptunk. Az Rsal esetében 290
€s 295 bazis hosszisagi fragmentek megléte illetve hidnya mutatja az egyes allélokat. A kisérletben
futtatott egyedek kozott egyarant taldltunk 286/286, 286/236, 236/236, valamint 290/290, 290/295 és
295/295 genotipust egyedeket. Az egyes fragment hosszokhoz az aldbbi allél elnevezést adtuk:

Rsal: 295 bézis = A allél (itt timin van a DNS ldncban)
290 bazis = B allél (itt citozin van a DNS lancban)

Mnll: 286 bazis = A allél (itt adenin van a DNS lancban)
236 bazis = B allél (itt guanin van a DNS lancban)

Az eredmények statisztikai értékelését a SAS 9.1 softwer segitségével végeztiik. Mivel két évben
is folytattunk megfigyelést és két fajtat vontunk be a kisérletbe a statisztikai értékelésnél ezt figyelembe
vettiik. A ,,proc genmod” eljarast alkalmaztuk annak megallapitdsara, hogy az év, a fajta és a vizsgalt
polimorfizmusra meghatédrozott genotipusok befolydsoljdk-e a szezonon kiviili spontdn ivarzast. Néztiik
tovabba azt is, hogy a két fajtaban megfigyelt genotipus gyakorisdgokban van-e kiilonbség. Ehhez a ,,proc

freq” eljarast alkalmaztuk. Mind a ,,proc genmod”, mind a ,,proc freq” Chi? préban alapul.

Eredmények

Hormonanalitikai és laparoszkopos vizsgalatok
2005 évben a tampondlds eldtti (4prilis kozepén - mijus elején vett) vérmintdk progeszteron
szintje alapjan a szapora merinéd anyak 45%-a volt ciklusban, a cigdja jerkéknél hasonld, 43%-os volt a
ciklusos petefészek-miikodésti egyedek aranya. (/. tdbldzat). 2006 évben csak szapora merind anyékat
vizsgaltunk, ekkor sokkal alacsonyabb, 25, illetve 22 % volt a tamponélés eldtt ciklusban 1évé anydk
szdma a két vizsgalt csoportban (/. tdbldzat).
A képzddott sargatesteknek a termékenyités utani 7. napon laparoszképos technikdval meghatarozott

szamabol kovetkeztettiink az ovuldlt tiiszOk szdmara. Az OR mérés eredményeit az /. és 2. dbra mutatja.
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1. tdabldazat: A vizsgalt allatok évenként és a ciklus allapota tamponalas el6tt és ivarzasindukcio

utan
Ev/Anyék 4 Ev/Anyék <
szama(n)(1) SZAPORA MERINO(2) szdma(n)(2) CIGAJAQ3)
Tamponalas Tamponalas Tampondlés el6tt | Tampondlds utan
elott ciklikus utan ciklusba ciklikus(4) ciklusba
4) lendiilt(5) lendiilt(5)
db | % db | % db | % db | %
2005 2005
n=29 13 | 45 | 24 | 83 n=30 13 | 43 | 28 | 93
2006
n=16 4 25 16 | 100
n=9 2 22 | Nem tamponalt

Table 1: The examined animals in different years and the ovarian function before and after oestrus induction
Year/Nr of ewes (n)(1); Prolific Merino(2); Tzigaia(3); Cyclic before oestrus induction(4); Cyclic after oestrus
induction(5);

1. dbra: Ovulacios rata vizsgalatok eredménye a szapora meriné anyaknal

Szapora meriné anyak OR adatai

db anya

2 3 456 7 8 9101112
OR

0 1

Figure 1. Ovulation rate dates of Prolific Merino ewes

2. dbra: Ovulacios rata vizsgalatok eredménye a cigaja jerkéknél

Cigaja anyak OR adatai

15 13
S 10
c
«©
3 > 1 1

0O 0 0 0o 0 0 O
0 -

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
OR

Diagram 2. Ovulation rate dates of Tzigaia ewes
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A laparoszkopos vizsgdlat a cigdjdk tobbségénél (70%) 1-2 sargatest, a szapora merindok
tobbségénél (56%) 2-3 CL kifejlodését igazolta. A cigdjdkndl a legmagasabb OR 5 volt (1 éllatnél), a
szapora merindkndl 12 (szintén 1 éllatnél, mely végiil 3 baranyt ellett). A szapora meriné anyaknal 43 %-
ban, a cigdjdkndl 25 %-ban esett egyebe az ovuldlt petesejtek €s az ellett baranyok szama (egy esetben
tobb volt a vehemszam, mint a mért OR).

Az OR értékek alapjan 4 allat nem ovulalt, 1 allatot nem vizsgédltunk 6sszendvés miatt (OR=0 5db
allatndl). A progeszteron vizsgalatok eredménye alapjan 8 4llat nem lendiilt ciklusba az alkalmazott
gesztagén+eCG kezelés ellenére sem.

A progeszteron vizsgédlatok a merindkndl 5 esetben azt mutattdk, hogy nem lendiilt ciklusba az
allat, de 4-nél ezek koziil 1-3 sdrgatest jelenlétét mutatta az OR mérés és 3 koziilik meg is ellett. A
cigdjakndl a hormonanalitikai és a laparoszkopos vizsgalatok eredménye egybeesik: 28 dllat ciklusban
volt a kezelés utan, 1 nem lendiilt ciklusba és az OR-ja is O volt.

Az I-es tabldzatban lathatéan a ciklusindukcids technika minden kezelt allatcsoportndl és mindkét
évben hatékony volt, 0sszevetve az ovuldcids rdta és hormondlis vizsgalatokat, az dllatok 92%-anal

eredményes volt a ciklusindukcids kezelés.

Termékenyiilési eredmények
Laparoszképos mesterséges termékenyitést 2005. méjus 27-én €s 2006. mdjus 25-én végeztiik, a
természetes fedeztetésre a kosok mindkét évben mdjus-jinius honapokban voltak az anydk kozott. A két

vizsgalt évben jelentds eltérés volt a termékenyiilési eredmények kozott, melyet a 2. tdbldzat mutat.

2. tabldzat: A vizsgalt anyajuhok termékenyiilési eredményei 2005. és 2006. évben

Mesterséges termékenyités(1) Természetes fedeztetés(2)
Ev(3) Termékenyitett | Leellett *Ellési | Termékenyitett | Leellett * Ellési
anya (db)(4) anya arany anya (db)(4) anya arany
(db)(5) %(6) (db)(5) %(6)
2005 29 16 55 30 8 27
2006 16 4 25 9 2 22

Table 2. Fertilization rate of examined ewes in 2005, vs. 2006 years
Artificial insemination(1); Natural mating(2); Year(3); Mated ewes (nr)(4); Lambed ewes (nr)(5);
Lambing rate (%)(6)
*(leellett/termékenyitett anya)
*(lambed/mated ewes)
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A 2006-o0s termékenyiilési eredmények tobb év tavlatdban szokatlanul rosszak voltak. Ennek oka
lehet az akkori szélsdségesen meleg iddjards. Az ,,origo” internetes hire szerint szokatlan 1égkori
hullamok hatédsara 2006. jaliusdban minden eddigit tilszarnyald folyamatossdggal érkezett a forrd levegd
hazdnkba. A hénap eleji nyolc napos kénikula is a ritka esetek kozé tartozik, a hénap masodik felében
azonban az orszdg nagy részén 15 napon at 30 fok felett tet6zott a homérséklet, ami paratlannak
mondhaté. Ennek hatdséara valészintileg az esetleg termékenyiilt egyedeknél sem tortént meg az embrid
megtapadasa, vagy korai vetélés kovetkezett be.

A két vizsgalt évben a tampondlds utdni els6 ciklusbol 17 szapora meriné €s 8 cigdja ellett meg. A
mesterségesen termékenyitett anydk kozé 14 nappal a termékenyités utdn kost raktunk, igy azok is
vembhesiilhettek, amelyeknél az inszemindci6 nem volt sikeres. Ennek hatdsara a masodik ciklusbdl még 3
allat vembhesiilt, cigdjdknal a kovetkezd ciklusbol szintén még 3 4llat, tehdt dsszesen a szapora merindk 42
%-a (20 db anya), a cigdjdk 36 %-a (11 db anya) vembhesiilt az ivarzds-indukcié hatdsdra. Osszességében
a tamponalt dllomany 41%-a ellett meg (75 allatbdl 31 db).

A nem tampondlt dllatok (9db) koziil (2006-ban) a vizsgalt 7 hét alatt junius kozepéig kettd
lendiilt ciklusba, de ezek nem termékenyiiltek a harembeli fedeztetés sordn. Két madsik allat viszont
termékenyiilt junius végén (november végén ellettek), ezek valdszinlileg a hormonvizsgalatok befejezése
ut4n lendiiltek ciklusba. Osszességében tehit a nem tamponaltak koziil 4 db-nak (44 %) vilt ciklikussé a

petefészek miikodésti még a nyar folyamén és 2 db, azaz 22 % ellett meg beldliik.

Genetikai vizsgalatok
Mindkét vizsgalat fajtaban valamennyi genotipus varidcio el6fordult a két mutaciora vonatkozolag
(3. tabldzat). A legnagyobb szamban a heterozigéta egyedek fordultak eld. Az egyes fajtdk kozott nem

volt statisztikailag kimutathat6 kiilonbség a genotipus gyakorisdgokat illetden.

3. tabldzat: A vizsgalt genotipusok fajtankénti megoszlasa

Genotipus(1) Szapora merind(2) Cigdja(3)
(n=53) (n=28)
Rsal
AA 12 (22,6%) 3 (10,7%)
AB 30 (56,6%) 17 (60,7%)
BB 11 (20,8) 8 (28, 6%)
Mnll
AA 10 (19%) 4 (14,3%)
AB 27 (51%) 15 (53,6%)
BB 16 (31%) 9 (32,1%)

Table 3. Distribution of Rsal and Mnll genotypes in the two examined breeds
Genotype(1); Prolific Merino(2); Tzigaia(3);



210

Novotniné et al. / AWETH Vol 5. 4. (2009)

A szapora meriné fajta esetén néztilk az év hatdsat is, mely szintén nem mutatott szignifikdns
hatast a ciklikussdgra sem akkor, amikor a két fajtat kiilon, illetve egyiitt vizsgaltuk. Bar a kapott P érték
kozel volt a mér szignifikdns hatést jelentd 0,5-h6z (P=0,0863). Mindemellett a fajta sem volt befolyasold
tényezd (P=0,7881)

A ciklikus és aciklikus petefészek mukodésti szapora merind €s cigdja anydk egyes genotipus

csoporton beliili %-0s megoszlasat a 3. dbra szemlélteti.

3. dbra: A Melatoninla receptor gén Rsal és MnllI genotipus csoportjai és az eltéro petefészek
miikodésii anyak csoportonkénti megoszlasa (a szapora meriné és cigaja anyak osszesitett
adata alapjan)

100,01
80,0

60,0

B aciklikus
@ ciklikus

B aciklikus
O ciklikus

40,0

20,0

0,0

Figure 3. Distribution of the ewes with cyclic ovarian activity within each Rsal and Mnll genotype

»Proc genmod” program segitségével vizsgiltuk a genotipusok befolydsolé hatdsat a
ciklikussdgra. Az Rsal genotipus hatdsa kozel volt a p<0,05 szignifikancia szinthez (P=0,058), de nem
érte el. Az Mnll genotipus esetében a kapott P ért€ék 0,032 volt, tehdt 5%-os hibahatir mellett
szignifikdnsan befolydsolta az anyék ciklikussagat.

Az egyes genotipus csoportokat nézve az AA genotipusu egyedek ciklikussdgban szignifikdnsan
kiillonboztek az AB és BB genotipus csoporttdl. Az AB és BB csoport kozott nem volt szignifikdns
kiilonbség.

Kovetkeztetések

Eredményeink szerint a tavaszi, tenyészszezonon kiviili idészakban a vizsgalt szapora merin6 és
cigdja fajtdkndl 40% feletti a ciklikus petefészek-miikodést mutatdé egyed. Az alkalmazott
ciklusindukciora (gesztagén+PMSG kezelésre) az aciklids egyedek is jol reagdlnak, a vizsgélt juhok tobb
mint 90%-andl kovetkezett be tiiszOrepedés a ciklusindukcids kezelés utdn. A mesterséges termékenyités

jobb eredményt hoz a természetes fedeztetésnél ebben az iddszakban, ennek ellenére a vemhesiilési



211

Novotniné et al. / AWETH Vol 5. 4. (2009)

eredményeket sok kiilsé tényezd, foképpen takarmanyozdsi és iddjarasi hatdsok befolydsolhatjak. A
vembhesiilési ardnyok jobbak voltak a ciklusindukcié alkalmazdsa utin (41 %), mint a nem kezelt
allatoknal (22%).

A tenyészszezonon kiviili vemhesiilést egyéb tényezdk is akaddlyozhatjdk, mint a szélsOséges
id6jaras vagy a nem megfeleld takarmanyellatottsag. Tovabbi vizsgdlatokban az allatok valds igényeit
kielégitd energiaellatds, az energetikai stitusz megitéléséhez értékes informdaciot szolgdltatd egyes
metabolikus hormonok (leptin, IGF-1) meghatirozaséra keriilhet sor.

Hasonléan mds szerzOk kordbbi tapasztalataihoz ugy gondoljuk, hogy a vizsgdlt melatonin
receptor-1a gén két mutdcigja markergénként igéretes eszkdzként kindlkozik ebben a két fajtdban is az
egész évben ciklikus petefészek-miikodés képességére torténd szelekciés munkdban. Tapasztalataink

megerdsitése azonban tovabbi vizsgélatokat igényel.

Koszonetnyilvanitas

A szerzOk koszonetiiket fejezik ki a DEAMTC juh tenyésztelep dolgozoinak a kisérletek elvégzéséhez
nydjtott fizikai segitségiikért és a Szent Istvin Egyetem Allatorvostudomdnyi Kar Sziilészet és-
Szaporodasbioldgia Tanszék Endokrinolégiai Laborjanak (vezetd: Dr. Kulcsar Margit) a hormonanalitikai

vizsgalatokért. A vizsgalatok anyagi fedezetét az OMFB 01153/2004 palyézat biztositotta.



