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Osszefoglalas

A modern zootechnikai eljardsok alkalmazhatésdganak vizsgdlata a mangalica tenyésztésében ma mar
egyrészt gazdasagi érdek, masrészt a fajta egyes vonalainak a megOrzésében is szerepet kaphat a
jovoben. Kordbban sikeresen végeztek mangalica fajtdban ivarzds szinkronizéldst, laparoszképos
petesejt- és  embridkinyerést. Napjainkban a  mesterséges termékenyitést, ultrahangos
vemhességellendrzést iizemi szinten alkalmazza szdmos vallalkozds. Jelen tanulmanyban alacsony
sejtszamu friss és fagyasztott/felolvasztott mangalica termékenyitéanyag fertilizaciés képességét
vizsgaltuk kocasiildOkben, mely utébbirdl - tudomdsunk szerint - nem jelent meg kozlemény. A
kisérletben 4 fecskehasu €s 6 szoke mangalica koca nemi ciklusat szinkronizaltuk, majd az ovulaci6
indukciét kovetd 34. 6raban laparoszképos eljdrdssal juttatunk 0,5 x 10° motilis sejtet tartalmazd
termékenyitd anyagot 4, illetve 5 mangalica kocasiildd mindkét méhszarvanak utero-tubdlis-junkcid
szakaszdba. A termékenyitést kovetd 28. napon hasi ultrahangos vemhességellendrzést végeztiink. A
friss termékenyitd anyaggal inszemindlt kocdk 80%-a (4), mig a fagyasztott sperméval termékenyitett
egyedek 50%-a (2) volt vemhes a 28. napon. A fialt kocdk szdma mindkét csoportban kevesebb volt a
vemhességi diagn6zishoz képest. Az elsé csoportbdl 3 koca (60%) fialt le, normaélis alomlétszammal (5-
6-6 malac). A mélyhlitott spermdval tortént termékenyitésbdl 1 koca fialt a fajtira jellemzOnél
alacsonyabb szdmu malacot (2). Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy alacsony koncentrécidju friss

termékenyitOdanyagot haszndlva a fajtira jellemzOd alomszam érheté el egyszeri laparoszképos
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termékenyitéssel, fagyasztott/felolvasztott spermdval termékenyitve az 1 millidrd motilis sejtszdm -
val6szintsithetden a spermiumok csokkent élethossza és sériilékenyebb sejtmembranja miatt — nem
elégséges. A fagyasztott/felolvasztott spermdval torténd termékenyitésekhez mangalica fajtdban az
optimadlis inszemindl6 dézis meghatarozdsdhoz tovéabbi kisérletek sziikségesek.

Kulcsszavak: friss és fagyasztott sperma, laparoszképos termékenyités, mangalica

Laparoscopic insemination of mangalica gilts with low dose fresh and frozen/thawed

semen — preliminary study

Abstract

Nowadays the modern zootechnological methods’ adaptability in Mangalica breeding has a beneficial
interest and otherwise it could be used in preservation of rare blood-line of this breed in the future. Some
techniques like estrus synchronization, laparoscopic ovum pick up and embryo transfer were adapted
successfully for Mangalica. Several farms use routinely artificial insemination and early pregnancy
diagnosis by ultrasound at the present time. Aim of this study was to investigate the fertilizing ability of
low concentration fresh and frozen/thawed semen inseminated with laparoscopic method in Mangalica
gilts, the last one - in our knowledge - was not published before. Estrus cycle of 4 swallow-belly and 6
blonde Mangalica gilts were synchronized and 34 hours after ovulation induction 0.5 x 10° spermatozoa
were inseminated laparoscopically to the utero-tubal-junction part of each uterine horns in 4 and 5 of the
gilts. Pregnancy diagnosis was carried out on the 28. days after insemination by transcutan
ultrasonography. Eighty percent (4) of the gilts inseminated with fresh semen were pregnant, whilst only
half (2) of the frozen/thawed group had positive diagnosis after pregnancy-check. Number of farrowing
sows is decreased compared to the results on day 28. Three sows from the first group gave birth to 5-6-6
piglets. Unfortunately only one sow farrowed from the frozen/thawed group with low litter size (2
piglets). It could be concluded that normal litter size can be obtained with single laparoscopic
insemination low dose (1 x 109) fresh semen; however with frozen semen the same concentration is not
adequate may be the shorter life time and more sensitive plasma membranes of these cells. Further
experiments are needed to determine optimal concentration of frozen/thawed semen insemination dose
in Mangalica.

Keywords: fresh and frozen/thawed semen, laparoscopic insemination, mangalica
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Irodalmi attekintés

A gazdasagos sertéstenyésztés egyik sarokpontja a szaporodasbioldgiai folyamatok kézbentartésa,
ennek fontos eleme a mesterséges termékenyités. A fejlett sertéstartdssal rendelkezd orszdgokban a
mesterséges termékenyitést az dllomanyok 70-75%-ban alkalmazzdk, hazdnkban ez az ardny nem éri el
az 50%-ot (Wekerle, 2003). A mesterséges termékenyitéskor altalanosan d6zisonként 80-100 ml higitott
ejakulatumot (2-4 millidrd spermiumot) juttatnak két alkalommal cervikdlis titon a koca méhébe, ami
ejakulatumonként 10-20 koca kétszeri termékenyitését teszi lehetévé. A nagy genetikai értékkel bird
kanok megfeleld kihaszndldsa érdekében folyamatos dolgoznak az inszemindlds technoldgiai
fejlesztésén. Az ejakuldtumok gazdasdgos felhaszndldsara a ddézisonkénti spermiumszdm, illetve a
termékenyitések szdmdnak csokkentése lehet a megoldds. Mig az els6 esetében a termékenyités
technikdjanak/kivitelezésének modositdsa az eldfeltétel az utdbbindl az ovuldcié idépontjdnak minél
pontosabb ismerete a legfontosabb tényezd (Martinez és mtsai, 2001, 2002; Rozeboom és mtsai, 2004;
Serret és mtsai, 2005; Viana és mtsai, 2006; Pelland és mtsai, 2008; Vigo és mtsai, 2009). Mélyhtitott
sperma felhaszndldsakor az inszemindlds technikdja és az idOpontja fokozottan fontos, hiszen a
felolvasztas utdn a spermiumok csak mintegy fele marad €letben és az élettartamuk is csupan 4-6 6rara
tehetd (Rath és mtsai, 2009). Az alkalmazott technikdk koziil igen j6 eredményeket értek el a deep uterin
médszerrel 1-2x10° / ml koncentraciéji dézissal termékenyitve (Bathgate és mtsai, 2005, 2008; Vazquez
és mtsai, 2008). A spermiumszam tovabb csokkenthetd a laparoszkdpos termékenyités alkalmazasakor,
habar a moédszer koltséges mivolta elsdsorban kisérleti felhaszndldsat teszi lehetévé (Morcom és
Dukelow, 1980; Fantinati és mtsai, 2005).

A mélyhttott sperma felhasznédldsa a modern, csucs-genetikdju kanok export-importjan kiviil
szerepet kaphat az Gshonos sertésfajtaik megérzésében is. Oshonos sertésiink a mangalica estében a
fagyasztott/felolvasztott sperméaval torténd termékenyitésekhez sziikséges legtobb modern reprodukcids
eljards adaptildsa az elmult években megtortént - ivarzds szinkronizdlds (Rdtky és Briissow, 1998);
mesterséges termékenyités, ultrahangos petefészek €s vemhesség vizsgélat, sperma mélyhiités
(Egerszegi és mtsai, 2007, 2008; 2009) - azonban a mdédszer gyakorlati alkalmazasa el6tt az optimadlis
inszemindl6 dézis meghatarozasa sziikségeltetik.

Ezek alapjan a kisérlet célja volt a deep-uterin alacsony doézisi termékenyités modellezése
laparoszképos eljardssal friss és fagyasztott termékenyitdanyag felhaszndldsdval, a mddszer késdbbi

adaptéldsahoz.
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Anyag és Médszer

A kisérleteket az Olmos és Toth Kft. Emod Istvdnmajor-i mangalica torzstelepén végeztiik.
Osszesen 10 mangalica kocasiildé (11-12 hénapos, 95-105 kg-os) ivari ciklusit szinkronizaltuk
Regumate®-val (15 nap 20 mg /dllat, Janssen) és 1000 NE PMSG-vel (Folligon, Intervet) (Rdtky és
Briissow, 1998). 80 6raval a PMSG kezelés utan applikdlt 50 ng GnRH-val (Fertagyl, Intervet) ovul4cié
indukciét végeztiink. Az endoszkopos termékenyitést megel6zOen a preovulécids tiiszoket és méh
allapotat transzkutdn ultrahangos vizsgdalattal (Pie Medical Falco-100, Maastricht, 5-7,5 MHz-es konvex
vizsgalofejjel) ellendriztiik.

A vizsgélatban 2, kordbban a friss sperma mindségére (>80% 0 6ras és >70% 24 o6ras motilités,
<10% defektes spermium) €s a termékenyitdanyag mélyhiithetdségére szelektilt (>55% felolvasztas
utdni motilitds) mangalica kant haszndltunk. A sperma mélyhtitését Egerszegi és mtsai (2009) éltal leirt
moédon végeztik. Az ejakuldtumot a mikroszképos motilitds vizsgdlatot kovetéen 1:1 ardnyban
higitottuk Standard (Pigletplusz 2004 Kft.) higitéval majd 15 °C-on inkubdltuk 3 6rén keresztiil, miutan
400 x g-vel 15 °C-on 10 percig centrifugaltuk. A pelletet laktéz-tojassdrgdja higitéval (LEY)
szuszpendéltuk €s 5°C-on 2 6rédn at inkubdltuk, ezt kovetden LEY+glicerin+equex es paste keverékével
dllitottuk be a végkoncentraciét 10’spermium/ml és 2% glicerin. A termékenyitéadagot 0,5 ml-es
szalmdkba toltottiik, majd nitrogén gbzben 8 perces fagyasztast kovetden -196°C-on tdroltuk. A mintdk
motilitdsat 38°C-on 20 masodpercig tartd felolvasztds és 10 percig 38°C-on inkubdlés utan ellendriztiik.
A spermiumok morfol6gidjat, az é16/elhalt sejtek ardnyét és az akroszoma statuszat Kovdcs és Foote-téle
festéssel (1992) értékeltik (1. kép). A laparoszképos termékenyitéshez a friss illetve a
fagyasztott/felolvasztott ejakulatumbdl is 10° motilis sejtet tartalmazé adagot hasznéltunk fel.

A laparoszképos termékenyitést a GnRH injektdlds utdn 34 6raval végeztiik Briissow és mtsai
(2006) altal alabb leirt modon. Az éllatokat a miitét elott 24 oran keresztiil koplaltattuk, majd a mutéti
narkozist 100 teststly kg-onként 10 ml ketamin (SBH-Ketamin, SelBruha) és 4 ml xylazin (Xylavet,
Lavet) injekcidval biztositottuk. Az altatott &llatokat Trendelenburg-helyzetben rogzitettik a
miutdasztalon, majd a fertétlenitett hasfalon keresztiil beszirtuk a Veress-féle tiit, és az endoszkdpos
inszuflator (Olympus) segitségével CO,-dal toltottiikk fel a hasiireget a medenceiiregi szervek jobb
attekinthetosége érdekében. Tovabbi hirom, a hasfalon ejtett bOrmetszésen keresztiill az optikai
teleszképot (Olympus) €s a manipuldtort, illetve az inszemindld pisztolyt bevezettik az dllatok
hasiiregébe. A beavatkozdst monitoron kovettiik nyomon. A méhszarv cstcsi részét 10 cm-re az utero-
tubdlis junkciétdl a manipulétor segitségével rogzitettiik, majd a friss vagy az el6zdleg felolvasztott

mélyhiitstt termékenyitdanyagot (2x0,5x10%)a méhszarvba infundaltuk (2.kép ).
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1. kép: Fagyasztott/felovasztott mangalica spermiumok él6/elhalt festéssel

Picture 1. Frozen/thawed Mangalica spermatozoa after live/dead staining

A mitétet kovetéen a siildok egyedi kutricdban 2-3 napi kimélé takarmanyozas mellett
antibiotikumos utdkezelést kaptak. A termékenyitést kovetd 28. napon a vemhességet transzkutan
ultrahang vizsgdlattal (Ambisea AV-2100 hordozhat6 ultrahangos késziilék, 3,5 MHz-es szektor fejjel,

3. kép) ellendriztiik. A kocak fialasat kovetden az alom adatokat rogzitettiik.

Eredmények és értékelés

A kisérletben 4 fecskehasu és 6 szOke mangalica kocasiildd nemi ciklusat szinkronizéltuk. Az
allatok genitaligjanak preovuldcios iddszakban végzett ultrahangos ellendrzésekor 1 dllatndl cisztds
petefészket és méhgyulladdsra utald elvaltozast tapasztaltunk, igy kizartuk a tovabbi kisérletbol. A
szinkronizdlds eredménye megegyezett a kordbbi, mangalicdval végzett kisérletekben tapasztaltakkal
(Briissow és mtsai, 2005), bar a cisztds elvaltozds elsésorban a magasabb dézisi PMSG
(szuperovulécids) kezelések alakalméval jelentkezik nagyobb gyakorisaggal e fajtdban (Rdtky és mtsai,
2001). Az ovulécié indukciét kovetd 34. ordban laparoszkopos eljardssal juttatunk 0,5 x 10° motilis
sejtet tartalmazé termékenyitd anyagot, 5 (friss spermds csoport - F) illetve 4 (fagyasztott/felolvasztott
csoport - FF) mangalica kocasiildd mindkét méhszarvanak utero-tubdlis-junkcié szakaszdba. A
felhaszndlt ejakulatumokban motilis- és az él6-€p akroszom4ju spermiumok ardnya eltéré volt a két
csoport kozott, 80% és 75% (F) illetve 50% és 42% (FF). Az altalunk fagyasztott mangalica sperma
felolvasztas utdni mindségi paraméterei megegyeztek a modern fajtdknal korabban leirt eredményekkel
(Grossfeld és mtsai, 2008; Rath és mtsai, 2009). A termékenyitést kovetd 28. napon hasi ultrahangos
vemhességellendrzést végeztiink. A friss termékenyité anyaggal inszemindlt kocdk 80%-a (4), mig a

fagyasztott spermdval termékenyitett egyedek 50%-a (2) volt vemhes a 28. napon.
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2. kép: Laparoszkopos inszeminalas 3. kép: 28 napos vehem (3,5 MHz)
Picture 2. Laparoscopic insemination Picture 3. Day 28 of pregnancy (3.5 MHz)

A fialt kocdk szdma mindkét csoportban kevesebb volt a vemhességi diagndzishoz képest. Az elsd
csoportb6l 3 koca (60%) fialt le, normélis alomlétszammal (5-6-6 malac). A mélyhltott spermaval
tortént termékenyitésbdl 1 koca fialt a fajtara jellemzonél alacsonyabb szamu malacot (2). A F csoport
eredménye valamivel meghaladja az altalunk mangalicandl tapasztalt normél (cervikdlis) inszemindldst
kovetd vemhességi eredményeket, a fialdsi rata pedig csaknem megegyezik azzal (Egerszegi, nem
publikdlt adatok). Az FF csoport vemhességi ardnya és fialdsa a modern fajtdkndl e mdoddszer
bevezetésekor elért eredményeknek felel meg (Morcom és Dukelow, 1980; Johnson és mtsai,
1981,1982). A friss spermds termékenyitéstdl alig kiilonb6zd legijabb publikélt adatok - > 70% fialasi
ardny és >9 élve sziiletett malac/alom — joval meghaladjék sajat eredményeinket (Roca és mtsai, 2003;

Bathgate és mtsai, 2008).

Kovetkeztetések és javaslatok

Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy alacsony koncentraciéja friss termékenyitdanyagot
haszndlva a fajtara jellemz6 alomszam érhetd el egyszeri laparoszképos termékenyitéssel.
Fagyasztott/felolvasztott spermaval termékenyitve az 1 millidrd motilis sejtszdm - valdsziniisithetden a
spermiumok csokkent élethossza és sériillékenyebb sejtmembranja miatt — nem elégséges. A
fagyasztott/felolvasztott spermdval torténd termékenyitésekhez mangalica fajtdban az optimadlis

inszemindl6 dézis meghatdrozasahoz tovabbi kisérletek sziikségesek.

A vizsgdlatokat az NKTH Déri Miksa programjanak OMF B-00507/2007 keretében végeztiik. Koszonet

az Olmos és Toth Kft. munkatdrsainak a kisérletben nyijtott technikai segitségért.
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