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A TYUK MESTERSEGES TERMEKENYITESEROL, MASKEPP
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PECZELY PETER — BARNA JUDIT

OSSZEFOGLALAS

A szerzdk kisérleteikben a mesterséges termékenyités, mint stresszfaktor hatasat vizsgaltak
mélyalmon tartott tojotyukokon. A hatast a tojas méretének, a tojasszik kortikoszteron-koncentra-
ciojanak és a korai embridelhalas aranyanak valtozasain kovették nyomon.

A kisérleti csoportban 14 New Hampshire tojot friss, higitott spermaval heti harom alkalommal
inszeminaltak, mig a kontroll csoportban az allatokat zavaras nélkil, természetes parzassal szapo-
ritottak 14 tojé, 2 kakas ivararanyban. A csoportokat a kisérlet megkezdese elétt 5 hétig szoktattak
az adott tartasi kérilményekhez. A mesterséges termékenyités kezdetétdl nyolc héten at gyujtotték,
meérték, majd 5 napig inkubaltak a tojasokat. Ezt kdvetoen értékelték az embriok fejlettségi statu-
szat, és mintat vettek a tojasszikbdl a kortikoszteron meghatarozasra, melyet RIA médszerrel vé-
geztek.

A mesterséges termékenyités hatasara az atlagos tojassuly egy grammal, — e csoporton belil
— az abnormalis és elhalt embriokat tartalmazo tojasok sulya 4-5 grammal emelkedett. A tojasok
sulyanak valtozasa az atméré megnovekedésével jart, ami korrelalt a tojasszik ndvekedésével.
Osszefiiggést tudtak kimutatni a nagyméretii tojasok és a rendellenes fejlédés, illetve az embrio-
mortalitas kozott. A tojasméret valtozasaival parhuzamosan szignifikdnsan emelkedett a szikbe
deponalt glukokortikoid szintje, ami az abnormalis és elhalt embriét tartalmazé tojasszikben szignifi-
kansan magasabb értéket mutatott az azonos csoportba tartozé €16, normalis fejlddésmenetet
mutato tojasokhoz képest. A mesterséges termékenyités bevezetésétdl szamitott 5. hétig, az ab-
normalis és elhalt embriét tartalmazé tojasok aranya 17-20%-ra emelkedett a kontroll 1-2%-os
értékéhez képest. A kezelés 6. hetére azonban az dsszes embrié normalis fejlédést mutatott a
kisérleti csoportban is.

Altalanos megfigyelés, hogy a ketrecben tartott és mesterségesen termékenyitett tojotyukok na-
gyobb sulyu tenyésztojast termelnek, mint a mélyalmon tartott, természetes parzasu szildpar allo-
manyok. Az eredmeények is alatamasztjak a fenti megfigyelést, emellett igazoltak, hogy a kezelés
elsé honapjaban a tojassuly valtozasaval parhuzamosan nétt tojasszikbe deponalt kortikoszteron
koncentraciéja, valamint a rendellenes fejlédésii embrié és az embrié-mortalitas. Osszefoglaloan
megallapithatd, hogy a mesterséges termékenyités ilyen gyakorisagu alkalmazasa ténylegesen
kimutathato stresszként hat az allatokra a modszer bevezetésének elsd 5 hetében, az adaptaciéhoz
6 hétre volt szikség.

SUMMARY

Széke, Zs.Ms. — Végi, B.Ms. — Varga, A. — Lennert, L.-né Ms. - Péczely, P. — Barna, J.Ms.. ABOUT
THE ARTIFICAL INSEMINATION OF HENS, IN OUTHER WAY

The aim of the study was to determine the changes in egg size, in the concentrations of corticos-
“terone in egg yolks and in the rate of embryonic death following artificial insemination (Al) as a
stressor, in domestic hen

14 hens of the experimental (Al) group were inseminated with fresh, diluted semen (300 million
spermatozoa) 3 times a week while — as a control — 14 hens and 2 cockerels were mated natu-
rally without disturbances. The birds had been adapted to the keeping conditions for 5 weeks. Dur-
ing 8 weeks after beginning of the experiment eggs were collected and weighed then incubated for
5th days. After determination of embryonic status (live, dead, developmental stages) yolk samples
were collected for analyzing of corticosterone content by RIA.

On the effect of Al the average weight of eggs increased by 1 gram, however, that at of the eggs
contained abnormal embryos by 4—5 grams. Thus, relationship could be found between the big-size
eggs and dead or abnormal embryos. Parallel with the egg-weight, artificial insemination signifi-
cantly increased the glucocorticoid level of the yolks. Moreover, in the eggs with abnormal or dead
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embryo the corticosterone level was even higher than in the eggs with normal, live embryo. In the Al
group the rate of abnormal and dead embryos increased by 15-23% on the first 5 weeks then it
decreased. On the 6-7th weeks the embryos in all eggs were live and showed normal development.

It is generally known that the weights of eggs coming from the breeds kept in cages and repro-
duced by Al are usually higher compared to naturally mating breeds kept on deep litter. This study
could support this observation, moreover, it proved that the embryonic mortality parallel with corti-
costerone level also increased in the first five weeks of the treatment. According to the study 6
weeks were needed for the adaptation of hens to the repeated Al procedure.

BEVEZETES

A tojasszikben eddig detektalt szteroidok kézll a kortikoszteron-kon-
centraciok a legalacsonyabbak (Schwabl, 1993; Hayward és Wingfield, 2004).
Kevés irodalmi adat all rendelkezésiinkre arrél, hogyan és miként transzpor-
talodik a madarakban az elstdleges gliukokortikoid, a kortikoszteron a tojas-
szikbe és az ott jelenlevé mennyiség hogyan hat az embri6 fejlédésére. Tojo-
tyukokban a tricialt-kortikoszteron injekcié beadasa utan egy nappal a legna-
gyobb radioaktivitds az albumen frakciéban és a tojasszik legkiilsé rétegében
volt kimutathato, mig a legmagasabb értéket a kezelések 4—7. napjan mérték,
de akkor mar a szik belsejében volt legmagasabb az aktivitas (Rettenbacher és
mtsai, 2005). Hayward és Wingfield (2004) vizsgalatai azt mutattak, hogy japan
furjtojokban a kortikoszteron-implantacié szignifikdnsan magasabb kortikoszte-
ron koncentraciét eredményezett a tojasszikben. lgazoltadk, hogy a vérplazma-
ban detektalt magasabb glikokortikoid koncentracié dsszefliggésben all a szik-
ben taldlhaté magasabb értékkel. A megemelkedett szik-kortikoszteron tartalom
csokkentette a kezelt csoport tojasainak kelési szazalékat, sét az ezekbdl kikeld
furjcsibék lassabban fejlddtek, mint kontroll tarsaik. Emellett a kezelés névelte a
hipothalamus-hipofizis-mellékvese tengely szenzitivitasat a kikelt fidkakban.

A sargalabu siralyban (Larus michahellis) a megemelkedett kortikoszteron
nem okozott névekedést az embrié-mortalitasban, azonban a kelési id6t meg-
hosszabbitotta. A keltetés alatt a kortikoszteronnal kezelt tojasok sulyvesztése
szignifikdnsan magasabb értéket mutatott a kontroll csoport tojasaihoz viszo-
nyitva. E két jelenség egylttesen arra utalhat, hogy a megemelkedett
glukokortikoid koncentracié lassitia az embriogenezist (Rubolini és mitsai,
2005). Az emlitett siraly fajpan a kortikoszteron injekcié csékkentette a perina-
talis (a bels6 pattogzas) korban az embridécsipogas gyakorisagat és hangerejét,
valamint gyengitette a fiokak taplalékkéré magatartasat is (Rubolini és mtsai,
2005). Az elézéekhez hasonlban, tyukfajban, az injektalt kortikoszteron retar-
dalta az embridfejlédést és csokkentette a napos csibék testsulyat (Eriksen és
mtsai, 2003). Ezzel ellentétes eredményeket kaptak Kitayski és mtsai (2001)
haromujju csillé esetében, ugyanis a szlléknek adott kortikoszteron implanta-
tum a tojasaikbol kikelé fiokak taplalékkéré magatartasat intenzivebbé tette.
Fusti fecskék tojasaba injektalt kortikoszteron cstkkentette az utédok sulygya-
rapodasat, késleltette a teljes kitollasodasukat is, azonban a fészekalj mortali-
tasa nem valtozott (Saino és mtsai, 2005).

A kortikoszteronnal injektalt tojasokban fejl6dd tyukembridk mortalitasa az
inkubacio elsd hetében volt a legmagasabb, 15%-kal kaptak magasabb értéket,
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mint a csak szezamolajjal kezelt kontroll tojasokban (Janczak és mtsai, 2005).
Lay és Wilson (2002) igazolta, hogy a kortikoszteronnal injektalt tojasokbol kike-
16 kiscsibék agresszivitasa csokkent, viszont a kezelés hatasara a kiscsibék
ember iranti félelme fokozédott (Janczak és mtsai, 2005).

Szamos munka igazolta, hogy egy adott fajon, s6t egyeden belll a tojasmé-
ret gyakran valtozik és a tojasok nagysagaval ardnyosan né azok szarazanyag-
és energia tartalma (Etches, 1995). A tojasméret 6rokiédhetdsége magas h’
érték(, habar a genetikai hattér adott, de kiilénb6z6 tartastechnologiai modsze-
rekkel befolyasolhato a tojassuly. Fontos a felnevelés alatti optimalis testsuly-
gyarapodas, a helyes takarmanyozas, h6mérséklet és a fényprogram. A tul
nagyméret(i tojasok képzédésének okai lehetnek, pl. a tulzott takarmanybevitel,
vagy az alacsony hémérséklet, mivel ekkor is fokozottabb a takarmany felvétel.
A fényprogramok kézil a megszakitott vildgitasi protokollnak vannak a tojassuly
névekedésre hato tulajdonsagai. Ugyancsak a tojas sllyanak névekedését
okozzak a felnevelés alatti rossz tartasi kériilmények, a helytelen, nem az élet-
kornak megfelelé takarmanyadagolas (Hendrix Poultry Breeders, 2004). Ezek a
tartastechnolédgiai anomaliak részben stresszorként hathatnak.

A kaliforniai foltosoldali gyikban (Uta stansburiana) a krénikusan meg-
emelkedett kortikoszteron koncentracié a tojas sllyanak szignifikans emelkedé-
sét hozta, figgetlenll a lerakott tojasok szamatol (Sinervo és DeNardo, 1996).
Madarak esetében, tokés récén figyelték meg, hogy a tojé hatara szerelt radio-
telemetrias adokészilék csokkentette a fészekalj nagysagat és emelte a tojas-
suly atlagat (Pietz és misai, 1993). Hasonlo hatasokat tapasztaltunk sajat ko-
rabbi vizsgalatainkban tékés récén (Széke és misai, 2003) és gyéngytyukon
(Biczo és mtsai, 2004), ahol a tojot ért ,handling stressz” hatdsara emelkedett a
tojassuly. Tojotyukok esetében, azonos méreti ketrecben, a létszam névelésé-
vel egyenes aranyban all a tojasok méretének névekedése (Appleby és
Hughes, 1991; Bell, 1995).

A fenti adatok arra utalnak, hogy létezik valamilyen &sszefliiggés a korti-
koszteron-koncentracio, a tojasok meérete, illetve az embridfejlédés kézott
ovipara fajokban. Jelen kisérletiinkben arra kerestik a valaszt, vajon a mester-
séges termékenyités gyakorlata tojotyuk esetében stresszhatasként jelentkezik-
e és igy, kévetkezményesen, van-e hatasa a tojassuly alakulasara, a szik korti-

ANYAG ES MODSZER
- Allatok és tartasuk

28 New Hampshire tojotyukot random két, kontroll (K) természetes parzasu
és kezelt (Al) mesterségesen termékenyitett csoportra osztottunk. Mindkét cso-
portot azonos koérilmények kozott, fulkés, mélyalmos tartastechnolégiaban, 13
oras megvilagitassalt és ad libitum takarmanyozassal tartottuk. A gyakorlatnak
megfelelden, a tartasi kérilményekhez valé adaptalédashoz, valamint a kontroll
csoportban a haremek kialakulasahoz szikséges id6t (5 het) biztositottunk a
kisérlet megkezdése el6tt. A kisérleti csoport 14 tojojat, heti harom alkalommal,
friss spermaval termékenyitettiik. Az ondogytijtést 6, ketrecben egyedileg elhe-
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lyezett kakastol, kozvetlenlil az inszeminaldsokat megel6zéen, dorso-
abdominalis masszazstechnikaval (Burrows és Quinn, 1937) végeztik. A kevert
spermat PBS-sel higitottuk és 300 millié/tojé koncentraciéban inszeminaltuk. A
viszonylag nagy mennyiségl spermium hasznalatara a lehet6 legtobb termé-
keny tojas elérése érdekében volt szilkség. A kontroll csoportban a parositas-
hoz 14 @, 2 & ivararanyt alkalmaztunk, és az allatoknak a leheté legnagyobb
nyugalmat biztositottuk.

Tojasok kezelése

Az els6 termékenyitést kdvetd 3. naptdl gyljtottik a tojasokat, jeldltik,
egyedileg mértiik, majd asztali keltetégépben, 5 napig, 37,8 °C-on inkubaltuk.
Az embriét, illetve embridkezdeményt fejlettségi allapotanak meghatarozasa
utan eltavolitottuk, majd a tojasszik-mintakat a homogenizalast kdvetdéen a szte-
roid analizisig mélyhitében, —20 °C-on taroltuk.

Embrio-vizsgalatok

A keltetés 6todik napjan végzett lampazast kdvetben azokat a tojasokat tor-
tuk fel, amelyekben normalis embriondlis fejlédés lampazassal nem volt megfi-
gyelhetd. A mintakat a kdvetkez6 csoportokba soroltuk:

— szabad szemmel terméketlen (Kosin-teszt) (Kosin, 1965),

— PD (positive development): mezoderma nélkili rendelienes fejlédés,

— BWE (blastoderm without embryo): embrié nélkili blasztoderma-fejlédés,

— D 14 (embryos died on the 1st-4th day of the incubation): 1—4. napos
korban elhalt embridk.

Az elsd kategoriabél a szabad szemmel terméketlennek tiiné csirakorongo-
kat — a tényleges terméketlenség megallapitasa céljabol — kimetszettik,
0,9%-o0s NaCl oldatba helyeztiik. Bonctiivel sztereomikroszkop alatt a csirako-
rong sejtjeit levalasztottuk a szikhartyarol, targylemezre helyeztiik, és propidium
jodiddal (PI) (P4170, Sigma) festettilk, majd fluoreszcens mikroszképpal (Leica,
500x nagyitas) vizsgaltuk. A csirakorong vizsgalata alapjan, a szemre terméket-
len csirakorongu tojasokat, valodi terméketien tojasokra és olyan termékeny
tojasokra osztottuk, amelyben az embridé koran, feltehetéen mar a petevezets-
ben elhalt (DO, embryos died in the oviduct) (Liptéi és mtsai, 2004).

Tojasszik kortikoszteron-analizisek

A tojasszikbdl a kortikoszteront (B) Radio Immuno Assay (RIA) médszerrel
hataroztunk meg. A kortikoszteron kinyeréséhez diklérmetant hasznaltunk és az
extrakcios visszanyerést 3H-kortikoszteronnal teszteltiik. Az atlagos visszanye-
rés 68,99+7,63% volt. Az analizis 2,5 mg tojassziknek megfeleld extraktumbol
tértént (Szbke és mtsai, 2005a).

’

Statisztikai analizis

A tojasszik szteroid tartalmanak osszehasonlitasahoz ANOVA analizist F-
probat, illetve a két-két kézépérték 6sszehasonlitdsahoz kétmintas t-probat
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alkalmaztunk. A tojassulyok statisztikai 6sszehasonlitasahoz is kétmintas t-pro-
bat hasznaltunk. A tojasslly és szikben mérhetd kortikoszteron ésszefuggései-
nek ellendrzésére linearis korrelacié-szamitast végeztiink (Microsoft Excel, 98).

EREDMENYEK ES MEGBESZELESEK

Az embriégenezis alakulasa a két csoportban

Az 1. 4bran az embrionalis rendellenességek (elhalt és rendellenes fejlédé-
sl embridk) aranya lathato a két csoportban. A kisérlet 1. hetében mindkét
csoportban azonosan alakul az embrionalis rendellenességek aranya. Ennek a
magyarazata egyrészt, hogy mindkét csoportban azonosak voltak a fiziologiai
alapértékek, masrészt feltehetdleg a szisztémasan megemelkedett kortikoszte-
ron koncentracié még nem jutott at a szikbe, mivel ismert, hogy a szikanyag
legnagyobb mennyisége az ovulaciot megeldzé 72 éraval épil be (Romanoff és
Romanoff, 1949). A masodik héttdl a kezelt csoportban tapasztalhatd egy eré-
telies emelkedés az 5. hétig, majd a 6—7. hétre visszatért az eredeti fiziolégias
szintre, azaz ekkorra minden embri6 él6 és normalis fejlédést mutatott. A kont-
roll csoportban ez az érték 0-2% kozott fluktualt. A stressz hatdsara megemel-
kedett embrid mortalitast alatdmasztjadk Hayward és Wingfield (2004) eredmé-
nyei, melyek szerint a kortikoszteronnal implantalt tojok utédai rosszabbul kel-
tek, mint kontroll tarsaikéi. Bicz6 és mtsai (2004) is hasonlo hatast talaltak
gyongytyukra, ahol az un. ,handling stressz” mintegy 15%-kal csékkentette a
kelési szazalékot, ugyanez tékés récében 20%-os csékkenést jelentett (Szdke
és mtsai, 2003, 2004b, 2005b).

1. 4bra: Az embrionalis rendellenességek aranya
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Fig 1. Rate of embryonic abnormalities
week(1), inseminated (Al)(2), control(3)
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Leggyakoribb rendellenesség a PD volt (1. tablazat), és hasonié eredmé-
nyeket kaptak Varga és mtsai (2005) mélyh(itétt ondéval térténd termeékenyitést
kovetden.

1. tablazat
Kilonb6z6 embrionalis rendellenesseégek (%)
Hetek(1)
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.

PD 1,78 6,34 8,83 8,6 4,35
BWE . ) 4,35
D3 1,59 2,95
D4 5,88 4,35
Torz(2) 1,59
Lassu fejlodésii(3) { 317 1,72 2,17
DO (Pl festés(4) 4,78 5,88 54 2,18
Osszesen(5) 1,78 17,47 23,54 15,72 17,4 0 0

Table 1.: Different embryonic abﬁonnalities (%)
weeks(1), abnormal(2), retarded development(3), DO (PI staining)(4), total(5)

A tojassuly valtozasai

A mesterséges termékenyités hatasara, a kezelt csoportban atlagosan egy
grammal névekedett a tojassuly a kontrolihoz képest (2. tablazat), azonban, ha
a tojasokat szétvalasztottuk élé, normal fejlédést mutatd, illetve elhalt vagy ab-
normalis embriét tartalmazé tojasokra, akkor mar nagy kilénbség adédott a
csoportok kozétt, nevezetesen az abnormalis fejlédést mutatd tojasok sulya
atlagosan 4-5 grammal emelkedett a kezelt csoportban (3. tablazat). A tojas
sulyanak névekedésével parhuzamosan nétt a tojas atmérdje, azaz csokkent a
tojasindex. Adataink szerint a tojasszik témege nétt meg, hasonléan Etfches
(1995) korabbi megallapitasaval, mely szerint a tojassuly emelkedése egyenes
aranyban all a szik névekedésével.

2. tablazat
Atlagos tojassuly az elsé 7 hétben
- Kontroll ¢soport(1) Inszeminalt Al csoport(2)
Tojassuly, g(3) 61,72+2,71(n=100) 62,99+5,06 (n=301)
Table 2.: Average weight of eggs in the first 7 weeks
control group(1), inseminated Al group(2), egg weight, g(3)
3. tablazat
A normalis embriot, illetve rendellenes vagy elhalt embriét tartalmazé
tojasok sulya az inszeminalt csoportban
Normal embridfejlédést Abnormalis és elhalt embriot
mutaté tojasok(1) tartalmazo tojasok(2)
Tojassuly, g(3) 60,33+4,69 (n=164) 65,515,19 (n=38)

Table 3.: Average weight of normal land abnormal embryo conta}ning eggs in the first 7 weeks in
the Al group -
normal embryos containing eggs(1), abnormal and dead embryos containing eyggs(2), egg weight,

a(3)



ALLATTENYESZTES ES TAKARMANYOZAS, 2006. 55. 5. 489

Korabbi vizsgalatainkban hasonld jelenséget tapasztaltunk tékés réce
(Szbke és mtsai, 2004a, 2005b) és gyongytyuk esetében (Biczé és mtsai,
2004), tehat a ,handling stressz” és a tojassuly névekedés osszefiiggésben
allnak egymassal. Ezen eredmények megerfsitik Pietz és mtsai (1993) vadka-
csakon végzett korabbi vizsgalatait is.

A tojasszik kortikoszteron tartalma -

Parhuzamosan a tojassily novekedésével, a mesterséges termékenyités,
mint handling stressz szignifikansan (t-teszt, P<0,01) megemelte a szik
glukokortikoid tartaimat. Ebben az esetben is kulénbséget talaltunk az €16 nor-
malis fejlédést mutatd és az abnormadlis fejlédésl embridt tartalmazd tojasok
kozott, hiszen az utébbi tojasokban szignifikansan (t-teszt, P=0,05) magasabb
koncentraciékat mértink (2. abra).

2. abra: A szik-kortikoszteron koncentracié alakulasa
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N.E: normal embridfejlédés(2), D.A.E: elhalt, illetve abnormalis fejlédést mutatd embrié(3)

Fig 2.: Yolk corticosterone concentrations in the control and Al groups
control(1), normal embryonic development(2), dead and abnormal developed embryos(3)

Pozitiv korrelaciét (r=0,65) talaltunk a megemelkedett tojassuly és a szikbe
deponalt kortikoszteron koncentracio kozétt (3. dbra), valamint a megemelke-
dett kortikoszteron koncentracié és az embrid-abnormalitds kézott is (2. abra).

Janczek és mtsai (2005) hasonlo eredményre jutottak tylktojasokba torténé
‘kortikoszteron-injektalassal, ami atlagosan 15-20%-kal csokkentette a kelési
sikert, és ezt az értéket dontéen a korai embrié-elhalas adta. Gyéngytyukon,
illetve tokés récén végzett korabbi sajat vizsgalatainkban, a ,handling stressz”
hatasara, a tojokban megemelkedett kortikoszteron-koncentracio megjelent a
tojasszikben is, és ezzel parhuzamosan a tojassuly is emelkedni kezdett. Ha-
sonlé eredményeket irtak le korabban a kaliforniai foltosoldali gyikra is
(Sinervo és DeNardo, 1996), azonban kanariban ezt a mechanizmust nem tud-
tak igazolni, mivel a kortikoszteron-implantalt tojok tojasainak stlyaban nem volt
statisztikailag igazolhaté valtozas (Salvante és Williams, 2003).
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3. abra: A tojassuly és szik-kortikoszteron koncentracio kozti osszefiiggés
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Fig. 3.. Correlation between the egg weight and corticosterone level in yoik
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a kortikoszteron szerepe a tojas-
méret alakulasaban, a kilénb6z6 fajokban eltérd lehet.

KOVETKEZTETESEK

Jelen vizsgalat megerésitette azokat a korabbi, killénb6zd eredményeket,
miszerint maternalis stressz hatasara a tojé képes befolyasolni a tojasszik korti-
koszteron-tartalmat, ami hatassal van a képzddb tojas tomegére, sét az in ovo
fejlédé embriora is. Jelen tanulmany igazolta, hogy a mesterséges termékenyi-
tés kezdetben kimutathaté stresszként hat a tojéra. Az adaptacios képesség
eredményeként a stressz okozta rendellenességek elmaradtak a termékenyité-
sek bevezetése utan 6 héttel, tehat a gyakori inszeminalasi procedurahoz valé
hozzaszokas kb. masfél hénapot igényelt.
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