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Abstract

Many scientists agree that phytoestrogens could have an effect on the reproduction of an
animal. The question is now why and what mechanisms that play an important role. This
paper has been focusing on the estrus behavior of gilts by use of a behavioral study. Some of
the gilts were given additional feed with the phytoestrogen genistein which commonly occurs
in the feed as a part of soybean products. Blood samples were collected and analyzed for
progesterone and estradiol concentrations. Due to few samples, possible differences in
hormonal levels between feeding groups could not be determined. The results from the
behavioral study show a clear difference (P<0.001) in vocalization rate prior to estrus between
the two feeding groups. The gilts given feed with no genistein had a higher vocalization rate
than those with genistein in the feed. This has not previously been shown for pigs. The results
of this study, and possible explanations, are discussed in relation to available literature on the
subject.

Sammanfattning

Att vixtostrogen skulle kunna paverka reproduktionen hos ett djur d4r manga forskare Gverens
om. Den stora gatan #r nu varfér och vilka mekanismer som spelar en avgorande roll. Detta
arbete har fokuserats pa gyltors brunstbeteende, med gyltorna grupperade sa att hilften av
djuren tilliggsutfodrats med vixtostrogenet genistein. Detta vixtdstrogen aterfinns bland
annat 1 sojabonan och dr av intresse eftersom sojamjol numera dr en vanlig ingrediens 1 grisars
foderstat. Parallellt med beteendestudien samlades &dven blodprover in for analys av
progesteron- och estradiolkoncentrationer. Pa grund av fa prover kunde inte nagon skillnad i
hormonnivaer mellan fodergrupperna faststillas. Resultaten visade en stor skillnad (p>0.001)
1 vokaliseringsfrekvens dagarna fore brunst. De gyltor som inte utfodrats med genisten hade
ett hogre antal vokaliseringar per dag jamfort med gyltor utfodrade med genistein. Detta har
aldrig tidigare visats hos gris. Studiens resultat och mdjliga bakomliggande forklaringar
diskuteras i jamforelse med tillgénglig litteratur inom omradet.

Introduktion

Tamgrisen (Sus scrofa) hirstammar fran vildsvinet och trots domesticering aterfinns
beteenden som forédndrats vildigt lite (Pond & Mersman, 2001). Det finns ett flertal beteenden
som anses gynna domesticering. Bland annat de sexuella signaler som fas fran djurets
héllning eller rorelse gor det ldttare for ménniskan att detektera brunsten. I det vilda lever
sogrisarna i sma familjegrupper storre delen av aret. Hanen lever ofta ensam och soker upp
den lilla familjegruppen nir det dr tid for parning. I Norden infaller parningssdsongen
vanligtvis under november och december for vildsvin (Mauget, 1982).

Niringsbehovet for en sugga varierar beroende pa var i reproduktionscykeln hon befinner sig
(Miller et al., 1991). Gyltdamnen som ska anvindas 1 avel bor utfodras med ett foder med hogt
energiinnehall for att gynna tillvixt och mognad. Da gyltan uppnatt en vikt pa cirka 80-90 kg
kan energigivan begrinsas utan att det paverkar reproduktionsformagan. Till exempel kan
cirka 2 kg av ett fullfoder innehallande 14 % majs- och sojamjol anvindas. Sojamjol
innehaller vixtostrogener fran sojabonan och dessa véxtostrogener har bland annat visats
paverka reproduktionsorganen hos gyltor genom att 6ka livmoderns vatvikt (Drane et al.,
1981).



En gylta dr konsmogen nir den visar sin forsta brunst och ovulerar vilket normalt infaller da
hon ir cirka sex-sju manader (Sjaastad et al., 2003). Vid brunst sker en ovulation dir mogna
dgg avges fran folliklar i dggstockarna. Dessa folliklar har under mognadsfasen producerat
hormonet 6strogen som inducerar hondjurets parningsvilja och forbereder kroppen for brunst.
Ostrogen paverkar djurets beteende och brunstsymtomen frin de yttre konsorganen samt har
dven en tillvixtfrimjande effekt pa slemhinnorna i konsorganen (Einarsson et al., 1987).
Ostrogen orsakar siledes det speciella beteende som benimns brunst Nir Zggen avlossats
bildar de brustna folliklarna gulkroppar som producerar progesteron vilket bidrar till
bibehéllande av den mojliga driktigheten (Sjaastad et al., 2003). En eventuell befruktning av
dggen sker i dggledaren dir dgg och spermier mots (Pond & Mersman, 2001). Vid utebliven
befruktningen utsondras prostaglandin fran livmoderslemhinnan vilket leder till att
gulkropparna tillbakabildas och didrmed sjunker progesteronproduktionen. En ombrunst sker
da hos gris efter cirka tre veckor.

Brunstcykeln dr cirka 21 dagar (18-24) och kan delas in i fyra olika faser:

Didstrus: Inga yttre tecken pa brunst vare sig beteendemassigt eller fysiskt.

Proostrus: Tecken pa kommande brunst i form av rodnad och svullnad av vulva, 6kad generell
aktivitet och hogljuddhet.

Ostrus: En topp av ovanstdende tecken fés vid full brunst vilken varar i cirka 30-48 timmar
hos en gylta och borjar ett till tva dygn fore ovulation. For en sugga kan brunsten vara mellan
48-72 timmar. Nu visas ocksa ”stareflexen” (se beskrivning nedan).

Metostrus: De yttre tecknen avtar och ovulation sker.

Fragestillningar till detta examensarbete har tagits fram som en egen del av ett storre
forskningsprojekt som pagar vid Institutionen for anatomi, fysiologi och biokemi pa Sveriges
lantbruksuniversitet (pers medd. Norrby, M.). Djur som deltagit i denna studie har dven ingatt
i det storre forskningsprojektet. Syftet var att registrera gyltors brunstbeteende samt 6strogen-
och progesteronkoncentrationer i plasma i relation till intag av véxtdstrogenet genistein.

Litteraturstudie
Beteenden och vanor

Grisen har en vilstrukturerad daglig aktivitetsrepertoar (Pond & Mersman, 2001). En vanlig
dag for en gris bestar till cirka 80 % av att sitta eller ligga ner, cirka 10 % for att dta och
resterande tid atgar till 6vriga aktiviteter. Grisar kommunicerar mycket med hjélp av ljud,
men innebdrden av alla olika vokaliseringar dr dock idag oklar.

Brunst definierades av Altmann (1941) som yttre tecken sasom svullna rodaktiga genitalier,
rastloshet och grymtningar vilka beskrivs som frekventa och typiska. Forsok visade dock att
vulva inte alltid fick en rodaktig fargskiftning vid brunst. Grisens aktivitet méttes 1 antal steg
och vid brunst dubblades denna stegfrekvens vilket tyder pa en okad aktivitet kring brunst. Pa
grund av en stor variation i slidsekretets karaktiar kunde inte nagon slutsats dras om forekomst
av cykliska variationer. Inte heller hjartfrekvensen visade nagot monster kopplat till
brunstcykeln. Under brunst minskade aggressiviteten generellt hos grisarna i form av bland
annat farre forsok att bita forsokspersonalen. Grisar av Duroc-Jersey-korsning blev ddaremot
mer aggressiva under brunst och hade tdmligen oregelbundna brunstcykler.

Enligt Signoret (1970) innefattar mekanismerna bakom det sexuella beteendet tre huvudsteg
diar de hormonella signalerna mellan fortplantningsorganen och det centrala nervsystemet



omndmns forst. Nista steg beror hjdrnans omkoppling av dessa signaler till parningsdrift och
motoriska monster kring parning. Det tredje huvudsteget bestar av den sensoriska
informationen sasom leder till sokande efter partner och identifiering av dess fysiologiska
status samt utlosning av anpassade motoriska reaktioner. Detta tredje steg studerades ndarmare
och visade pa atskilliga beteendefenomen. Det visade sig att suggan utforskar och ror sig mer
under brunst. Det fanns ingen skillnad i galtens intresse for honan vare sig gyltorna inhystes
normalt eller med en social begrinsning. Hos gyltor som fatt dggstockarna avligsnade
(ovarieektomerade) och istillet injicerats med estradiolbenzoat for att inducera brunst, sags en
tendens till att 6kad dos ledde till dkat intresse av galten. Vid brunst tar honan initiativ till
uppvaktning och soker aktivt efter galten. Observationer fran olika besittningar indikerar att
honans passiva signaler som ljud och lukt kring brunst, inte dr av samma vikt for galten som
hennes ovriga signaler, dvs. framfor allt rorelser.

Forekomst av stareflexen ir ett allmidnt vedertaget sitt att detektera hongrisar i brunst
(Signoret, 1970). Vid tryck pa ryggen star da honan stilla for att tillata bestigning och parning.
Stareflex kan som regel provoceras fram utan galtndrvaro. I ett forsok testades olika
galtstimuli pa gyltor som inte visade stareflex for forsokspersonalen. Samtliga visade da
stareflex, varav 90 % efter ljud och lukt fran galt och ytterligare 6,7 % nir de dven fick se
galten. Resterande 3,3 % av gyltorna visade stareflex nidr de utdover ovan niamnda stimuli
ocksa fick galtkontakt. Hogre dos av estradiolbenzoat injicerat i gyltor som saknade
dggstockar visade inte pa nagon okad stareflexfrekvens nér galt var franvarande i jamforelse
med de gyltor som injicerats av en lidgre dos av estradiolbenzoat. Detta visar att galtens
niarvaro har storre inverkan pa gyltans stareflexfrekvens i jamforelse med injektion av
estradiolbenzoat.

Gyltor har visats vara mer intresserade av en tom box nér de &r i brunst jamfort med innan och
efter brunst (de Jonge et al., 1994). Vid forsoket provades gyltors beteende fore, under och
efter brunst da de sldpptes individuellt i en gang med tva boxar i slutet av gangen. De tva
boxarna skildes at med hjélp av galler. I det forsta forsoket var endast en box 6ppen och tom.
Under det andra forsoket placerades en galt i ena boxen. Gyltans tid i gangen respektive i
boxen noterades. Spenderad tid i boxen 6kade under brunst bade utan och med nérvaro av galt
i angransande box. Mer tid spenderades dock i boxen da galt var ndrvarande jamfort med en
tom box. Forfattarna ndmner i sin diskussion att de dven observerade hoga vokaliseringar da
gyltan under brunst vankade intill gallret till den tomma boxen och forsokte forstora den.

Vid en studie av Dailey & McGlone (1997) avseende driktiga gyltors beteende i utomhus-
och inomhusmiljo visade det sig att de som vistas utomhus hade mer bokningsbeteende och
lag ner mindre. Diremot kunde studien inte pavisa nagra genotypskillnader mellan de
undersokta typerna; PIC Camborough-15, PIC Camborough-Blue och York x Lantras.
Pedersen et al. (1997) studerade relationen mellan stress och inhysning respektive gyltors
brunst- och parningsbeteende genom en beteendestudie. De fann skillnader mellan de tva
inhysningsgrupperna; individuell och parvis, nidr det géllde beteende. Vid brunst visade de
gyltor som inhystes individuellt en frekvensokning av bland annat intresse for
beteendeobservatoren, rastloshet, galtkontakt samt antal beteendevixlingar. De gyltor som
inhystes parvis visade dven de pa ett 6kat intresse for beteendeobservatoren och rastloshet vid
brunst. Antal beteendevixlingar och intresse for observatoren 6kade dock mer for gyltorna i
individuell box jimfort med dem som inhystes parvis. Stress mittes i denna studie genom
utdelning av elchocker. Nir gyltorna i forsoket var mellan 115-168 dagar gavs en grupp fem
korta elstotar 0-5 ganger per dag i cirka 54 dagar. Den andra gruppen fungerade som kontroll.



Behandlingen hade ingen signifikant effekt pa vare sig gyltans beteende gentemot galtstimuli,
hennes sexuella mottaglighet kring brunst eller beteendet i hemboxen.

Jensen (1995) granskade litteratur om individuell variation i beteende hos gnagare och gris.
Slutsatsen var bland annat att det finns tecken som tyder pa individuella 6verlevnadstyper hos
gnagare men de kunde inte pavisas hos gris. Han efterlyste dven behovet av mer studier pa
omradet. Spoolder er al. (1996) kunde inte heller stodja teorin om att det finns olika
beteendetyper hos gris. Gyltorna i det forsoket reagerade konsekvent pa en specifik uppgift
under ett kort tidsintervall. De beteendeskillnader som fanns mellan gyltorna kunde inte
kategoriseras. En studie av Hessing et al. (1993) visar dock att klassificering genom
forekomst av till exempel passiv eller aktiv social respons hos smagrisar kan vara mojlig.
Resultaten visade att de som kategoriserats som motstandskraftiga i ett test vokaliserade mer
dn smagrisar som kategoriserades som icke-motstandskraftiga. Motstandskraftiga var de
smagrisar som gjorde tva eller fler forsok att ta sig loss da de lades pa rygg med en ldtt hand
tryckande O6ver huvudet under en minut. De smagrisar som kategoriserades som icke-
motstandskraftiga gjorde firre dn tva forsok att ta sig loss.

Grisars radsla for minniskan har visat sig minska efter upprepad ménsklig kontakt
(Hemsworth et al., 1986). Signifikanta skillnader fanns mellan kullursprung och hur lang tid
det tog innan grisen kom inom 0,5 meter fran forsokspersonen. Diremot sags ingen effekt pa
grisens kontaktvilja vare sig forsokspersonen ropade hogt eller lagt Genom att testa 67
driktiga gyltor studerades hongrisens vokalisering i samband med maénsklig kontakt
(Marchant et al., 2001). Resultaten visade indikationer for en rad distinkta vokaliseringar.
Testet utfordes individuellt for varje gylta. Efter att gyltan acklimatiserats i tva minuter stéllde
sig en minniska pa utsatt plats i testboxen under tre minuter. Gyltans beteende och ljud
registrerades med hjélp av en videokamera. Testet visade pa en stor individuell spridning i
gyltornas reaktioner pa minniskan, trots att alla forsoksdjuren kom fran liknande bakgrund
bade genetiskt och miljomissigt. Under isoleringsperioden registrerades mest Korta
grymtningar som kan visa pa gyltans undersokningsbeteende. Gyltans vokalisering var mer
frekvent da ménniskan var niarvarande.

Progesteron

Progesteron brukar kallas driktighetsbevarande eller gulkroppshormon (Pond & Mersman,
2001) och ar det mest dokumenterade hormonet i grisens brunstcykel (Foxcroft ef al., 1982).
Syntesen av progesteron stimuleras av luteiniserande hormon (LH) fran hypofysen (Sjaastad
et al., 2003). Progesteron forhindrar ny ovulation och follikelutveckling. Utdver gulkroppar
som kdlla, bildas progesteron dven 1 binjurebark och moderkaka. Binjuren som killa gor att
det finns hos galt men plasmanivaerna ir laga.

Via en direkt effekt fran progesteron regleras sekretionen av GnRH genom bindning till
receptorer i neuroner i hypotalamus (Sjaastad et al., 2003). Genom negativ feedback paverkar
dven progesteron sekretionen av gonadotropiner (FSH och LH). Enzymer som kan omvandla
progesteron, som dr ett steroidhormon, till andra steroider saknas hos gulkroppen och
moderkakan. Steroidhormoner dr fettlosliga och darfor sker cirka 98 % av
progesterontransporten i blodet via transportproteiner som produceras och bryts ner i levern.
Dessa kan dock inte ta sig igenom cellmembranet sasom steroidhormonerna kan, och gor for
att kunna binda till intracellulira receptorer som framst dr lokaliserade till cellkédrnan.

Progesteron bidrar bland annat till stimulering av tillvixt av och sekretion fran
livmoderslemhinnan (Sjaastad et al., 2003). Sekretet innehaller specifika dmnen som ger



embryot ndring innan bildning av placenta sker. Slemhinnan tillbakabildas nir
progesteronproduktionen upphor. For att forhindra for tidig fodsel stabiliserar progesteron den
glatta muskulaturen i livmodern. Progesteron medverkar #ven till forberedelsen av
mjolksyntes och tillvidxt av juvervidvnad.

Sekretionen av progesteron faller snabbt nir gulkroppen genomgar luteolys som startas nir
livmodern utsondrar tillrdckliga méingder av prostaglandiner, PGF-2a, vilket i sin tur sker i
slutet av diostrusperioden vid avsaknad av embryon i livmodern (Sjaastad et al., 2003).
Regleringen av sekretionen av PGF-2a styrs bland annat genom det oxytocin som utsondras
fran gulkroppen. Plasmanivaerna av progesteron kan sjunka snabbt eftersom hormonet har en
kort biologisk halveringstid och progesteronnivan i plasman &r darfor vildigt 1ag kring brunst
(Pond & Mersman, 2001). Progesteronnivaerna i plasman kring brunst ligger mellan 5,7-9,3
ng/ml (Tillson & Erb, 1967). Efter ovulation dkar sedan progesteronkoncentrationen drastiskt
Under diostrus dr gulkroppen fullt utvecklad och plasmanivaerna av progesteron dr da som
hogst (Sjaastad et al., 2003). Maximalnivaerna for progesteron nas ddrmed sju till tio dagar
innan brunst och har virden pa 22,6-32,0 ng/ml (Van de Wiel ef al., 1981; Tillson & Erb
1967).

Niar Ford (1985) undersokte progesteronets funktion for stimuleringen av gyltans sexuella
mottaglighet genom att anvidnda ovarieektomerade gyltor som behandlades med
estradiolbenzoat och progesteron i olika doser. Ford tittade bland annat pa ett antal olika
bestigningssekvenser samt hur manga gyltor som visade stareflex. Progesteron visades inte
forbittra nagon av de undersokta egenskaperna. I stillet visade sig méngden estradiolbenzoat
ha betydelse genom att 6kad dos gav 6kad frekvens stareflex och bestigningar.

Ostrogen

Produktion av honans Ostrogener sker 1 &dggstocken, gulkroppen, moderkakan och
binjurebarken (Pond & Mersman, 2001). Ostrogen har ett antal funktioner relaterade till olika
aspekter av reproduktionen, bland annat genom att stimulera follikeltillvixt och att signalera
follikuldr mognad. Follikeln har receptorer for bade follikelstimulerande hormon (FSH) och
LH. Dessa hormoner paverkar enzymer som konverterar kolesterol till androgener som i sin
tur kan ombildas till 6strogener Ostrogener ar Cig-steroider, d.v.s. en molekylstruktur som
innehaller 18 kolatomer (Sjaastad et al., 2003). Det finns olika typer av Ostrogener bland
annat estradiol, estron och estriol (figur 1). Det dr framforallt estradiol som forekommer hos
ddggdjur. Den aktiva formen av estradiol kallas 17-B-estradiol. Det finns dven 17-a-estradiol
som aterfinns i hoga koncentrationer hos foster. Estron och estriol har en ldgre
Ostrogenaktivitet men har liknande molekyluppbyggnad som estradiol.

Ra

HO

Figur 1. Kemisk struktur for estradiol, estron och estriol. Modifiering fran Fransworth et al. (1975).

Estradiol reglerar sekretionen av GnRH och gonadotropiner (Sjaastad et al. 2003). Nar
estradiolkoncentrationen stiger i plasman och haller en hog niva i minst 24 timmar framkallas



dven en positiv feedback som leder till en topp av LH. Det dr denna LH-topp som leder till
ovulation. Van de Wiel et al. (1981) publicerade en artikel som bland annat beskrev hur 17-p-
estradiol hos fyra gyltor studerades grundligt under delar av brunstcykeln.
Estradiolkoncentrationernas maximalnivaer lag mellan 32.1 och 56.4 pg/ml och noterades
dagen innan brunst samt under brunstens forsta dag. Man studerade dven LH och visade att
detta hormon bdrjar stiga cirka fyra timmar innan maximalnivaerna av 17-B-estradiol naddes.
Detta anses stddja teorin att estradiol utévar en positiv feedback pa LH vid hoga
koncentrationer. Ostrogenkoncentratlonen har enligt bland andra Pond & Mersman (2001)
dven en inverkan pa driktighet och forlossning. Efter knappt tva veckors driktighet utsondras
Ostrogen fran grisembryon som gor att suggans kropp uppfattar driktigheten, s.k. *maternal
recognition of pregnancy’. Vid driktighet 6kar plasmanivaerna av ostrogen fran dag 60 fram
till forlossning. Ostrogen ingir ocksi som ett av huvudhormonerna som stimulerar
juverutveckling. Ostrogener ir steroider liksom progesteron, och dess receptorer finns bland
annat i cellkdrnan (Adams, 1989). Ostrogenreceptorer (ER) finns i tva former, ER-o. och ER-f
(Kuiper et al., 1998).

Dial et al. (1983) studerade hur varierande dos av estradiolbenozoat paverkade unga gyltor
(135-150 d). En positiv korrelation hittades mellan mingd estradiolbenzoat och brunstens
varaktighet ddr okad dos gav okat antal gyltor i brunst. Daremot sags ingen inverkan pa
brunstintervallet. Forfattarna jamforde resultaten med en studie av van de Wiel et al. (1981)
som undersokt dldre ovarieektomerade gyltor (cirka 210-270 d), dven de behandlade med
estradiolbenzoat. Vid administration av 10 pg estradiolbenzoat/kg kroppsvikt noterades
dubbelt sa hoga plasmavirden av Ostrogen hos de yngre gyltorna (Dial er al. 1983) i
jamforelse med de dldre gyltorna (van de Wiel ef al. 1981). Hos samtliga dldre gyltor (4/4)
inducerades trots det brunst efter giva av 10 pg estradiolbenzoat (van de Wiel et al. 1981)
men inte hos alla yngre gyltor (6/10, Dial et al. (1983). Skillnaderna skulle enligt Dial et al.
(1983) visa pa en variation i absorptionen och/eller metabolismen av dstrogen mellan de tva
aldrarna.

Foder — Vaxtéstrogen — Genistein

Naringsinnehallet paverkar suggan och dirmed produktionen (Miller et al., 1991). Kopplingar
mellan niringsinnehall och reproduktionskapacitet anses dock vara svart att studera da manga
andra faktorer spelar in sdsom miljofaktorer och individskillnader. Trots att mycket
information om grisens nutrition dokumenterats finns fortfarande manga luckor. Detta giller
dven interaktionen mellan néringsdmnen. Det finns ocksa studier for manga ndringsdémnen
som inte dr konsekventa. Sojabonan, i olika former, fungerar bra som foderingrediens till gris.
Det har dock visat sig ofordelaktigt att utfodra med enbart raa sojabonor vilket till exempel
har lett till reducering av daglig tillvixtokning (Crenshaw & Daniel, 1985). Sojamjdl &r
ursprungligen en biprodukt fran extraktionen av olja och korrekt processat sojamjol kan ses
som en god proteinkilla (Miller et al., 1991). Sojamjolet innehaller laga halter av kalcium,
fosfor, karoten och vitamin D samt aminosyrorna lysin och methionin.

Drane et al. (1981) studerade sojamjolets effekt pa bland annat vulvadiameter hos unga
gyltor. Forsoket pagick i 14 veckor och vid forsokets borjan var gyltorna tio veckor gamla.
Sex gyltor utfodrades med en foderstat innehéllande 20 % sojamjol. En kontrollgrupp pa sex
gyltor fick en sojafri foderstat kompenserad med fiskmjol, linfréexpeller och lysin (HCI1-
tillskott). Kroppsvikt och vulvans diameter mittes en gang i veckan. Vid jamforelse av
forsoksveckorna 6 och 11-14 visades en stor signifikant skillnad mellan de tva grupperna.
Vulvadiametern var da storre hos gyltorna som utfodrats med sojamjol. Djuren avlivades efter
forsoket och histologiska prover samt vikt pa reproduktionsorganen undersoktes. Ingen



skillnad hittades mellan de gyltor som intog sojamjol jamfort med gyltorna utan soja i
foderstaten.

Vixtostrogen finns i vissa véxter och kan orsaka en Ostrogen effekt hos djur da den kemiska
strukturen mojliggdr bindning till Ostrogenreceptorer (Adams, 1995). Vixtostrogener dr
relativt inaktiva och forsok att uppskatta ostrogenhalten &r delvis influerade av den teknik som
anvinds vid mitningarna (Adams, 1989). En ratio av vixtostrogen i forhallande till Gstrogen
har visat sig avgéra om vixtostrogenet agerar additivt eller antagonistiskt till Gstrogen
(Adams, 1989; 1995). Affiniteten till Ostrogenreceptorerna dr liagre for vixtostrogen dn for
steroida ostrogener (Adams, 1989). Steroidreceptorkomplexet omformas vilket mojliggor
bindning till DNA pa specifika platser. Detta aktiverar sedan gentranskriptionen.
Vixtostrogenkomplexet dr mer instabilt nidr det géller transformering och varaktigheten av
bindningen till DNA jamfort med steroidkomplexet. Vixtostrogener kan metaboliseras av
djuret bade innan och efter bindning till Gstrogenreceptorer Det finns en skillnad i
receptoraffinitet ddr konkurrensen om bindningsytan mellan vixtostrogener och dstradiol &r
starkare for bindning till ER &n till ERa (Kuiper et al., 1998). Vixtostrogeners formaga att
binda framforallt till ERP anses kunna trigga manga av de biologiska reaktioner som vécks av
fysiologiskt dstrogen.

Ar 1933 isolerades viixtostrogen for forsta gangen (Farnsworth e al., 1975). 1 Australien
uppdagades 1946 att kraftigt sjunkande antal lamningar berodde pa bete bestaende av
subklover (Trifolium subterraneum). Senare visades subklover innehélla isoflavonen genistein
(figur 2). Dessa fynd okade intresset for icke-steroida Ostrogena substanser. I vixter kan det
finnas tre kemiska huvudtyper av vixtostrogen som bendmns flavoner, isoflavoner och
coumestanser. Inom gruppen isoflavoner har genistein hogst bindningsaffinitet till
ostrogenreceptorer. Coumestrol har i sin tur hogre bindningsaffinitet for 6strogenreceptorer dn
genistein och dr dessutom den mest potenta bland véxtostrogener som kan finnas i
fodergrodor (Jordan, 1985; Farnsworth et al., 1975). Coumestanser agerar troligen som
fytoalexiner, vilka dr en grupp av substanser som hjidlper plantan att motsta patogener.
Isoflavoner och coumestanser utmérks genom graden av oxidation av de tre centrala
kolatomerna pa det isoflavonoida kolskelettet (Adams, 1989). Vissa av isoflavonernas fria
hydroxylgrupper anses vara viktiga for effektiv interaktion med Ostrogenreceptorer
(Farnsworth et al., 1975).

R,O 0

OH 0
OR,

Figur 2. Kemiskstruktur for genistein. Modifiering fran Fransworth et al. (1975).

Enligt en genomgang av Farnsworth et al. (1975) finns det 220 vixtsorter inom atta olika
vixtarter som innehéller isoflavonoider. Inom baljvéxter dr isoflavoner och coumestanser de
foreningar som dr mest ostrogena enligt Adams (1995). Produkter av sojabona (Glycine sp.)
kan innehalla upptill 0,25 % isoflavoner, huvudsakligen genistein, diadzein och glycetin.



Eldridge (1982) visade att 100 g avfettat mjol fran skalade sojabonor inneholl 26,7 mg
genistein. Av isoflavonerna i sojamjol bestod mer @n 50% av daidizin och genistein.
Forekomst av steroidostrogener i vixter anges for totalt 14 sorter utspridda pa atta arter,
dédribland baljvixterna lakritsrot (Glycyrrhiza glabra) och bona (Phaseolus vulgaris) och
frimst genom steroidostrogenet estron (Farnsworth et al., 1975).

Ford et al. (2006) undersokte effekten av genistein pa reproduktionsvdvnad hos ovarie-
ektomerade gyltor. Via intramuskulér injektion behandlades gyltor med genistein i varierande
dos (50, 100, 200 eller 400 mg/dag). Vid en forstudie fick man resultat som visade att ovarie-
ektomerade gyltor som injicerats med 12,5 mg och 25 mg genistein per dag inte visade
mitbara effekter pa reproduktionssystemet. Kontrollgrupper behandlades intramuskuldrt med
4 mg estradiolbenzoat eller 4 ml majsolja per dag. Behandlingsperioden varade i tio dagar
under vilka injektionerna administrerades med tolvtimmars intervaller. Genom utrdkning av
foderstaten antog forskarna att en gylta konsumerade cirka 230 g sojabonor per dag. Efter
ytterligare berdkningar visade konsumtionen pa 725 mg fytoostrogen varav cirka 7 mg
genistein och 137 mg genistin. Gyltorna avlivades efter behandlingsperioden och
reproduktionsorganen undersoktes. Ingen dos av genistein inducerade en respons sa stor som
den av 2 mg estradiolbenzoat i stimulering av vivnadstillvixt. Jimfort med kontrollen visades
livmoderns vatvikt oka fran en dos av 200 mg genistein per dag. Massvikten okade for
livmoder och livmoderhals vid 6kad dos av genistein. Genom immunohistokemisk infargning
av livmoderkortlarna visades en procentuell 6kning av progesteronreceptorer i de gyltor som
behandlats med 400 mg genistein eller 2 mg estradiolbenzoat per dag. Vid administration av
400 mg per genistein per dag visades en storleksokning av hela reproduktionsorganet (figur
3).

——

Figur 3. Nistan fordubbling av reproduktionsorganens storlek Vidiadministration av 400 mg
genistein/dag (G400) jamfort med reproduktionsorgan fran kontrollgylta utan genistein (NC) (Ford et
al., 2006). Publicerad med godkénnande fran Journal of Animal Science och medforfattaren Walter
Hurley.

Genisteins effekt pa reproduktionsprocessen hos domesticerade djur studerades in vitro av
Makarevich et al. (1997). Vid en mingd av 0,001-1 pg/ml genisteinlosning tillfort till odlade
granulosaceller fran gris okade utsondringen av tillvaxtfaktorn IGF-1. Estradiolutsondringen
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fran dggstocksfolliklar hos gris kunde stimuleras av genistein (10 pg/ml) medan samma
mingd inte gav nagon effekt pa utsondring av PGF-2a och progesteron. Nir genisteins
effekter undersoktes in vitro av Vodkova et al. (2008) avseende mognaden av dggceller hos
gris, drogs bland annat slutsatsen att en Ostrogen effekt troligen finns. Beroende pa dos (13,
40 och 80 pg/ml av medium) visades genistein kunna blockera &dggcellernas mognad.
Aggcellerna kunde aterhiimta sig efter behandlingen, dock med vissa abnormaliteter.

Material och metod
Forberedelser

Gyltorna i forsoket var av rasen Yorkshire och var cirka sju manader gamla vid forsokets
borjan. Totalt ingick tio gyltor i beteendestudien fran fem olika kullar (kull 1: nr 7 och 8, kull
2: nr 18 och 19, kull 3: nr 41, 42 och 43, kull 4: nr 58 samt kull 5: nr 992 och 994). Innan
flytten till forsoksenheten hade gyltorna fri tillgang till vatten och utfodrades med foder fritt
fran vixtostrogener tva ganger om dagen. De levde i grupp och kom fran fem olika kullar.
Gyltornas forsta brunst noterades. Nar gyltorna ndarmade sig den andra brunsten flyttades de
till forsoksanldggningen. Antal dagar till brunst och inseminering riknat fran
forflyttningsdagen skiljde mellan 5 till 17 dagar.

Pa forsoksanldggningen inhystes gyltorna i enskilda boxar om 2,9 x 1,5 m. Boxarna var
placerade i tva rader med en mittgang. Boxarna hade langsidor av trd och kortsida mot gangen
i gallerstal. Gallret mojliggjorde synkontakt mellan djuren. Den enskilda gyltan hade dven
horselkontakt med andra gyltor men begrinsade mdojligheter till noskontakt. De fick fri
tillgang pa vatten och utfodrades tva ganger om dagen med totalt 2,5 kg av ett specialfoder
som var fritt fran sojaprodukter. I boxen fanns &dven strd i form av span och halm. I samma
rum fanns ocksa tva boxar med suggor och deras smagrisar samt tva boxar med en
konsmogen galt per box. Efter gyltornas ankomst till forsoksanldggningen acklimatiserades de
genom att forsokspersonal vistades 1 boxen och utsatte dem for beréring, framst runt 6ronen,
samt utfodrade dem for hand med frukt. Frukten bestod till storsta delen av dpplen, péron,
banan och sharonfrukt. Slumpmaissigt utvalda gyltor (nr 7, 8, 18, 19, 992 och 994) fick dven
en gelatinkapsel innehallande 130 mg genistein morgon och kvéll under forsoksperioden,
vilket motsvarar 2 mg/kg kroppsvikt per dygn. Utfodring av genistein skedde nér
progesteronkoncentrationen i plasman lag under 10 ng/ml vilket var cirka 4-5 dagar fore
inseminering. Genom att trycka in kapseln i en frukt kunde kapslarna distribueras pa ett
smidigt sitt. Detta intag observerades noga for att faststilla att kapseln sidkert svalts.
Gelatinkapslarna fylldes manuellt innan forsokets borjan med hjdlp av vag, vagpapper, spatel
och glastratt.

Brunstkontroller genomfordes morgon och kvill varje dag. Kontrollen genomfordes oftast i
samband med rengoring av boxarna eller vid provtagningstillfillen. Gyltan sldpptes da ut i
mittgangen och hennes intresse for galtarna noterades. Gyltorna inseminerades ett dygn efter
start av visad stareflex.

Beteendestudien

Beteendestudien pagick i totalt 18 dagar och omfattade tio gyltor. Observationer registrerades
var sjitte minut med hjélp av ett etogram (bilaga 1 & 2). Registreringar for en enskild gylta
startade ndr hon anlidnde till forsoksanldggningen. Beteendena registrerades som
direktobservationer genom att observatoren passerade aktuella boxar eller stod pa ett sadant
sitt att beteenderegistrering for aktuellt djur var mojlig. Tiden for observationerna var klockan
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10-12 pa formiddagen och klockan 13-15 pa eftermiddagen. For att fa en mer korrekt
bedomning av enskild gris delades gyltorna in i tva grupper nir antalet djur som skulle
observeras Overskred sex individer. Ena gruppen observerades da med tre minuters
forskjutning, och observationstillfillena startades da klockan 10.03 och 13.03 f6r ena
gruppen. Ett tidtagarur som signalerade var sjitte/tredje minut anvindes. Observatoren infann
sig nagra minuter innan observationspassets start och befann sig mellan observationerna i en
tom box i slutet av stallgdngen dér foder och halm forvarades. Innan varje observationspass
startade passerade darfor observatoren alla djur.

Nir gyltorna lag eller stod med bakdelen till under observationstillfillena noterades dven
deras vulva avseende firg och svullnad genom en fyrgradig skala:

1 — normal till I&tt rosa, €] nimnvirt svullen
2 —rosafargad med tendens till svullnad

3 — morkare rosa till litt rod och svullen

4 —rod/lila och svullen

Under studiens gang fick vissa djur byta boxplats. Avlivning av samtliga gyltor, med hjilp av
bultpistol och avblodning, utférdes i en av boxarna som fanns i stallgdngen. Alla gyltor i
forsoket upplevde avlivning av minst en annan gylta genom ljud och lukt. En del gyltor hade
ocksé en viss visuell uppsikt av avlivningen och/eller bortforslingen av kadavret. Aven det
som kan kallas ’naturliga stallaktiviteter” dgde rum under vissa av observationstillfillena,
sasom rengoring och utfodring, behandling av 6vriga djur, insemination, brunstkontroll samt
forbipassering av personal.

Provtagning och insemination

For att ldttare veta nédr gyltan borjade nidrma sig brunst togs blodprover 1 jugularvenen for
analys av progesteronkoncentrationen. Proven samlades in i 10 ml EDTA-r6r behandlade med
Trasy101® (Aprotinin 10000 KIE/ml, Bayer) medan gyltan immobiliserades med hjélp av en
brems. Det uppsamlade provet forvarades i isbox och centrifugerades inom 20 minuter.
Proven centrifugerades i 20 minuter med ett varvtal pa 3000 per minut. Med hjéilp av en
glaspipett kunde sedan blodplasma overforas till tva plastror. Roren forseddes med plastkork
och placerades i frysen (-18°C). Delar av blodproven analyserades pa progesteronhalten for att
detektera fordndringar da gyltan misstinktes var pa vdg in i brunst. Forsok att sitta
permanentkateter i Orat gjordes ndr progesteronhalten i provet var lag, cirka 10 nmol/l.
Permanentkateter behovdes for att underlitta kommande provtagningar. Nir katetern skulle
sdttas fanns 1 regel fyra personer nirvarande. Ingreppet skedde i djurets box och startades med
att djuret sederades intramuskulirt med 10ml Stresnil® som innehaller den aktiva substansen
Azaperon (40 mg/ml injektionsvitska, Bayer). Efter cirka 20-30 minuter injicerades
ytterligare 5-10 ml om djuret fortfarande reagerade ndmnvirt pa beroring. Gyltans 6ron
inspekterades for att finna limplig ven. Orat rakades och rengjordes med Jodopax. En brems
anvindes ndr ingreppet utfordes da grisen inte var fullkomligt sederad. Med hjilp av ett
skalpellblad gjordes ett snitt 1 huden och katetern fordes in 1 kérlet. For att forebygga infektion
anvindes ett biologiskt klister (Vetbond fran 3M) i snittytan runt katetern. Infarten fylldes
med nigra milliliter Heparin for att forhindra koagulation. Oppningen pé katetern tejpades
fast och ytterligare tejp sattes Over for att skydda mot smuts. Man lyckades inte sitta
permanentkateter pa alla gyltor.

For de gyltor som hade permanentkateter i 6rat togs 10 ml blod morgon och kvill fram till tva
dagar efter inseminering. For att underlitta provtagningen fanns tva personer pa plats. En
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utfodrade djuret med frukt for att fa henne stilla medan den andra samlade blodprovet.
Koagulering i katetern forhindrades genom tillférsel av en heparinlosning direkt efter
provtagningen. Fran Ovriga forsoksdjur, dvs. de utan kateter, togs bara prover fran
jugularvenen for att detektera brunst genom progesteronkoncentrationen enligt féljande: Gylta
nr 8 provtogs sex dagar innan inseminering; nr 41 provtogs fran tio dagar framtill sex dagar
innan inseminering; nr 42 provtogs sjutton dagar innan inseminering och fran elva framtill
fem dagar innan inseminering forutom dag atta; nr 43 provtogs sex, fyra och tre dagar innan
inseminering samt nr 994 provtogs fran sex fram till fyra dagar innan inseminering.

Insemination genomfordes pa gyltorna cirka 12-24 timmar efter att de visat stareflex for galt.
Under inseminationen hade gyltan syn- och noskontakt med galt. For de gyltor som inte hade
kateter genomfordes en konventionell insemination dir en person inseminerade och en annan
stimulerade gyltan med hjélp av tryck och berdring. Vid inseminering av de grisar som hade
permanentkateter kriavdes sex personer. Blodprover (10 ml) togs da kontinuerligt innan/under
och efter inseminationen.

Progesteronanalys

Analys av samtliga plasmaprover utférdes igen efter djurforsokets slut, da de tidigare
progesteronanalyserna utforts vid olika tillfdllen, och delades upp pa tva dagar. Vid analysen
anvindes Coat-a-Count Progesterone kit (Siemens) vilket innehéller '*I-mirkt progesteron
som under en viss tid konkurrerar med provets progesteron om att fista pa antikroppsytan i ett
provror. Dessa antikroppar dr bundna till provrorsviggen vilket gor att man genom en
gammarédknare kan ridkna ut fraktionen av det radioaktiva progesteronet. Detta virde kan
dérefter konverteras for att fa ut métvarden for provets progesteroninnehall.

Aktuella plasmaprover tinades till rumstemperatur fore analysstart. Tva 12x75 millimeter
stora polypropylenror mérktes upp for att fungera som Total (kontroll) och NSB (non-specific
binding). Mérkning skedde dven for antikroppsbehandlade ror i samma storlek som ovan. Alla
ror mérktes upp i duplikat. 100 pl av standard och 100 pl prov pipetterades ner i respektive ror
efter att de forst omrorts av en vortexmixer. Mellan varje pipettering byttes pipettspets for att
undvika kontaminering. Fore varje ny pipettering pipetterades den vitska som redan fanns i
roret nagra ganger da progesteron har en tendens att absorberas av plast. Inom tio minuter
tillsattes 1 ml '*I progesteron till varje ror och innehallet blandades med hjilp av
vortexmixer. Roren inkuberades i vattenbad (37°C) under en timme. Efter inkubering tomdes
samtliga ror noga forutom Totalen. Roren torkades utvindigt med Kleenexpapper och sattes
sedan i en gammariknare. Resultatvirden fran gammaridknaren Overfordes till dator for
bearbetning och utskrift.

Ostrogenanalys

Analys av samtliga plasmaprover utférdes efter djurforsokets slut och delades upp i tva
omgangar pa tva dagar vardera. Forsta dagen spaddes 300 pl prov med 300 pl destillerat
vatten och forvarades sedan i kyl (2-8°C). Rutiner for pipettering utfordes enligt ovan. Dag
tva anvindes ett hogkénsligt Salivary 17-B-estradiol enzyme immunoassay kit (Salimetrics)
enligt dess instruktioner men med vissa modifikationer. Nir samtliga delar av kittet och
provlosningarna fatt rumstemperatur paborjades analysen. 600 pl fosfatbuffert tillfordes i sex
ror. Sedan pipetterades 600 pl av medfoljande estradiolstandard i ett ror. Darefter skedde en
spadningsserie med hjélp av de sex roren dédr 600 pl pipetterades och vortexmixer anvindes
innan varje spadning. Kittets medf6ljande kontrollvitskor (hog och lag koncentrat av
estradiol) spaddes vardera genom att tillsdtta 300 pl destillerat vatten till tva ror innehallande
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300 ul kontroll. 200 ul av provldsningarna, standardspddningen och kontrollerna pipetterades
ner i enskilda brunnar. Samma mingd fosfatbuffert pipetterades till fyra brunnar for att
fungera som kontroll och NSB (non-specific bindning). Alla brunnar var behandlade med
antikroppar forutom de tva NSB-brunnarna som var utbytta mot speciellt mérkta brunnar
vilka inte inneholl nagra antikroppar. Brunnarna ticktes med tillhdrande plastfilm och
inkuberades pa skak-platta (cirka 500 varv per minut) i en timme. Efter ytterligare en timmes
inkubation tillsattes 100 pl av en enzymblandning till vardera brunn. Denna blandning hade
innan inkubationens slut skapats genom att tillsdtta 15 pl enzymkonjugat till ett ror
innehallande 12 ml fosfatbuffert. Brunnarna ticktes sedan pa nytt och inkuberades pa skak-
platta (cirka 500 varv per minut) i fem minuter. Efter ytterligare inkubation i en timme och 55
minuter tvittades brunnarna med buffertlosning. Da brunnarna var tvittade pipetterades 200
ul tetramethylbenzidine 16sning i samtliga brunnar. Dérefter vintade fem minuters inkubation
pa skak-platta. Brunnarna ticktes sedan med aluminiumfolie da 25 minuters inkubation i
morker vintade. Aven lampor i laborationsrummet slicktes ner. Efter denna inkubation
pipitterades 50 pl stopvitska i alla brunnar. Brunnarna sattes sedan pa skak-plattan i tre
minuter for att invinta en fargskiftning till gul i samtliga brunnar. Skillnaden i absorbans
mellan brunnarna mittes och konverterades till analysvirden. Med hjélp av datorprogrammet
Multicalc® beriknades en standardkurva pd analysvirderna. Genom att sedan sitta in
analysvirdena mot den standarkurvan erholls brunnarnas innehall av estradiol i pg/ml.

Resultat har bearbetats statistiskt genom MIXED modell 1 SAS (Statistical Analysis System
program package, version 9.1, SAS Institute INC., Cary, NC, USA). Dir det inte framgar av
texten att resultaten bearbetats statistiskt har de genom enklare berdkningar summerats genom
dataprogrammet Microsoft Excel®.

Resultat

Gylta nr 19 visade aldrig nagon tydlig brunst och har darfor uteslutits fran
resultatberdkningarna. Resterande nio gyltor bekriftades drdktiga genom identifiering av
befruktade dgg efter avlivning. Cirka 75-80 % av totalantalet ovulerade dgg (representerade
av totalantal gulkroppar i 4ggstockarna) var befruktade.

Beteendestudien

Alla data fran beteendestudien 6verférdes till Microsoft Excel. Genom summering av
totalobservationer per dag berdknades virden av aktiviteterna gar och star till kategorin
aktivitet samt viardena av kort grymt, lang grymt, skiller och skriker till vokalisering.
Resultaten for kategorin vokalisering tyder pa skillnader mellan vissa individer (figur 4). De
gyltor som hade flest antal vokaliseringar en och tva dagar fore inseminering (id-nummer 41,
42 och 43) utfodrades alla med foder fritt fran genistein.
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Figur 4. Antal vokaliseringar per dag och gris (id-nummer; 7, 8, 18, 41, 42, 43, 58, 992 och 994) fore,
under och efter inseminering (dag 0). Id-nummer 7, 8, 18, 992 och 994 utfodrades med genistein.

Genom beridkningar i SAS sags att de individer utan genistein i dieten (id-nummer 41, 42, 43
och 58) vokaliserade mer en och tva dagar innan insemination (P<0.001) jamfort med de
grisar som utfodrades med genistein (figur 5). Gyltor som utfodrats med genistein uppvisade
farre fluktuationer i vokaliseringsantal mellan forsoksperiodens olika dagar i forhallande till
kontrollgruppen.
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Figur 5. Medelvérden av antal vokaliseringar per dag for grisar utfodrade med genistein och
kontrollgrupp fore, under och efter inseminering (dag 0) berdknat genom MIXED modell i SAS.

Kategorin aktivitet fran beteendestudien visade genom summering av virdena per dag i de
olika fodergrupperna inte nagra direkta individskillnader. Den statistiska berdkningen for
aktivitet visade inte heller nagra signifikanta skillnader mellan fodergrupper (Figur 6).
Statistisk skillnad i djurens aktivitet kunde endast observeras mellan dagar dir aktiviteten
okade niarmare brunst for bada grupperna.
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Figur 6. Medelvirdet av aktivitetsfrekvens per dag mellan grisar utfodrade med genistein (n=5) och
kontrollgrupp (n=4) fore, under och efter inseminering (dag 0). Kategorin aktivitet ér ett matt av
observationerna ”ga” och “sta”.

Vid berdkning av resultaten fran noteringarna av vulvasvullnad sags inga skillnader mellan
fodergrupper (figur 7).
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Figur 7. Noterade vulvaforandringar (1 — normal till létt rosa, ej ndmnvért svullen, 2 — rosa fargad med
tendens till svullnad, 3 — morkare rosa till ldtt rod och svullen, 4 — rod/lila och svullen) mellan grisar
utfodrade med genistein och kontrollgrupp fore, under och efter inseminering (dag 0).

Virden for svullnadsgrad noterades inte konsekvent for samtliga individer. Ovanstaende
diagram (figur 7) innehaller dérfor olika antal observationer (mellan en till atta individer per

dag).
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Hormonanalyser

Da alla gyltor inte hade permanent kateter samlades inte tillrdckligt manga prover in for att
mojliggora statistiska berékningar pa hormonella skillnader mellan fodergrupperna. Nedan
beskrivs analysresultaten fran de fyra gyltor (id-nummer 7, 18, 58 och 992) med flest
plasmaprover kring brunst. Figur 8 visar progesteronviarden (ng/ml) fran tre dagar innan
insemination (dag 0) till tva dagar efter ddr man kan se skillnader mellan dagar. Ingen skillnad
kunde dock ses mellan de grisar som utfodrats med genistein jimfort med en individ utan
genistein 1 dieten dagarna kring insemination. Generellt for samtliga individer dr att
progesteronvirdet dr lagt fore insemination (dag 0) och stiger sedan markant.
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Figur 8. Medelvérdet av progesteronvirden (ng/ml) per dag mellan grisar utfodrade med genistein (nr
7, 18 och 992) och kontroll (nr 58) fore, under och efter inseminering (dag 0).

Resultaten fran Ostradiolanalysen visar skillnader mellan dagar (figur 9). Samtliga gyltor i
analysen hade en Ostradioltopp nagon dag innan insemination (dag 0) som f6ljdes av en
kraftig sankning och dérefter laga virden.

35 +

30 4
= 25 4 \
?E:’ \ —e—nr7
_& 20 1 \ —=—nri8
% 15 4 nr 58
.3 nr 992
w 104

5 4

O L) L) X L) L) ."l/.' L]

3 2 1 0 1 2
Tid (dagar)

Figur 9. Medelvirdet av Ostradiol-17f (pg/ml) per dag mellan grisar utfodrade med genistein (nr 7, 18
och 992) och kontroll (nr 58) fore, under och efter inseminering (dag 0).
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Diskussion

Denna studie presenterar fynd som inte tidigare visats angaende paverkan av vixtostrogener
pa gyltans vokalisering fore brunst. De gyltor som inte utfodrades med genistein hade hogre
vokaliseringsfrekvens dagarna innan brunst jimfort med dem som utfodrats med genistein.
Generellt var fluktuationerna mellan de olika parametrarna i forsoket ocksa storre for gyltorna
utan genistein i foderstaten, dock ej alltid signifikanta. Flertalet studier av vixtdstrogeners
reproduktionseffekter dr utférda pa idisslare (Adams, 1989). Da kor utfodrats med en stor
mingd soja i fodret har studier visat att brunst och ovulation storts genom véxtostrogenernas
effekt pa det centrala nervsystemet (Woclawek-Potocka et al., 2005). En studie som undersokt
brunstvokalisering hos kvigor med vanlig foderstat visade att frekvensen Okade drastiskt
innan detekterbar brunst (Schon er al., 2007). Det fanns ingen koppling mellan denna
frekvensokning och djurens progesteronkoncentrationer Det senare kunde tyvirr inte
undersokas i den hir studien, pa grund av begrinsat antal blodprover.

Grisars beteende

Trots att grisar 1 hog grad kommunicerar med hjélp av ljudsignaler, dr inte inneborden av de
olika vokaliseringarna helt klarlagd (Pond & Mersman, 2001). En del beteendestudier har inte
nagot storre fokus pa vokalisering vilket har gjort det svart att hitta jamforelser med fynden i
denna studie. Det har visats att vokaliseringsfrekvensen bland unga kastrerade hangrisar kan
korreleras till deras niva av upphetsning och endokrin balansen i binjurebarken (von Borell &
Ladewig, 1992: Schrader & Todt, 1998). Nir kastrerade hangrisar utsattes for en ny miljo
Okade vokaliseringsfrekvensen av skrik/grymtningar och deras adrenalinkoncentration
(Schrader & Todt, 1998). Trots att individvariationen var stor har en Okad
vokaliseringsfrekvens i ny miljo ocksa visats oka binjurebarkens reaktivitet (von Borell &
Ladewig, 1992).

Mekanismerna bakom sexuellt beteende bestar bland annat av signaler som tas emot och
omkopplas 1 hjarnan (Signoret, 1970). Vid brunst dr det suggan/gyltan som tar initiativ till
uppvaktning och soker aktivt efter galten. Hennes vokaliseringar har dock visats spela mindre
roll for galten i jamforelse med hennes dvriga kroppssignaler. Okad vokalisering noterades dé
en brunstig gylta forsokte forcera en gallerbarriédr (de Jonge et al., 1994) vilket skulle kunna
tolkas som ett uttryck pa frustration. Gyltor har noterats vokalisera mer nir en ménniska ar
ndrvarande (Marchant et al., 2001) och inhysningsformen kan paverka grisars beteende bade
nir det géller milj6 och sillskap (Altmann, 1941; Dailey & McGlone, 1997; Pedersen et al.,
1997). De gyltor som levt enskilt har uppvisat storre intresse for ménsklig kontakt jamfort
med gyltor som var inhysta parvis (Pedersen et al, 1997). Innan beteendestudien i
foreliggande arbete paborjades var det darfor viktigt att observationspersonen vande gyltorna
vid att denne ofta gick i gangen. Den aspekten forstiarktes av en studie som visat att gyltors
rddsla for médnniskan minskar efter upprepad minsklig kontakt (Hemsworth et al., 1986).
Marchant et al. (2001) anvidnde sig av videoinspelning for att registrera ljud och
rorelsemonster fran gyltor under deras forsok. Det skulle vara en 6nskvird metod om denna
studie skulle genomforas pa nytt, eftersom direktobservationer till storre grad paverkas av den
minskliga faktorn. Videoinspelning med ljudupptagning skulle dven mojliggora studier av
vilken ljudfrekvens vokaliseringarna har.

Rodaktig, svullen vulva, rastloshet och frekventa vokaliseringar beskrevs som tecken pa
brunst redan ar 1941 (Altmann) och Signoret (1970) fann att suggor ror sig mer under
brunstperioden. Dessa beskrivningar stimmer Overens med de resultat som framkommit av
denna studie angaende svullen vulva och aktivitetsfrekvens. Vid en mitning av gyltors
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stressrespons under brunst sags ingen skillnad i hennes beteende i hemboxen eller sexuella
mottaglighet i jimforelse med en kontrollgrupp som inte utsatts for stress (Pedersen et al.,
1997). Detta skulle kunna utesluta den eventuella stressinverkan som nagon gylta kanske
upplevde i samband med forsoket. Att dock helt avskriva stressinverkan kdnns dock inte helt
korrekt. Fragan ar till exempel hur gyltorna egentligen uppfattar och reagerar fysiologiskt pa
syn-, lukt- och horselintryck fran avlivning av andra gyltor.

I denna studie observerades gyltor fran fem olika kullar. Pa grund av det laga antal individer
fran varje kull i de olika fodergrupperna kunde ingen statistisk analys goras utifran
kulltillh6righetens inverkan pé forsoket. Asikterna gir isir angdende frigan om det gér att
utskilja olika individtyper hos gris. Jensen (1995) och Spoolder et al. (1996) har inte funnit
nagon skillnad nér det giller individuella 6verlevnadstyper eller beteendetyper. Hessin et al.
(1993) har dock visat att smagrisar som kategoriserats till tva grupper reagerade liknande
inom kategorigruppen och individuella variationer i reaktioner pa minniskan har visats vara
stora enligt Marchant er al. (2001). Skillnader har till exempel registrerats relaterat till
kullursprung och ddarmed kan inverkan av de individuella skillnader som finns i detta forsok
ha haft betydelse.

Hormoner och genistein

Resultaten fran Ostradiol- och progesteronanalyserna stimmer i stort 6verens med vad som
tidigare var kint, dock med viss forskjutning. Progesteronnivaerna kring brunst var laga i
enlighet med tidigare fynd (Erb 1967; Pond & Mersmann, 2001) och visade inte nagra
koncentrationsskillnader mellan fodergrupperna. Skillnader 1 mingden Ostradiol mellan
fodergrupperna kunde inte beridknas statistiskt pa grund av lagt antal prover. Det skulle ha
varit vildigt intressant att kunna jamfora Ostradiolnivaerna i de olika fodergrupperna.
Maximalnivaer for dstradiol hos gyltor visade sig i enlighet med tidigare studier (Van de Wiel
et al., 1981) pa gyltor ligga precis fore/i borjan av brunsten, dock med viss forskjutning dar
Ostradioltoppen intriffade cirka en dag tidigare dn vad andra visat. Ovulation sker cirka tva
dygn efter brunsten startar (Pond & Mersmann, 2001). Da alla gyltor i forsoket konstaterades
driktiga kan dock inte inseminationen ha skett for sent. Forskjutningen i forsoket dr nagot
forbryllande och kan mojligen forklaras med sen brunstdetektion 1 kombination med
stresspaslag da bland annat avlivning forekom relativt frekvent under hela forsoksperioden.
Stresspaverkan &r vildigt individuellt och dess inverkan pa reproduktionen &r inte helt utredd.

Manga publicerade beteendestudier pa gris saknar foderdeklaration vilket gor det svart att
jamfora med den hir studiens resultat. De hormonvirden och beteenden som anses normala
idag kanske bygger pa resultat fran djur som fatt foder med soja i. Fodrets niringsinnehall kan
indirekt paverka reproduktionskapaciteten men anses dock vara svart att studera da manga
andra faktorer spelar in sasom miljofaktorer och individskillnader (Miller et al., 1991). Trots
att mycket information om grisens nutrition dokumenterats finns fortfarande manga luckor
och forskningsresultat for manga néringsdmnen &r inte samstimmiga. Vulvadiametern hos
gyltor har visats oka vid hog utfodring (20 %) av sojamjol jamfort med kontrollgrupp utan
sojamjol i foderstaten (Drane et al., 1981). Diaremot visade inte den studien nagon skillnad
histologiskt eller pa reproduktionsorganens vikt mellan de gyltor som utfodrats med hog andel
sojamjol och kontrollgruppen. Sojamjol innehaller vixtostrogen (bland annat isoflavonen
genistein) som kan binda till djurets Ostrogenreceptorer och orsaka en dstrogenliknande effekt
(Adams, 1995). Det &r en ratio av vixtostrogen i forhallande till dstrogen som avgoér om
vixtostrogenet agerar additivt eller antagonistiskt till ostrogen (Adams, 1989;1995). Om dessa
tva amnen da kan tdvla om samma bindningsyta bidrar det eventuellt till att médngden Gstrogen
som bildas minskar. Dirmed minskar dven de fysiologiska processer som paverkas av
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Ostrogen, utover de som sker via bindning till samma receptorer som vixtdstrogenet bundit
till. Tidigare studier har visat att 0kad dos av estradiolbenzoat Okar attraktion och antal
bestigningar av galt samt ger 6kad brunstvaraktighet (Dial er al., 1983; Ford, 1985) vilket
visar att Okad oOstrogenmingd Okar de beteenden som paverkas av Ostrogen. Den
antagonistiska balansen mellan genistein och Ostrogen skulle kunna forklara den minskade
vokaliseringsfrekvens som observerades i denna studie hos de gyltor utfodrade med genisten
da ostrogen anses ligga bakom brunstbeteendet sasom ©kad vokalisering. Detta argument
héller dock inte helt da inga andra egenskaper sasom vulvasvullnad och aktivitetsfrekvens
som ocksa setts inverkas av ostrogen inte visade pa nagon skillnad mellan fodergrupperna.

Kanske det finns en molekyldr forklaring till skillnaden i vokaliseringsfrekvens mellan
fodergrupperna da vissa av isoflavoners fria hydroxylgrupper anses vara viktiga for effektiv
interaktion med Ostrogenreceptorn (Farnsworth et al., 1975). Vixtostrogen har dock en ldgre
affinitet till 6strogenreceptorn jamfort med steroidostrogener och ir ocksa mer instabila vid
transformering och bindning till DNA (Adams, 1989;1995). Det ar forst vid en administration
av 200 mg genistein per dag som vatvikten av livmodern setts 6ka hos gyltor enligt Ford et al.
(2006). Dubbleras dosen (400 mg/dag) visas en 6kad utveckling av hela reproduktionsorganet
samt dven en procentuell okning av infargade progesteronreceptorer i livmoderkortlarna.
Dessa méngder dr mycket hogre dn de som administrerats under detta forsok. Skulle hogre
doser ha anvints under forsoket kanske fler och tydligare resultat kunnat uppnas.

Slutsats

De gyltor som utfodrats med genistein kring brunst visar pa ldgre och jimnare vokaliserings-
frekvens 1 jamforelse med gyltor utan genistein i foderstaten. Detta har tidigare inte visats och
forklaringen till dessa resultat dr enbart hypotetiska. Ostrogen anses inducera de yttre
brunstsymtomen och genistein kan verka som en antagonist till dstrogen. Fragan kvarstar
dock varfor enbart vokaliseringsfrekvensen visade pa skillnad och ingen annan av de
undersokta beteendeparametrarna om det nu &r genisteins inverkan pa dstrogen som paverkat
vokaliseringsfrekvensen. Inverkande faktorer sasom typer av dstrogenreceptorer och variation
i bindningsgrad samt paverkan av alder, slidktskap, individtyp, stress, inseminationstidpunkt
och de normalt stora fluktuationerna i dstradiolkoncentrationen under ett dygn kan diskuteras
vidare. Ytterligare studier och grundligare forsok med mer provtagning samt videoinspelning
med ljudupptagning skulle formodligen ge 6kad forstaclse av hur genistein kan inverka pa
gyltans vokaliseringsfrekvens vid brunst.
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Bilaga 2. Etogram beskrivning

Gar: Rorelse av ett eller flera ben nir grisen &r staende.

Star: Star stilla pa alla fyra benen.

Sitter: Sittande stidllning didr bakbenen vilar mot golvytan.

Ligger ner - Vilar: Ligger ned med hela kroppen med 6ppna eller delvis 6ppna 6gon

Ligger ner - Sover: Ligger ned med hela kroppen med slutna 6gon. Kan inte grisens 6gon ses
till exempel om den vilar med huvudet bort antas att den sova.

Ater foder: Ater foder eller foder rester frian foder triget eller frin den plats dir det dr synbart
att grisen dter foder rester.

Tuggar: Tuggar pa nagot fran golvet som inte kan ses som delar av fodergivan det vill siga
halm eller andra partiklar pa golvet.

Dricker: Dricker fran vatten traget eller fran vatten nippeln.

Vattennippeln: Leker med vatten nippeln pa ett sadant sitt sa att grisen far i sig lite vatten
men inte uppenbart &r trostig.

Inredning - Luktar: Nosar pa inredningen sa som viggar och galler. Golvet och golvmaterial
riknas inte som inredning.

Inredning - Tuggar: Tuggar/gnager pa inredningen sa som viggar och galler. Golvet och
golvmaterial rdknas inte som inredning.

Bokar: Nosar/luktar pa golvet och/eller flyttar golvmaterial med trynet. Skrapar med kloven
pa golvet for att fa fram nagot.

Béddar: Flyttar golvmaterial med trynet och/eller munnen sa att sma hogar bildas som kan
anses vara till for baddning. Vid osidker bedomning pa skillnad mellan boka/bdadda kommer
beteendet boka att anvindas.

Vokaliserar - Kort grymt: Kort frekvent grymt.

Vokaliserar - Lang grymt: Grymt som varar nagon sekund ldngre #n en “kort grymt” och ir
dovare i tonen.

Vokaliserar - Skéller: Liknar ett hundskall. ”Kort grymt” som &dr hogre i tonen.

Vokaliserar - Skriker: Skrikande ljud som varar olika linge beroende pa situation.

Allmént intryck: Bedomning pa grisens generella beteende under observations tid, nervos for
frimmande ljud, svullen blygd, aktiv, etcetera.

Ovrigt/Felkilla: Utrymme for notering av avvikande hindelse, ljud eller annan aktivitet runt
boxen som kan tidnkas stort grisens vanliga beteenderepertoar.
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