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CHARAKTERYSTYKA ULTRASTRUKTURY SKORUPY
I WYLEGOWOSCI JAJ NANDU

Monika Wiercinska, Danuta Szczerbinska

Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie

Streszczenie. Badania prowadzono w stadzie reprodukcyjnym 5-letnich nandu (Rhea ameri-
cana). Inkubacji poddano 62 jaja pochodzace z okoto szczytowego okresu niesnosci ptakow.
W czasie klucia odnotowywano przypadki udzielania pisklgtom pomocy. Na podstawie prze-
prowadzonej analizy odpadu powylggowego wyodrgbniono trzy grupy: I skorupy jaj, z ktorych
piskleta wykluly si¢ samodzielnie, II — skorupy, z ktorych pisklgta wykluly si¢ z pomoca obstugi,
IIT — w ktorej zarodki zamarty podczas embriogenezy. Stwierdzono, ze piskl¢ta nandu wyma-
galy czgsto pomocy podczas klucia, a ich wzglgdna masa (niespetna 60%) w dniu wyklucia
ksztaltowata si¢ na niskim poziomie. Analiza ultrastruktury skorupy wykazata, ze najwigksze
brodawki wystapity w skorupach, po pisklgtach wyklutych samodzielnie. Istotnie mniejsze stwier-
dzono w grupach, w ktorych zarodki zamarty lub piskleta w czasie klucia potrzebowaly pomocy.
Stwierdzono ponadto, ze najwigksza liczba brodawek na jednostce powierzchni cechowaty sig
skorupy po pisklgtach wyklutych bez pomocy. Mozna zatem sadzi¢, ze budowa tej warstwy,
a szczegoblnie ggstos¢ brodawek, ma zwiazek z wynikami wylegow.

Stowa kluczowe: nandu, ultrastruktura skorupy, wylegowos¢

WSTEP

Wiele obserwacji dotyczacych jakosci skorupy i przebiegu wylggdéw przeprowadzono
u roznych gatunkow ptakoéw dzikich 1 uzytkowych [Ar i in. 1979; Burton i Tullett 1983;
Tullett 1984; Roberts i in. 1995; Mréoz 1998]. Dowiodly one, ze skorupa a szczegolnie jej
porowatos¢ i struktura warstwy brodawkowej spetniajg wazna rolg w embriogenezie, wa-
runkujac migdzy innymi wymiang gazowa. Niewiele tego typu badan wykonano w od-
niesieniu do ptakow znoszacych jaja o bardzo duzej masie. Jak wynika z literatury, jaja
strusi, emu, nandu i kazuarow w zwiazku ze znaczna masa maja gruba skorupg o od-
miennej strukturze wewnegtrznej, z bardzo rozbudowanym systemem poréw [Board i Tul-
lett 1975; Deeming 1995; Christensen i in. 1996]. O ile w przypadku emu i strusi mozna
znalez¢ w literaturze podstawowe informacje z tego zakresu, to w odniesieniu do nandu
i kazuarow takich danych nie znaleziono.

Adres do korespondencji — Corresponding author: dr hab. Danuta Szczerbinska, Katedra Hodowli
Ptakow Uzytkowych i Ozdobnych, Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie,
ul. Doktora Judyma 20,71-466 Szczecin, e-mail: danuta.szczerbinska@zut.edu.pl
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Nandu od niedawna na niewielka skalg utrzymywany jest systemem fermowym w roz-
nych krajach §wiata, takze i w Polsce. Co prawda liczebno$¢ stad tego gatunku jest nie-
wielka, ustepujac znacznie popularnoscia strusiom [Horbanczuk 2003]. Jednakze ze
wzgledu na dobra nie$nos¢ i duzo mniejsza masg ciala, w pordwnaniu ze strusiami w przy-
szto$ci moze okazac sig, ze chow tych ptakow stanie si¢ optacalny.

Postanowiono zatem poddac ocenie jakos¢ skorupy i wylegowos$¢ jaj tych ptakow oraz
wskaza¢ na ewentualne zalezno$ci mi¢dzy nimi.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono w prywatnej fermie utrzymujacej stado reprodukcyjne 5-let-
nich nandu (Rhea americana), sktadajace si¢ z 16 samic i 4 samcoéw. W calym okresie ob-
serwacji stado utrzymywano systemem otwartym i zywiono granulowanymi mieszankami
petnoporcjowymi o zawartosci 14% biatka ogdlnego, 9 MJ energii metabolicznej i 16%
wiokna surowego.

W czasie badan inkubowano 62 jaja pochodzace z okoto szczytowego okresu niesno-
$Sci ptakow. Zbierano je codziennie, znakowano numerami i przetrzymywano do 14 dni
w temperaturze ok. 16°C. Do wylggu przeznaczano jaja o zblizonej masie, ksztalcie oraz
odpowiednio zabarwionej, nieuszkodzonej i czystej skorupie. Przed umieszczeniem w in-
kubatorze, jaja poddano 20-minutowej dezynfekcji parami formaliny w temperaturze 24°C.
W kazdym tygodniu legow jaja wazono w celu okreslenia ubytkéw masy oraz przeswiet-
lano, eliminujac jaja niezaptodnione lub z zamarlymi zarodkami. Jaja utozono w aparacie
wylegowym poziomo i obracano automatycznie, o kat 180°, co godzing. Podczas inkuba-
cji w komorze lggowej utrzymywano temperaturg 36,4°C i 30% wilgotnosci wzgledne;.
W komorze klujnikowej temperaturg pozostawiono bez zmian, natomiast wilgotno$é
zwigkszono o 10%, a nastgpnie o 25%, gdy pierwsze piskleta nadkluty skorupe.

W czasie klucia obserwowano tempo wychodzenia pisklat ze skorupy, odnotowujac
przypadki, w ktorych potrzebna byta pomoc. Decyzja o udzieleniu jej pisklgtom na pod-
stawie badan Horbanczuka [2000] i Szczerbinskiej [2002] oraz wcze$niejszych whasnych
obserwacji podejmowana byla wtedy gdy:

— piskleta nie zdotaty nadklu¢ skorupy w ciagu 24 godzin od momentu przebicia si¢
do komory powietrznej, a jej wngtrze wyraznie ciemniato,

— piskleta nie czynity zadnych postgpow w wykluwaniu si¢ w ciagu 18-24 godzin od
nadklucia skorupy.

Pisklgta oraz pozostatosci blon ptodowych wraz z produktami przemiany materii wa-
zono bezposrednio po wykluciu. Po kazdej zakonczonej inkubacji okreslono (w %): wskaz-
nik zaptodnienia, wylggu z jaj natozonych, wylegu z jaj zaptodnionych, zamartych
zarodkow oraz pisklat kalekich i stabych. Zarodki zamarte zostaty poddane ocenie, podczas
ktorej wykonano podstawowe pomiary morfologiczne, ze zwroceniem uwagi na stan bton
ptodowych, wady utozenia, opuszenie, stopien wciagnigcia woreczka zottkowego, zrost
powlok a takze na wyglad skory i narzadow wewngtrznych, gtownie nerek, watroby i ptuc.

Acta Sci. Pol.



Charakterystyka ultrastruktury skorupy i wylegowosci jaj nandu 65

Na podstawie przeprowadzonej analizy odpadu powylegowego wydzielono trzy grupy
skorup:

— 1 — stanowity skorupy jaj, z ktorych pisklgta wykluty sig¢ samodzielnie,

— II — skorupy jaj, z ktorych piskleta wykluty si¢ z pomoca obstugi,

— III — w ktorej zarodki zamarty podczas embriogenezy.

Po zakonczeniu analizy biologicznej lggu okreslono grubos¢ skorup za pomocg $ruby
mikrometrycznej oraz ich porowato$¢ we wszystkich wyzej wymienionych grupach. Spo-
sOb oznaczania i liczenia porow wykonano metoda Tyler [1953]. Fragmenty o powierzchni
okoto 2 cm kw. z tgpej, Srodkowej i ostrej czgsci skorup, kazdej z wyzej wymienionych
trzech grup, gotowano w czasie 25 min w 5-procentowym wodorotlenku sodu. Nastgpnie
skorupy optukiwano woda destylowana i suszono w temperaturze pokojowej. Skorupy jaj
pokrywano barwnikiem od strony wewnetrznej. Porowatos¢ okreslano za pomoca mikro-
skopu stereoskopowego, przy czterokrotnym powigkszeniu, na powierzchni 0,25 cm kw.

Obserwacje ultrastruktury skorupy przeprowadzono wedtug metodyki podanej przez
Christensen i in. (1996). Do analiz przeznaczono 9 skorup (4 skorupy z I grupy, 3 z II
grupy 12 z I1I), w 2 powtorzeniach z tgpej, rownikowej oraz ostrej czgsci jaja. Fragmenty
skorup, o powierzchni ok. 2 cm kw., zanurzano w 3-procentowym aldehydzie glutarowym
na 24 godz., a nastepnie sptukiwano woda destylowang i przetrzymywano w tym samym
roztworze przez kolejne 2 godz., po czym ponownie oplukiwano. Osuszone skorupy ta-
mano na mniejsze fragmenty (okoto 0,5 cm kw.) i pokrywano stopem ztota i palladu
(AuPd40) poprzez naparowywanie prozniowe. Przygotowane w ten sposob preparaty pod-
dano obserwacji w elektronowym mikroskopie skaningowym (Jeol JSM 6100, 20 KV).
Obserwacje ultrastruktury polegaly na analizie wygladu skorupy oraz pomiardéw szero-
kosci palisad oraz wielkosci i ggstosci brodawek na jednostce powierzchni. Na podstawie
tych danych i powierzchni skorupy, obliczonej wedtug wzoru podanego przez Paganelli
iin. [1974], okre$lono rowniez catkowita liczbg brodawek w skorupach.

Po skompletowaniu danych i umieszczeniu ich w bazie programu Statistica®7.1 PL,
obliczono wartosci $rednie oraz odchylenie standardowe. Wyniki poddano jednoczynni-
kowej analizie wariancji, z zastosowaniem testu Duncana.

WYNIKI I DYSKUSJA

W trakcie wylggow stwierdzono 2 zarodki zamarte oraz 2 piskleta kalekie i stabe, co
ogotem stanowito ok. 18% jaj zaptodnionych (tab. 1). Ze wzglgdu na niewielka liczbg za-
rodkéw zamartych nie mozna byto dokona¢ analizy przebiegu zamieralnosci embrionow.
Stwierdzono jedynie, iz jeden zarodek zamart okoto 10. dnia inkubacji, a kolejny tuz przed
wykluciem (zat. 1). W dostgpnym pi$miennictwie nie natrafiono na opracowania, w kto-
rych opisano embriogenez¢ paleognatycznych. Z tego powodu, w czasie wykonywania
analizy zamartych zarodkow, nie mozna byto ustali¢ doktadnego czasu ich zamarcia, mimo
iz jest to bardzo wazne w embriopatologii. Kinder i Anthony [1996] oraz Minnaar [1998]
to jedyni autorzy, ktorych prace dotyczyly tego zagadnienia, jednakze przedstawiono
w nich tylko wybrane etapy rozwoju embrionalnego emu. Ar i Gefen [1998] oraz Hor-
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banczuk [2003] ograniczyli si¢ do poréwnania stadiow rozwojowych embriona kurzego
1 strusiego.

Biorac pod uwage wartoséci wzgledne, pomocy podczas klucia udzielono 36% pisklat
(tab. 1). Trudno wyjasni¢ tak czgsto wystepujaca potrzebg ingerencji w proces klucia, bo-
wiem w przypadku nandu w literaturze brakuje danych z tego zakresu. U strusi najbardziej
zblizong wartos¢ tego parametru stwierdzit Horbanczuk [2000]. Jednak trzeba zaznaczy¢,
ze inkubacjg¢ prowadzono w wysokiej, jak dla tego gatunku ptakow, wilgotnosci wzgled-
nej (40%). W badaniach Szczerbinskiej [2002] rowniez do$¢ czesto udzielano pisklgtom
emu pomocy przy kluciu, jednak warto$¢ tego wskaznika wahata sig, w zaleznosci od
wieku stada reprodukcyjnego, od 33,3 do 13,6%.

Tabela 1. Wyniki inkubacji
Table 1. Incubation results

Wyszczegdlnienie Wskazniki wylggowosci
Specification Hatchabiity indices
Jaja natozone — Eggs set 62

Jaja zaptodnione — Eggs fertilized

n 22

% 35,5
Zarodki zamarte — Dead embryos

n 2

% 9,1
Piskleta kalekie i stabe — Crippled and weak chicks

n 2

% 9,1

Pisklgta samodzielnie wyklute —

Chicks hatched without assistance

n 10
% 45,4
Pisklgta wyklute z pomoca obstugi —

Chicks hatched with personnel’s assistance

n 8
% 36,4
Wylegowos¢:

z jaj natozonych, %

z jaj zaptodnionych, % 29,0
Hatchability: 81,8

from set eggs, %
from fertilised eggs, %

Niski wskaznik wylegu z jaj natozonych (29,0%) byt konsekwencja duzej liczby jaj
niezaptodnionych (40 szt.). Jego wartos¢ trudno jednoznacznie oceni¢, gdyz liczba sam-
cow w zestawionym stadzie byta odpowiednia dla tego gatunku ptakow, a warunki utrzy-
mania i zywienie prawidlowe. Z kolei wylggowos¢ pisklat z jaj zaptodnionych byta bardzo
wysoka jak na ten gatunek ptakow (82%). Chang Reissig i in. [2004], analizujac cechy re-
produkcyjne nandu w kilkunastu patagonskich fermach, stwierdzili wysoka $miertelnosc¢
zarodkow (33,5%) 1 niska wylggowos¢ z jaj zaptodnionych (66%). Autorzy podkreslaja
jednak duze zréznicowanie wynikow legu migdzy poszczegolnymi fermami.
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Ubytek masy jaj to bardzo wazny element biologicznej analizy inkubacji, bgdacy mig-
dzy innymi wyznacznikiem warunkoéw termiczno-wilgotno$ciowych w aparatach wylg-
gowych (tab. 2). Analiza ubytkéw masy inkubowanych jaj wykazata, iz w poszczegodlnych
tygodniach lggu byt on zblizony (ok. 3%). Laczny ubytek masy w momencie przetozenia
ich do komory klujnkowej wyniost 16,1%. Podobne wyniki do wiasnych uzyskali Chang
Reissig i in. [2004], a takze Labaque i in. [2004], ktorzy, inkubujac jaja nandu, stwierdzili
ok. 15-procentowy ubytek ich masy.

Tabela 2. Ubytki w masie jaj podczas inkubacji (+ SD)
Table 2. Losses in egg weight during incubation (+ SD)

Tnieni Ubytek
Wyszczegdlnienie Loss
Specification

g %

1. tydzien
Week 1st 22,7+94 3,5+13
2. tydzien
Week 2nd 40,5+13,5 6,3 +£2,02
3. tydzien
Week 3rd 60,4 +18,0 9,4+27
4. tydzien
Week 4th 81,8 +24,6 12,7+3,7
Laczny ubytek w masie jaj” 10454312 16,1246

Total loss in egg weight”

* ostatnie wazenie w 35. dniu; * last weighing on day 35.

Przebieg wylegow oraz klucie pisklat scharakteryzowano w tab. 3. Okres wylggu jaj
nandu, wedtug réznych zrodel, zawiera si¢ w przedziale od 38 do 40 dni [Chang Reissing
iin. 2004; Labaque i in. 2004], co zbiezne jest z rezultatami wlasnych obserwacji (39 dni).

Z powodu duzego odsetka pisklat wymagajacych pomocy, klucie w niniejszych bada-
niach znacznie si¢ wydtuzylo i zajeto pisklgtom $rednio ponad 20 godzin. W literaturze
brakuje danych z tego zakresu w odniesieniu do nandu. Mozna dokona¢ jedynie porow-
nania z innymi ptakami paleognatycznymi. W badaniach Szczerbinskiej [2002] czas, jaki
uptynat od momentu rozpoczgcia przebijania skorupy jaja do catkowitego jej opuszczenia
przez pisklgta emu, wahat si¢ od 9 do 14 godzin. Sredni czas wykluwania sig pisklat strusi
wedlug Deeming i Ayres [1994], miescit si¢ w przedziale od ok. 12 do ponad 19 godzin.
Masa wzgledna pisklat (niespetna 60%) znacznie odbiegata od odpowiednich warto$ci
podawanych w literaturze dla innych gatunkow bezgrzebieniowcow uzytkowych [Szczer-
binska 2002; Horbanczuk 2003]. Argumentem uzasadniajacym te roznice moze by¢ duzy
ubytek masy jaj nandu w czasie inkubacji.
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Tabela 3. Ocena klucia pisklat (£ SD)
Table 3. Chick hatching evaluation (+ SD)

Wyszczegdlnienie _
Specification X

Masa jaja wylggowego, g

Hatching egg weight, g 656,4 + 88,53
Czas trwania inkubacji, dni

Duration of incubation, days 389114
Czas klucia, h

Hatching time, h 20,6 10,71
Masa pisklecia

bezwzgledna, g

wzgledna, % 390,9 + 56,76
Chick weight ’ g
absolute, g 59,6 £2,89
relative, %

Masa pozostatosci powylggowych*

bezwzgledna, g

wzgledna, % ) 39,2+ 19,16
Weight of post-hatching remnants* 5: 6L2. 1

absolute, g
relative, %

* pozostalosci bton ptodowych, produkty przemiany materii; * remnants of foetal mem-
branes and metabolism products.

Analiza grubosci skorupy wykazala jej najmniejsza wartos¢ (758 um) w grupie pisklat,
ktore wymagaty pomocy przy wykluciu. Roznita sig ona istotnie w poréwnaniu z grupa sa-
modzielnie wyklutych pisklat i z grupa zarodkéw zamartych w trakcie inkubacji jaj (tab. 4).

Gonzales i in. [1999] stwierdzili, ze zwigkszenie si¢ 0 0,2 mm grubosci skorupy w row-
nikowej czgsci jaja obniza wskazniki wylggowosci strusi o 30%. Z kolei w badaniach
Sahan i in. [2003] grubos¢ skorupy nie wptyneta na rezultaty wylggu, chociaz straty masy
jaj w czasie inkubacji byly najwigksze w jajach o cienkich skorupach. Z badan wtasnych
wynika, Zze u nandu nie wystapita prosta zaleznos¢, ze im grubsza skorupa tym trudniej-
szy proces klucia.

Pomiary wykonane w warstwie brodawkowej pozwolity stwierdzi¢, ze najwigksze bro-
dawki wystapity w skorupach, z ktorych pisklgta wykluty si¢ samodzielnie (tab. 4), istot-
nie mniejsze natomiast w grupach, w ktorych zarodki zamarty lub pisklgta w czasie klucia
potrzebowaty pomocy. W skorupach ocenianych ptakéw wykazano réwniez znaczace r6z-
nice w liczbie brodawek, w zaleznosci od ocenianej grupy. Co interesujace, najwigcej bro-
dawek o najwigkszej $rednicy stwierdzono w skorupach jaj, z ktorych pisklgta wykluty si¢
samodzielnie. Potwierdza to poglady, ze wiele wlasciwosci jaja wylegowego zalezy od
gestosci 1 uksztaltowania brodawek. Wedlug Roberts i in. [1995] nieprawidtowa budowa
brodawek powoduje utrudnienia w tworzeniu si¢ kosmoéwki omoczniowej, zaburzajac wy-
miang gazowa i doptyw sktadnikow mineralnych.

Zootechnica 9 (2) 2010
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Tabela 4. Charakterystyka grubos$ci i porowatosci skorupy jaj oraz jej warstwy brodaw-
kowej (+ SD)
Table 4. Egg shell porosity and its mammilliary layer characteristics (+ SD)

Grupa
Group
Wyszczegolnienie piskleta wyklute  piskleta wyklute
Specification samodzielnie Z pomoca zarodki zamarle
chicks hatched chicks hatched dead embryos

without assistance with assistance

Grubos¢ skorupy, pm
Eggshell thickness, um

Srednica brodawki *, um
Mammilla diameter *, pm

834,1a+23,2 757,8b + 32,7 835,4a + 52,7

146,1a £ 43,5 90,7b +22,0 108,9¢ + 38,1

. 2
;ﬁé%‘;rb;‘f)gfmﬁi g:r“;l“n‘lz 187,50+ 29.9 166.6ab + 23.0 138.9b + 28.2

Liczba brodawek
na powierzchni skorupy, szt.

Number of mammillae 65137 57 876 48253
in eggshell surface
- - >
Liczba porow, szt. na cm 51,32+ 5,6 46,1ab + 7,1 40,6b + 14,6

Number of pores per cm?

* — $rednia z dwoch pomiardw w najszerszym i najwezszym miejscu;

a, b—wartosci Srednie w wierszach oznaczone réznymi literami roznia sig istotnie (p < 0,05).
* —mean of two measurements — at the broadest and the narrowest points;

a, b — mean values in rows marked by different letters differ significantly (p < 0.05).

Najbardziej porowate okazaty sig jaja, z ktorych pisklgta wykluty si¢ bez pomocy obstugi,
jednakze istotno$¢ réznic udowodniono tylko w odniesieniu do grupy, w ktorej zarodki za-
marly w trakcie embriogenezy (tab. 4). W zwiazku z tym, iz podczas inkubacji zamarty tylko
dwa zarodki wnioskowanie winno by¢ bardzo ostrozne. Na podobne zalezno$ci wskazywali
wczesniej Burton i Tullett [1983], Christensen [1983] oraz Soliman i in. [1994] u innych
gatunkow ptakow uzytkowych. Meir 1 Ar [1996] uzyskali lepsze wskazniki wylggowosci
u gesi zwigkszajac porowato$¢ poprzez wywiercenie dodatkowych otworéw w tepej czgsci
jaja. W badaniach Sahan i in. [2003] wylggowos¢ strusi z jaj o malej liczbie porow byta
0 50% nizsza w porownaniu z jajami cechujacymi si¢ wigksza porowatoscia.

PODSUMOWANIE

Biologiczna analiza lggu pozwolita stwierdzi¢, ze wylggowos¢ pisklat z jaj zaptodnio-
nych (82%) u nandu byta wysoka. Pisklgta nandu wymagaty czgsto pomocy podczas klucia,
aich wzgledna masa (niespelna 60%) w dniu wyklucia ksztattowata si¢ na niskim poziomie.
Analiza ultrastruktury skorupy wykazata, ze najwigksze brodawki wystapily w grupie sko-
rup, z ktorych piskleta wykluty si¢ samodzielnie. Istotnie mniejsze natomiast stwierdzono
w grupach, w ktorych zarodki zamarty lub pisklgta w czasie klucia potrzebowaty pomocy.
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Stwierdzono ponadto, ze najwigksza liczba brodawek na jednostce powierzchni cechowaty
si¢ skorupy po pisklgtach wyklutych bez pomocy. Mozna zatem sadzi¢, ze budowa tej
warstwy, a szczego6lnie ggstos¢ brodawek ma zwiazek z wynikami wylggow.
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THE CHARACTERISTICS OF RHEA EGG SHELL ULTRASTRUCTURE
AND HATCHABILITY

Abstract. Examinations were carried out in a breeding flock of 5-year-old rheas (Rhea ameri-
cana). A total of 62 eggs, coming from around peak laying period, were subject to incubation. Dur-
ing hatching, there were instances of giving assistance to chicks. Based on the performed analysis
of post-hatching refuse, three groups were separated: I — egg shells of chicks hatched unassisted,
II — egg shells of chicks hatched with personnel’s assistance, III — embryos died during embryo-
genesis. The results were subject to one-way analysis of variance using applying a Duncan’s test.
It was found that rhea chicks frequently required assistance during hatching, and their relative
weight (nearly 60%) on the day of hatch reached a low level. The analysis of egg shell ultra-
structure showed that largest mammillae occurred in the egg shells after chicks hatched without
assistance. On the other hand, significantly smaller mammillae were observed in the egg shell
groups where embryos died during embryogenesis or chicks needed assistance during hatch.
Moreover, it was found that the largest number of mammillae per area unit is characteristic of the
egg shells after chicks hatched without assistance. Therefore, one may think that the structure of
this layer, in particular the density of mammillae, is related to hatching performance results.

Keys words: eggshell ultrastructure, hatchability, rhea
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