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OSSZEFOGLALAS i

Hazank gim-és damszarvas-allomanyanak (Cervus elaphus hippelaphus, Dama dama)
genetikai potencialja vilagszerte elismert. Ezen kivalo genetikai dallomany megdrzése a
vadvédelem, a vadgazdalkodas és vadtenyésztés szamara egyarant rendkiviil fontos. A
kutatas célja a kiilonbéz6 modszerrel mélyhiitott szarvassperma vizsgalata volt. A
termekenyitoanyagot elejtett bikak mellékheréibol nyertiik. A visszaolvasztott sperma
mindsitését Kovacs- Foote festési eljarassal vegeztiik. Eredményeink szerint, mind a
ketfazisu Tris-tojassargaju, mind az egyfazisu Triladyl higito, valamint programozhato
és kézi mélyhiitési eszkoz alkalmas a szarvassperma fagyasztva tarolasdhoz.
(Kulcsszavak: gimszarvas, ddmszarvas, génbank, spermamélyhtités)

ABSTRACT

Investigations on different methods of deer sperm cryopreservation
Sz. 'Nagy, Sz. *Harcosfalvi, A. 'Kovacs, Z. *Zomborszky

! Allattenyésztési és Takarmanyozasi Kutatéintézet, Sejtbiologiai Osztaly, Herceghalom, H-2053 Gesztenyés ut 1.
University of Kaposvar, Faculty of Animal Science, Institute of Svine and Small Animal Breeding
Department of Fish and Pet Animal Breeding, Kaposvar, H-7400 Guba Sandor u. 40.

The genetic potential of the red deer (Cervus elaphus hippelaphus) and fallow deer
(Dama dama) populations in Hungary are well known. Conserving the variability in this
excellent genetic material for game preservation and breeding is one of our most
important tasks. The aim of this study was to investigate different methods of deer sperm
cryopreservation. Sperm samples were collected from the epididymides of shot males.
The qualitative evaluation of post-thawed sperm samples performed by Kovdcs and
Foote staining procedure. As results showed, both tris-yolk and Triladyl diluters, and
both programmable and handling freezers are suitable of the deer sperm
cryopreservation. Moreover, our plan is to develop a deer frozen sperm bank.
(Keywords: deer, sperm bank, sperm cryopreservation)

BEVEZETES
Hazank gim- és damszarvas-allomanyanak genetikai potencialja vilagszerte elismert.

Ezen kivalo genetikai allomany valtozatossaganak, heterozigozitasanak megdrzése a
vadvédelem, a vadgazdalkodas és vadtenyésztés szamara egyarant fontos feladat.

'Az 1. Magyar Természetvédelmi Biologiai Konferencian (Sopron, 2002. november 14-17.)
bemutatott poszter bévitett anyaga.
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Vadélloményaink genetikai anyagénak biotechnologiai eszkozokkel valé megovasat
szorgalmazza tobbek kozott az urbanizécids infrastruktura rohamos fejlédése, amely
ohatatlanul csokkenti a vadon €16 allatok élettérét, az 0j uthalézatok hozzajarulhatnak
egyes populaciok egymastol valo végleges elszigetelddéséhez. Emellett a mezdgazdasag
szerkezetvaltdsa Ujabban szorgalmazza a vadkarok enyhitésére nagyvadjaink
létszamanak csokkentését. A kildtt bikak genetikai anyaga azonban megdrizhet6 a
mellékherébdl post mortem kinyert ondodsejtek mélyhiitve tarolasaval. Igy lehetéség
adodik a jovo szamara a mai genetikai allomany hossza tavu, biztonsagos megdrzésére
egy hazai szarvas spermabank létrehozasaval.

Magyarorszagon, a Kaposvari Egyetemen torténtek vizsgalatok a bikak halala utan
gyljtott spermiumok fagyasztdsaval kapcsolatban. 1991 szeptemberében gylijtottek
mintakat vadaszat soran elejtett 11 bika mellékheréjébdl, 2-18 oraval a kilovés utan. A
higitott és fagyasztva tarolt spermamintak felengedését kovetden a sejtek 40%-a mutatott
folyamatos mozgast, az életképes spermiumok szama pedig miiszalmanként (0,25 ml)
8,6-26,7X106 kozott valtozott. Két évvel késébb 3 gimszarvas tehenet szinkronizalas
utan ezekkel a spermamintakkal inszeminaltak, és a kimosott embriokat lefagyasztottak.
Majd Gjabb 2 év mulva a felolvasztott embriok koziil kettdt beiiltettek szinkronizalt
tehenekbe. Az egyik tehén 1996 jiniusdban egy teljesen normalis, életképes
bikaborjinak adott ¢életet. Az eredmények hozzasegitettek annak kimutatasahoz, hogy a
vadaszat soran leldtt kivalod bikaktol nyert sperma nagyon hasznos lehet a genetikai
anyag megOrzésében (Zomborszky és mtsai., 1999). Ebben a kisérletben az optimalis
tarolas feltételeinek kidolgozasa érdekében elejtett bikak mellékheréibdl post mortem
kinyert termékenyité anyag tarolhatdsagat kiilonbozd spermahigitidsi és mélyhiitési
modszerekkel vizsgaltuk a szarvas fajokra kordbban sikerrel adaptalt fénymikroszkopos
spermafestési eljarassal (Nagy és mtsai., 2001).

ANYAG ES MODSZER

A spermamintdkat dél-nyugat magyarorszagi vadaszteriileteken kilott gimszarvas és
damvad bikak mellékheréibol gyiijtottiik, az elejtéstdl szamitott 2 és 18 oran beliil.

Az elsd kisérletben (I.) kettd-ketté gimszarvas és damvad bika kétfazisa, Tris-
tojassargaja higitoval kezelt, 0,25 ml-es miiszalmaba felszivott és programozhatd
mélyhtitével fagyasztott spermamintait értékeltiik. A gimszarvas spermiumok (1. és 2.
szamu) mintavételét szeptemberben végeztiik, a mintak higitdsanak kezdete az elejtéstol
szamitott 17., illetve 2. ora volt, a damvad spermamintdkat (3. és 4. szamu)
novemberben nyertiik, a higitas kezdete az elejtést6] szamitott 2. 6ra volt (/. tablazat).

A masodik kisérletben (II.) négy gimszarvas bika, egyfazisi Triladyl higitoban
feldolgozott, 0,25 ml-ben miiszalmaba felszivott, és hungarocell dobozban, folyékony
nitrogéngdzben fagyasztott termékenyitd anyagat teszteltiik. A spermiumok vételét az 5.
és 6. szamu allatok esetében a f6 bogési id6szakban, szeptemberben, a 7. és 8. szami
allatok esetében pedig az utdbdgés idészakaban, novemberben végeztik. Az elejéstol
szamitva a higitasok kezdete az 5., a 18.,a 17. és a 14. orara esett (/. tabldzat).
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1. tablazat

A spermanyerés ideje, a mélyhiités technikai Kkivitelezése

Kisérlet ~/\ Dika Asperma- | A spermamin- | ooisc | A mélyhiités
a) sorszama, nyerés ideje | ta h1g1ta§anak médja(5) | technikaja(6)
faja(2) (hénap)(3) |kezdete (6ra)(4)
1. g{mszarvas(7) szeptember(9) 17. Kétfazist ’
I 2. gimszarvas  |szeptember 2. Tris-tojéssér- Programozhat6
* |3.damvad(8) |november(10) 2. . fagyaszto(12)
4. damvad november 2. gdja(ll)
5. gimszarvas  |szeptember 5.
I 6. gimszarvas  |szeptember 18. Egyfazisu Hungarocell
" |7.gimszarvas  |november 17. Triladyl(13) |doboz(14)
8. gimszarvas  |november 14.

Figure 1: The time of sperm collection and the method of cryopreservation

Experiment(1), No of stag and species(2), Time of sperm collection (month)(3), Begining
of sperm samples dilution (h)(4), Method of dilution(5), Method of cryopreservation(6),
Red deer(7), Fallow deer(8), September(9), November(10), Tris-yolk diluter(11),
Programable freezer(12), Triladyl diluter(13), Handling freezer(14)

Az €16, ép akroszomaju ondosejtek felolvasztas utani aranyat, mintanként 200-200 sejtet
szamolva, Kovdcs és Foote (1992) festési modszerével értékeltik Nagy és mtsai. (1999)
alapjan (1., 2. abra).

1. abra

Gimszarvas spermiumok (Kovacs-Foote festés)

A: Ep feji és farki membran (él8 sejt), ép akroszoma (Living cell intact head and tail
membrane and acrosome); B: E1§ sejt, reaktalt akroszoma (Living cell with acrosome);
C: Elhalt sejt, hidnyz6 akroszoma (Dead cell with loose acrosome); D: Ep feji, sériilt
farki membran (immotilis sejt), ép akroszoma (Intact head and acrosome with damaged
tail); E: Sériilt feji membran (elhalt sejt), fellazult akroszoma (Dead cell with damaged
head, and acrosome)

Figure 1: Red deer spermatozoa with Kovacs and Foote staining procedure
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2. abra

Damszarvas spermiumok (Kovacs-Foote festés)

A: Ep feji és farki membran (é16 sejt), ép akroszoma (Living cell intact head and tail
membrane and acrosome); B: Ep feji, sérilt farki membradn (immotilis sejt), ép
akroszoma (Intact head and acrosome with damaged tail)

Figure 2: Fallow deer spermatozoa with Kovaca and Foote staining procedure
EREDMENY ES ERTEKELES

Az ép feji és farki plazmamembrannal és ép akroszomaval rendelkezé ondosejtek aranya

az elso6 kisérletben a két gimszarvas bika (1. és 2. szamu) esetében 18,5%, illetve 40,5%,

a két damvad bika (3. és 4. szamu) esetében 36,0%, illetve 39,0% volt. A masodik

kisérletben a négy gimszarvas bika (5.- 8. szamu) esetében ez az arany 43,5%, 36,0%,

28,5%, illetve 16,8% volt (3. dbra).

3. abra

Az €16, ép akroszémaji onddsejtek aranya az 1.-8. szami spermamintaban
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Figure 1: Ratio of living cells with intact acrosome in the sperm samples (1-8)

Experiments(1)
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KOVETKEZTETESEK

Eredményeink szerint mind a kétfazisu Tris-tojassargaja (1-4. szdmu minta), mind az
egyfazisu Triladyl higité (5-8. szd&mu minta) alkalmas a szarvasbikdk spermdjanak
higitasara.

Az automata késziilékkel végzett, programozott fagyasztds mellett, egyszer(i
hungarocell dobozban nitrogéngdzben végzett mélyhiités is alkalmazhato a genetikai
anyag tartositasahoz.

A vizsgalt mintdk tobbsége megkozelitette, illetve el is érte a mélyhiitott
szarvasmarha bikasperma forgalmazhatésagara vonatkozd szabvany (39/1994. FM-
rendelet) 40% €16 onddsejtet eldird kiiszobértékét.

A gyengébb, 30% alatti eredmények a kilovés és mintavétel kozott eltelt hossza
id6vel (1. szam minta), illetve az utdobdgés szakban valdé mintavételezéssel (7. és 8.
szdmu mintak) magyarazhatok.

A feldolgozas/mélyhiités optimalis feltételeinek kidolgozésa érdekében a kisérletek
folytatasat tervezziik.
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