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1. Bevezetés és célkituzések

Az 6shonos magyar haszonallatok génmegorzése kiemelten fontos feladat. Ezeknek a fajtdknak
nemcsak kulturalis és torténelmi jelentdsége van, hanem hozzajarulnak a biologiai sokféleség
megorzéséhez ¢és fenntartdsdhoz. Tobb évszazadon at alkalmazkodtak a kornyezeti
feltételekhez, és tulajdonsagaikban hordozzék az éseikre jellemzd adaptacidkat.

A génmegdrzes segitséget nyujt abban, hogy a gazdasagi haszonallat fajok esetében az 6shonos
allatfajokat fenntartsuk és eredeti forméajukban megdrizziik. Ezen allatfajok a magyar kulturalis
orokség részét képezik, a magyar agrarkultiraban, allattenyésztésben hagyomanyuk van. A
génmegOrzés biztositja a jovO generdciok szdmara a fajtdk genetikai erdforrasait, alapot
jelenthet a késébbi fajtak kialakitasdhoz. LehetOségiink van arra is, hogy a fajtadk genetikai
tulajdonsagait feltarjuk és az agrarium fenntarthato fejlodése érdekében ezeket az ismereteket
felhasznaljuk.

A juhtenyésztés a torténelem soran jelentds szerepet toltott be az ember életében. A 21.
szazadban egyre inkabb felértékelddik a juhok jelentdsége. A juhtej kevesebb kazeint tartalmaz,
mint a tehéntej, ezért kevésbé valoszini, hogy allergiat okoz. Emellett kalciumtartalma magas
(183 mg/100ml), nagy mennyiségii értékes zsirsavat, konjugalt linolsavat tartalmaz. A juhtejbol
nemcsak ¢élelmiszer célu termékeket lehet késziteni (sajt, turd stb.), hanem kozmetikai
termékeket is (szappanok, krémek). A juhhus magas fehérje tartalommal rendelkezik,
emellett jelentds a vas, cink, B-vitamin tartalma.

A juhtenyésztés hozzajarul a fenntarthaté agrarium gyakorlatdhoz. A juhok legeltetése segiti a
talaj mindségének megdrzését, a ndvényi biodiverzitas fenntartasat. A juhtragya a talaj
tapanyagellatasaban is elényos tulajdonsadgokkal bir.

Az 6shonos magyar allatfajtdk génmegdrzésének tamogatasara létrehozott ,,Védett dshonos és
a veszélyeztetett mezdgazdasagi allatfajtdk genetikai allomanyénak ex situ vagy in vitro
megOrzése” kormanyzati palyazat keretén beliil 2014 6szén indult 3 éves génmegdrzési projekt
a NAIK Allattenyésztési, Takarméanyozasi és Husipari Kutatointézetben a Magyar Juh- és
Kecsketenyésztok Szovetségével egylittmitkodésben (MJKSZ), melynek soran dshonos magyar
juhfajtak (hortobagyi racka, cikta, cigaja, tejeld cigdja) tenyészkosaitol sperma fagyasztas és
spermabank 1étrehozasa tortént. A betarolt, mélyhtitott sperma, mint genetikai rezerv a jovében
alapot adhat tenyésztési eljarasoknak, illetve a veszélyeztetett fajok fenntartasdnak a
biztositéka.

A Dbetarolt ondomintdk jovobeli felhasznalhatésdga szempontjdbdl fontos azok

mindségellendrzése, a kosspermak intra- és interindividualis variabilitdsdnak a meghatarozasa.



A dolgozat célja, hogy harom 6shonos magyar juhfajta (cigaja, cikta és racka) esetében a
génbankban mélyhiitve tarolt kosspermak vizsgalata alapjan értékelje a felolvasztast kovetden
az ondd mindségét. A vizsgalatok célja tovabba, hogy felmérje, a tenyész szezonon beliil vett

ondominték €s a szezonon kiviil vett mintak kozott milyen kiilonbségek vannak.

A tanulmany soran az alabbi kérdésekre kerestiik a valasz:

crer

(10%ml), 6sszes spermiumszam/ejakuldtum, tdmegmozgasat és szubjektiv motilitast (%)
tekintve? A tenyész szezon soran vett ondd és a szezonon kiviil vett minta kdzott van-e

szignifikans kiilonbség?

2. kérdés A levett ondomintdkbol a mintdk hany szazalékat lehetett fagyasztani fajtdnkként,
illetve tenyész szezonban és szezonon kiviil szignifikans eltérések voltak-e? A betéarolas

mértéke a génbankba hogyan alakult fajtankként és a tenyész szezont tekintve?

3. kérdés Milyen hatassal van a fajta és a szezon a sperma mindségi paramétereire az
egyedenként 3 kiilonb6zd idopontban fagyasztott, majd felolvasztott és értékelt reprezentativ

ondomintak alapjan?



2. Szakirodalmi attekintés

2.1. A géntartalékok megorzésének jelentosége és modszerei

A génmegOrzés a genetikai eréforrasok biztonsagos védelmét foglalja magaba. A fajok és fajtak
megOrzése €s fenntartdsanak segitségével lehet megdrizni a biodiverzitast. A biodiverzitas az
¢lovilag sokszinliségét és genetikai valtozatossagat jelenti. Tobb nemzetkdzi egyezmény is
rogziti, hogy a kultirnévények ¢€s a haszonallatok genetikai tartalékait meg kell 6rizni. Ilyen
egyezmény a Biologiai Sokféleség Egyezmény (1995). Ennek az egyezménynek héarom
célkitlizése van: a biologiai sokféleség megorzése, a bioldgiai sokféleség komponenseinek
fenntarthat6 hasznalata, valamint a genetikai er6forrasok hasznositdsdbol szarmazo eldnyok
igazsagos ¢s meéltanyos elosztasa, ebbe beletartozik a hozzaférhetdség, a vonatkozd
technoldgiak megfeleld dtadasa és a pénzeszkozok biztositasa (1995. évi LXXXI. térvény).

A génmegOrzés jelentésége mellett kulturalis és szakmai érvek is szolnak. Kulturalis érv, hogy
sok fajta esztétikai értéket hordoz magéban, a néprajztudomany szervesen kapcsolddik a régi
fajtakhoz, ezzel egyiitt a turizmus is ki tudja ezt hasznalni. Emellett a haziallatokat az ember
szelektalta, ezért emberi munka eredményeként értékelhetd. A tdjvédelemben és
természetvédelemben is jelentds szerepet kapnak ezek a fajtak, hiszen olyan teriileteken lehet
legeltetni, ahol mas héziallat fajt nem érdemes tartani. A legeltetéssel a ndvényzet fejlodését,
egészséges gyepteriiletet lehet kialakitani. Szakmai szempontbol a génmeg0rzés azért fontos,
mert a marginalis teriileteket lehet hasznositani. A humén igények kielégitésére is alapanyag, a
modern tarsadalom igényli a kiilonleges termékeket (bio, organikus termékek). Az 6shonos
allatok a keresztezési rendszerekbe is beilleszthetdek, ellenallo képességiiket fel lehet hasznalni
mas fajtak kialakitasadban. A nemesitéskor génforrasok, eldnyos tulajdonsagaik az j fajtdkban
kititkzhetnek (Bodo, 2002).

Magyarorszagon kiemelten fontos az Oshonos éllatok megdrzése. A hazai védett dshonos
allatfajtak genetikai fenntartdsarol a Foldmiivelésiigyi és Vidékfejlesztési Minisztérium (FVM)
(93/2008 (VII. 24.)) rendelet intézkedik. A juhok esetében ez a hortobagyi (magyar) racka, a
gyimesi racka, a tejeld cigdja, a cigdja és a cikta (Bodo 2002, FVM rendelet (( 93/2008 (VIL
24.)).

A génmegodrzésnek alapvetden két formdja van: az in situ és az ex situ in vitro génmegdrzes.

Az ex situ génmeg0rzési modszeren beliil van in vitro és in vivo génmegOrzés is.



2.1.1. In situ génmegorzés

Magyarorszagi in situ juhallomany megtalalhatdé a Hortobagyi Nemzeti Parkban, ahol a
hortobagyi racka (fekete, fehér) in situ génmegdrzése folyik. a Duna-Drava Nemzeti Parkban a
cikta juh in situ tenyésztését végzik. Az in situ génmegorzés folyaméan a fajta kialakulasakor
jellemzd, eredeti tartasi, takarmanyozasi és szelekcios feltételek vannak biztositva. Ebben az
esetben az Okologiai rendszerek, természetes ¢€lohelyek védelme ¢és a fajok éEletképes
populécidinak fenntartdsa természetes kornyezetiikben torténik. Ennek a génmegOrzési
modszernek az a feladata, hogy megdrizze a populaciot és lehetdvé tegye a tovabbi evolucios
folyamatok kialakuldsat, alkalmazkodasat a kornyezetéhez. A kornyezeti stresszre adott
reakcioként segiti a szelektiv és az adaptiv folyamatokat. Ezeken a teriileteken olyan genetikai
tulajdonsagokat lehet megdrizni, melyeket még nem rogzitettek ex situ géntartalékokban. In
situ génmegOrzEsi modszer a rezervatumok, nagy gazdasagok, tenyészetek 1étrehozasa, ahol a
human hatasok vagy valtoztatdsok a minimalisra csokkenthetéek (Bodo, 2002).

A moédszernek szamos elényds tulajdonsaga van. A genetikai terheltséggel rendelkezé allatok
kiszlirhetéek, az éallomany szakmai értékelését folyamatosan és azonnal lehet értékelni.
Hatranya, hogy az aranylag kistermetli populdcidknal a rokontenyésztés és a szelekcid miatt
allélveszteség, genetikai drift alakulhat ki. Ezen kiviil az allomanyt természeti csapds, jarvany,
betegség karosithatja (Bodo, 2002).

Az in situ megdrzés egy dinamikusan fejlédé folyamatnak tekinthetd, amely lehetdvé teszi a
genetikai sokféleség fenntartasat és a faj kdrnyezethez valé alkalmazkodasat (Managing Global

Genetic Resources, 1993).

2.1.2. Ex situ génmegorzés

Az ex situ in vivo génmegOrzeési modszerben a tenyészallat nevelésében €s tenyésztéseben a
fajta kialakulasakor jellemz6 eredeti tartasi, takarmanyozasi ¢és szelekcios feltételektdl eltérd,
intenziv allattartasra jellemz6 technologidk és miivi eljarasokat alkalmaznak (97/2008 (VIIL.24.)
FVM rendelet). Az ex situ génmegdrzésnek tobbféle modszere 1étezik. Az in vitro, a genetikai
anyag mélyhlitott szaporitd6 anyagként torténd tarolasdval szemben az in vivo olyan
mesterségesen létrehozott teriileten fenntartott allomany, ahol az éllat az eredeti kdrnyezetéhez
hasonl6, de nem azonos teriileten €1, mint példaul allatkertek, farm.

Az in vitro tarolas soran a szaporitdéanyagot laboratoriumi koriilmények kozott taroljak. A
tarolas torténhet haploid sejtekkel, (spermium, petesejt). A jelenlegi technologia lehetéveé teszi

a diploid sejtek, példaul embriok, szomatikus sejtkultarak mélyhiitott tarolasat. (Bodo, 2002).



Az ex situ eljarés elénye, hogy a géneket tobb szaz éven keresztiil lehet fenntartani ugy, hogy.
az eltarolt genetikai anyag nem karosodik €s nincs veszteség, a megfeleld fenntartési
kornyezetben. Nemzetkozi kapcsolatokon keresztiil el lehet juttatni mas laboratoriumba is, ahol
felolvasztva tudjak hasznositani. A moddszer hatranya, hogy a technologiai feltételek nem
teljesen kidolgozottak minden allatfajtara, a génbankok fenntartasa koltséges. A masik nagy
hatranya, hogy a késdbbiekben nem lehet tudni, hogy az adott fajta ellendlld lesz-e az uj
koérokozokkal szemben. Az ex situ eljaras a jovOben tobb lehetdséget kindl a génmegdrzési

projektek szélesebb korli hasznalatara. (Bodo, 2002).

2.2. A juhtenyésztés jelentosége

A juhtenyésztés a vilagban egyre nagyobb szerepet kap. A juhnak négy 6 terméke van: a hus,
a tej, a gyapju és a boér. A mediterraneum, mérsékelt égovi teriileteken a husaért tenyésztik,
azonban nem elhanyagolhatd a tejtermelése sem. Bar a juhhustermelés a vilagban egyre
novekszik, az dllomany ardnya egyre inkdbb csokken a vilagban és az Eurdpai Union beliil is
az elmult évtizedekhez képest. A nemzetkdzi juhallomany ndvekszik, ugyanis az Eurdpai
Union kiviili orszdgokban a juhallomanyok létszama ndvekszik. Azonban a hisagazatban

csokken a juhhus iranti kereslet (www.agriculturel.ec.europa.eu, 2021).

A juhtenyésztés orszagonként és nemzetenkeént is eltérd. A juhhus fogyasztas a vallasi szokasok
miatt eltérfaz egyes orszagokban. A kulturdlis és a taplalkozési szokasok szintén hatdssal
vannak a juhdllomany alakuldséra, hiszen az aktualis taplalkozasi trendek miatt egyes huisokat
eldnyben részesitenek a vasarlok (Hollo, 2012).

Mint minden allatfajnal, a juhoknal is keresettebbek azon fajtak, amelyek minél nagyobb
teljesitménytiek, €s amellett, hogy a fogyasztok szdmdra megfeleldé mindségiliek, elegendd
mennyiséget is lehet beldliik eldallitani. Eldtérbe keriiltek azok a fajtak, amelyeknek jobb
takarmanyértékesités mellett kevesebb i1d6 kell a termék eldallitdsdhoz. Az uj fajtak
kialakitasahoz azonban nélkiilozhetetlenek azok a genetikai adottsagok, amelyeket egy régi
fajta hordoz magaban, mint példaul az ellenalld képesség, tliroképesség. A juhagazatban is
egyre inkabb alkalmazott technika a mesterséges termékenyités és az asszisztalt reprodukcids
technologiak (ART) (Mihok 2002). Ezekkel a technologiakkal befolyéasolni lehet a szaporulatot

¢s egységesiteni lehet az egyes termelési ciklusokat.


http://www.agriculturel.ec.europa.eu/

2.2.3. Magyarorszag jelenlegi juhallomanya

Magyarorszagon jelenleg 887012 a teljes juhallomany, ebbdl az anyajuhok szama 693,3 ezer
(KSH 2022) (1. abra). Az elmult évtizedekben Magyarorszag juh allomanyanak mérete
csOkkend tendenciat mutat. Az els6 nagyobb csokkenés 1990-ben, a rendszervaltas utan tortént.
A masodik 2004-ben, amikor Magyarorszag csatlakozott az Eur6pai Unidhoz. A juhhus ara
ezzel szemben novekszik. Magyarorszagon nem jelentds a juhhus fogyasztasa, évente egy atlag
magyar allampolgar csak 0,2 kilogramm juhhust fogyaszt (KSH, 2022).

Jelenleg 8 hazai és 13 kiilfoldi fajta tenyésztése folyik Magyarorszagon (Demeter, 2002). A
hazai fajtak koziil a legjelentdsebb a magyar merino, a szapora merino, a cikta, a hortobagyi
racka, a gyimesi racka, a cigdja és a tejeld cigdja. A kiilfoldi fajtdk hushasznt fajtai kozé
tartozika suffolk, a dorper, a német hlismerin6, a német feketefejii meriné, a textel, az ile de
france ¢s a charollais. Tejeld tipusu kiilfoldi fajta a brit tejeld, az awassi és a keletfriz juh
(Demeter, 2002).

Magyarorszag teriilete kivald adottsagokkal rendelkezik ahhoz, hogy ndvelje a juhallomanyt.
Az alacsony termoképességl legelokon az Oshonos juhfajtdkat lehet legeltetni, extenziv
tartdsmoddal. A legeltetéssel az alfoldi szikesek és sztyeppék biodiverzitasa is fenntarthatd,
illetve megeldzhetdk a gyomosodasi és bokrosodasi folyamatok. A fogyasztokkal meg kell
ismertetni a juhoktol szarmazé egyéb termékeket, mint példaul a tejet, sajtokat, tirokat valamint
a gyapjut és az abbol késziilt termékeket. Jelenleg a magyar juhtartok jelentds része kiilfoldre
(leginkabb Olaszorszagba) exportalja a baranyokat. Ezt javitva a hazai piacot kell kiszolgalni

¢s novelni az itthoni juhhts fogyasztast (Szabd és mtsai., 2002).

1. abra Magyarorszag juhallomanya 2014-2022

(Forras: www.agraragazat.hu, 2023)
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2.3. Oshonos magyar juhfajtak

Magyarorszagon az Oshonos juh fajtacsoportba a kovetkezd fajtak tartoznak: alfoldi suta racka
juh, cigéja juh, cikta juh, gyimesi racka juh, hortobagyi racka (fekete és fehér valtozatban) juh,
sargafejii berke juh, tejeld cigija juh. Az Oshonos magyar juhfajtdk ex situ in vitro

génmegOrzésének harom legfontosabb fajtaja a hortobagyi racka, a cikta juh és a cigdja juh.

2.3.1. Hortobagyi racka juh (fekete, fehér valtozat)

A racka fajtakornek hegyvidéki és alfoldi valtozatdt 1. kép Hortobagyi racka

lehet elkiiloniteni. Az alfoldi vagy a hortobagyi racka  (Forras: sajdt fénykép)
e Sl Bl

]

jellegzetessége a ,,v’alakban felalld6 podrott szarva,

.
ik

mely valdsziniileg mutacié kovetkezménye, am mint |
fajtajelleg fennmaradt. (1. kép) A hortobagyi racka
eredetérél megoszlanak a vélemények. Hanké (1937)
szerint a fajta Mezopotamidban alakulhatott ki mintegy

6000 évvel ezeldtt, majd dseinkkel egyiitt érkezett a

Karpat-medencébe. Ezzel ellentétben a kordbban
magyar juhnak nevezett fajtar6l Matolcsi (1975) azt allitja, hogy a torok uralom alatt kertilhetett
hazankba. A rackdnak fekete és fehér szinvaltozatat ismerjiik, a két szinvaltozatot egymastol
fiiggetlentil, tisztan tartjak fent. A fekte és fehér egyedek parosodasa tarka baranyok sziiletését
eredményezné¢ (Gaspardy, 2011). Gyakrabban taldlkozhatunk a fehér szinvaltozattal.
Egyediilallo fajtabélyeg a ,,V”- alakban felallo csigas szarv, melyet mindkét ivar visel. A fej
finom, kozepes nagysagu, az agykoponya a szarvcsap alatt széles, de rostralisan keskenyedd
format mutat. A fiilek mérete kicsi, nyugalomban a fej oldalan vizszintesen, izgalomban pedig
felfelé iranyulnak. A torzs szikar, a hat éles és keskeny, a labak izmoltsdga finom, de nagyon
szilard. Csontozatuk jol fejlett, a far kissé er0sebb, a kosok mérete joval nagyobb, testtdmegiik
atlagosan 60-70 kg-os. Ezzel szemben az anyak testtomege mindossze 40-45 kg. A fekete
szinvéltozati egyedek gyapja fiatalkorban szénfekete, mely iddsebb korban Gsziilhet
(darusodik), a gyapju hossza 25-30 cm hosszu. A fej illetve a 1ab szdrzete a testhez simul,
rovid, fényes fekete szinli. A szarvak, kormok, illetve az ajkak szine sotét palasziirke. A fehér
szinvaltozat gyapjufiirtjei tobb mint 30 cm hossztiak sargasbarna szintiek. A pofa és a 1ab rovid,

fényes, sargasbarna szorrel fedett, a gyapju szine sargasbarna (Dunka, 2000).



2.3.2. Cikta juh

A fajta leginkdbb a svdb nemzetiséghez kotddik, és hazdnkba a betelepitések soran érkezd
németajku lakossag hozta be. Elsésorban Tolndban és Baranyaban tenyésztették. A korabeli
irasok a fajtat német, dél-német parlagi juhnak, német 2. kép Cikta juh
birkénak, tolna-baranyai svéb juhnak nevezi (Hanko,

(Forras: www. mjksz.hu 2023)

1954). Az els6 pontos hazai fajtaleirds 1940-bdl
Schandl Jozseftdl-t6]l szarmazik, aki tolna-baranyai
svab juhnak nevezi a ciktat. Schandl munkéja nagyon
hasonlit a Bohm altal bemutatott napjainkra kihalt
Zaupelschaf német parlagi fajta leirdsara (Baranyai és

mtsai., 2017). (2. kép)

A fajtajelleg pontos leirasat 2012-ben fogadta el a £ 5
Magyar Juh- ¢és Kecsketenyészté  Szovetség .
kiildottkozgytilése, miszerint a cikta a legkisebb méretli shonos juhfajta. A testmagassaguk 60
cm koriili. A kosok testtomege 45-60 kg az anyaké pedig 30-45 kg kozott valtozik. A kosok
altalaban szarvaltak, de el6fordulnak szarvtalan egyedek is. A csigas szarvat viseld kosoknal
kivanatos tulajdonsag, hogy az elsé fordulat a halantéktdl 1,5 cm tavolsagra legyen. Az
anyaknal ritkdbb a szarvaltsag el6fordulasa. A fej ardnyosan kicsi, fényld rovid fehér szinii
szorrel fedett, a szem vonaldig gyapjaval bendtt, az orrhat a kosoknal dombort az anyéknal
egyenes. A fiil vizszintesen hordott, hegyes €s keskeny. A labak a gyapjas testhez viszonyitva
Osztovérek, fehér szorrel fedettek. A torzson a bor pigmentmentes, vékony ¢€s rugalmas, a
gyapju szine fehér, hossza elérheti a 20 cm-t. Elénk vérmérsékletii, szilaj természetii parlagi

fajta (www.mjksz.hu fajtaleiras).

2.3.3. Cigaja
Magyarorszagra a XVIII. szazadban keriilt be. A fajta 3. kep Cigaja jun
szarmazasi  helyét Brehm  (1903) Kis-Azsia, (Forrds: www.nbgk.hu 2023)

pontosabban a mai Irdn, Ryder (1983) pedig
Torokorszag teriiletére helyezi. Hazankban a 18.
szazadban jelent meg a fajta. Elséként Erdélyben
honosodott meg, ahol a cigaja részben felvaltotta a
durva gyapjas curkant. Az 1. vildghdborut kovetden
nydjaink nagyrésze az elcsatolt teriileteken maradt

(Gaspardy ¢és mtsai.,, 2001). A mai Magyarorszag
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terliletén a racka, valamint merind juhok mindig nagyobb szdmban fordultak eld, igy a cigdja
soha nem valt vezet6 fajtava (Kukovics és Javor, 2001). (3. kép)

Az anydk és kosok egyarant lehetnek szarvaltak vagy sutdk. A kosok szarva masfél
kanyarulatos csigas, mig az anyaké kicsi félhold alaku. Fejiik fekete, illetve sotétbarna, fiiliik
vizszintes allasu, kozepesen hossza. Labaik fekete szorrel fedettek, torzsiikhoz képest rovidek,
azonban rendkiviil erés csontozatiak és mérsékelten izmoltak. Fehér flirtdsszerkezetli gyapjuk
lefedi a nyakat, a fej felsé részét, valamint a torzset. A fiatal allatok szine sargasbarna,
sOtétbarna, homoksziirke, mely a kor elére haladtaval kivilagosodik (Gaspardy €s Safar, 2014).
Nagyon jo alkalmazkodo képességii, hdrmas hasznositasu fajta, gyapja a rackaétol finomabb.
A tejeld cigaja juhfajtat Bacs-Kiskun varmegyében tenyésztették ki. Edzett, élelmes és ellenallo
fajta. A laktacios tejtermelése 100-200 kg kdzott van. A fej kozépnagy, a nyak kevésbé izmolt,
a mellkas lapos. A fiilek lelégdak és hossziak. Az anyak szarvatlanok, azonban a kosok
szarvaltak ¢és sutak is lehetnek. Jellemzo a kosoknal a kosorr, a dombort orrhat és homlok. A
bor pigmentalt, a nyelv és a sz4j sziirkés. A bunda fehér, fiirtos, és csak a nyakat és torzset fedi
be. Sok esetben fekete, sziirkés, barnas szalak talalhatoak benne. A baranyok feketén sziiletnek,

egy 1d6 utan kifehérednek (www.mjksz.hu 2023).

2.4. A spermium morfologiaja
A spermatogenezis a spremiumok kialakuldsdnak folyamata, amely sordn sejtosztodas és
sejtdifferenciadlodas torténik. A spermatognezis a herék kanyarulatos csatornacskaiban
jatszodik le. A spermatogenezis a kosok esetében 49 nap. Az onddsejtek a mellékherében 11-
14 nap alatt haladnak végig (Mucsi, 2010).
A spermiumok morfologidjukat tekintve harom részre oszthatdak: fej, nyak, kozépdarab és

farok. (2.4bra)
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2. abra A spermium felépitése

(Forras: Kovdcs és munkatarsa., 1973)

1. sejthartya

2. citoplazma

3. afejsapka (galea capitis) kiilsé fala
4

4. firege
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. magharnya
8. sejtmag
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Az spermium sejtek egészét kiviilrdl teljesen vékony sejthartya boritja. A fej eliilsé részén
talalhat6 az akroszéma, ami egy lizoszoma fajta . Az akroszéma a Golgi-késziilékbdl alakul ki,
¢s mint egy sapka huzodik végig a fej eliilsé részén. Maga az akroszoéma fibrillumokbol tevédik
0ssze, amit kiviilrdl a sejthartya, beliilrdl a szubakroszomalis rész hatarol. A szubakroszomalis
rész van 0sszekottetésben a maghartyaval. Az akroszoma a fej kdozepénél végzddik, ahol kénben
igen gazdag (4%-os), ezért oldhatosaga alacsony. A membran rugalmassagat a cisztein (11,4%)
biztositja (Kovacs ¢és mtsai., 1973). Az akroszoma emellett tartalmaz enizmeket is
(hialuronidédz, akrozin), amelyek az akroszoma reakci6 alatt felszabadulnak €s hatdsukra a
petesejt burka felreped. Igy tudja a spermium bejuttatni az 6rokitéanyagat a petesejtbe (Becze,
1983).

A spermium nyaki részi a bazalis lemez, a centridlumok, rostkotegek. Ezeket veszi korbe a
nyaklemez és a mitokondridlis hiively. A nyaktdl nem kiiloniil el teljesen a kdzéprész, amely a
belsd és kiilsé rostos hiivelyekbdl, valamint a mitokondrialis, citoplazmahiivelybdl ¢és a
sejthartyabol épiil fel. A sejtmag és a nyak kozott taldlhatd a posztnukledris sapka. A nyak
(collum) kapcsolja 0ssze a fejet a farokkal, tigy, hogy a fejjel csukloszerii elmozduléasra képes
kapcsolatot képez. Ezen a részen talalhaté a mozgas kdzponti szerve a centriolum, ahonnan
kiindul a farok tengelyfonala. Az 6sszek6t6 kozépdarab (pars conjuctionis) tengelyfonala kortil
vékony plazmahiively, rostos hiively és mitokondrium spirdl helyezkedik el. A farok

(flagellum) vazat a kilenc mikrotubularis dupletbdl és két centralis mikrotubulusbdl allo
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tengelyfonal és az Oket koriilvevd spiralis rostos hiively alkotja. A spermiumok a
tengelyfonalak aktiv 6sszehuzodasdval mozognak (Kovacs, 2006; Bakonyi €s mtsai., 2003).

A farok kozéprésze biztositja az ondosejt mozgasahoz sziikséges feltételeket. A farok forészét
két centralis tengelyfonal és rostos hiively alkotja, melyet a spiralis hiively boritja, ami azonban
a végdarabra mar nem terjed ki. A farok legvégét két szabad filamentum alkotja, amiket
citoplazma ¢és sejthartya borit (Kovacs és mtsai., 1973; Becze, 1983).

A spermatogenezis soran fellépd zavarok miatt a spermiumoknal kialakulhatnak elsddleges
(primer) karosodasok. Primer kdrosodaskor a him nemi szervekben torténik zavar, ezért sokszor
a fej és a kozéprész rendellenes. Szekunder karosodas a mellékherében torténd athaladas és
tarolas soran, illetve a sperma feldolgozasakor kovetkezhet be. Ekkor a spermiumok jellegzetes
szekunder morfologiai hibai a levalt fej és a farokrész visszahajlasa. A disztalis plazmacsepp
magas aranya arra utal, a spermium mellékherei érési folyamat zavartsdgara, a jarulékos nem

crer

kovetkeztetni. Ezek a morfoldgiai defektusok befolyasoljak a sperma fertilitasat (Pécsi, 2007).

2.5. Az ondo osszetétele

Az ond6 az ondoplazmabol és alakos elemekbdl all. Az onddplazmat a jarulékos nemi mirigyek
termelik. A szeminalis plazmat a here, mellékhere, onddholyag, prosztata, onddvezetd
ampullaris mirigyei, Cowper-féle mirigy €s a huigycso Litter-féle mirigyei termelik. Ennek 80-
90%-a viz, szarazanyagtartalma 10-20%. Ezeknek a mirigyeknek a valadékai tartalmaznak
albuminokat és globulinokat, amelyek kialakitjak a plazma ozmozisos nyomat, a pH-értéket. A
fehérjék leginkabb a feji rész membranjaban kotddnek, mert segitségiikkel kovetkezik be a
fertilizacio, és a motilitas fenntartasaban is nagy szerepet kapnak (Maxwell és mtsai., 1994).
Az onddplazma nagy mennyiségben tartalmaz aminosavakat. 50%-a glutaminsav, amelynek
egy része fehérjéhez kotott, masik része huigysav, karbamid és ammonium forméjaban vannak
jelen. A vércukorbdl szintetizalodik a fruktdz, amely 2-5 mg/mL mennyiségben taldlhaté meg.
Ezen kiviil foszfatazok, gliikozidaz, transzaminéaz, dehidrogenaz, ATP-4sz, hiauronidaz segiti a
spermiumok anyagcseréjét.

Vitaminok koziil tartalmaz aszkorbinsavat, inozitot, riboflavint. Lipoidok koziil lecitint,
koleszterint, diglicerideket, triglicerideket. A szerves savakbdl tejsavat, acetatot, piruvatot,
citratot és szukcinatot. Kationok koziil a legjelentésebbek a natrium, kélium, kalcium és
magnzium kationok. Anionok koziil a legfontosabbak a citratok, bikarbonatok, és a foszfatok

(Asadpour, 2012; Kovacs €s mtsa., 1973).
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Az alakos elemek f6 tomegét a spermiumok adjak. Az onddsejtek mellett tartalmazhat
fehérvérsejteket (leukocitdkat, limphocitakat), csirahamsejteket, magvas hamsejteket (Cseh,
2005).

A kosok egy ejakulacioval 0,5-2 ml mennyiségli spermat iiritenek, amelynek 14,8%-o0s a

szarazanyagtartalma, kémhatasa 5,9-7,3 pH értéke van (Horvath, 1983).

2.6. Az ondo gyiijtése

Az sperma gytjtése torténhet ivarzo jerke, fantom, valamint elektroejakulator hasznélataval. A
fantommal vagy jerkével torténd spermagyijtéshez mihiivelyt hasznalnak. A mihively egy
kettds fal cs6, amelynek kiilsd fala mtianyag és lagy gumival van kibélelve. Az eszkoz két fala
kozotti teriiletet hasznalat eldtt 40-42 C°-os vizzel kell feltdlteni, hogy biztositsuk a megfeleld
hémérsékletet a spermavételhez. A mihiivelyhez tartozik egy gumiharang, amelynek végébe a
spermagyiijté edényt kell illeszteni, majd a toltényilason keresztiil fesziilésig kell fujni a
duplafalt csovet.

Egyes kosok nem vagy csak nagyon nehezen szoktathatok a fantomra. Ilyen esetben érdemes
ivarzd jerkére ugratni a kost. A jerkét kalodaba fogjuk, a felugré kos a mihiively érintését
kovetden egy lokéssel lemagzik. A kosok érzékenyek a spermagytijtés koriilményeire ezért
Iényeges, hogy az eljarast rendszerint ugyanaz az az ember végezze, illetve, hogy a mihiively
meleg legyen és a fala sikos. Az ivarzo jerke jelenléte stimuldlja a kos nemi miikodését, igy
konnyebben elérhetd az ejakulacio (Latits és Sarlds, 2006).

Waulster-Radcliffe és mtsai.(2001) olyan spermagyijt6 eszk6z hasznalatarél szamolnak be, amit
az anyajuhok hiivelyébe kell helyezni. Az eljaras eldnye, hogy nem sziikséges a kosokat eldtte
betanitani.

Az elektroejakulator specialis esetekben hasznalatos, amikor nincs 1dd a kos betanitasara vagy
az nem hajlando ivarzo6 jerkére, illetve fantomra ugrani, agressziv, vagy félénk vérmérsékletii
(Haraszti és Zo6ldag, 1993). A sikeres spermagyiijtéshez kosok esetén tobbszor ismételt 3-5
masodpercig tart6 stimulusra van sziikség (Marco és mtsai., 2005). Hatranya, hogy nem mindig
alakul ki a tokéletes erekcid, ezért az ondd gyakran a tasakba tiriil (Haraszti és Zoldag, 1993).
Marco és munkatarsai 2005-ben az elektroejakulator onddéra gyakorolt hatdsat vizsgalta.
Kisérletiikben 8 érett guirra fajtaji kostdl gyljtottek mintdkat 10 héten keresztiil
elektoejakuldtorral és miihiivellyel ivarzé jerke jelenlétében. Osszehasonlitottak a gyiijtott
mintak térfogatat, stirliségét €és faziskontraszt mikroszkdppal 400x nagyitdson meghataroztak
az abnormalis sejtek ardnyat. A mintdk motilis sejtaranyat szamitogépes (CASA)
motilitdsvizsgalo berendezéssel elemezték. 40 alkalommal vettek mintat, ebbdl miihiivellyel az
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Osszes mintavétel sikeres lett. Elektroejakulatorral 38 mintat sikeriilt venni a 40 alkalombol, 3
minta pedig vizelettel kontaminalodott. A két spermagytijtési mod ezen kiviil csak a spermium
koncentraciéban mutatott szignifikins kiilonbséget. Elektroejakulatorral ~5,2x10%ml,

miihiivellyel pedig 6,2x10%/ml volt az atlagos koncentracié (P = 0.020).

2.7. Az ond6 minoségét befolyasolo tényezok
A kosok spermatermelését szamos tényezd befolyasolja, melyek koziil legjelentdsebb az egyed

¢letkora, fajtaja, takarmanyozasa valamint az évszak ¢s klimatikus viszonyok.

2.7.1. Eletkor

A kosbaranyok spermatogenezise 2-3 honapos korban kezdddik, 4-5 honapos korban jelennek
meg az elsd spermiumok a kanyarulatos csatornakban. A 7 honapos, 40 testtomegnél nagyobb
kosok mar bevonhatoak a tenyésztésbe. A fiatalabb kosok utan t6bb az ikerellés ¢és kevesebb a
medd6 anya. A fiatal kosokat nem viseli meg a fedeztetési iddszak. A fiatal apatdl sziiletett
baranyok ugyanolyan vitalitdsuak és fejlettek, mint az iddsebb kosok bardnyai. A kosokat
legkésdbb 7-8 éves korukban, de altalaban 5-6 éves korukban selejtezik (Mucsi, 2010).

Amig a herék nem érik el a végleges tomegiiket, alacsonyabb az ondosejtek szama €s magasabb
a deformalt spermiumok aranya az ejakuldtumban (Horvath, 1983). A fiatal kosoknal nem volt

szignifikdnsan magasabb a spermiumok motilitasa. (Stolc és mtsai., 2009).

2.7.2. Fajta

A kiilonboz0 fajtak tenyészkosai kdzott nagy kiilonbség van, azonban meg kell jegyezni, hogy
fajtakon beliil, egyedenként is eltérd lehet a kosok spermatermelése. A tenyésztés soran
torekedni kell arra, hogy a legjobb tenyészértékkel rendelkezd egyedeket vonjdk be a
tenyésztésbe, ezzel novelve a genetikai elérehaladas intenzitasat.

A merin6 fajtacsoportba tartoz6 kosok egész évben képesek jo mindségili spermat adni (Bedo,
2009). Oléh (2010) szerint a szezonalisan ivarzd (suffolk, awassi, cigaja) kosok egész évben
kevesebb ondot termelnek az aszezondlisan ivarzo (barbados black belly, babolna tetra, ile de
france) fajtdkkal szemben. A kiilonbség Osszel volt a legnagyobb a sperma mennyiségére
vonatkozoan.

Barbas ¢és munkatérsai (2023) a kossperma mélyhiitését vizsgaltak portugal dshonos fajtak
esetében. Ezen beliil vizsgaltak az évszak és a fajta hatdsat a sperma mindség valtozasaira.
Eredményeikben azt kaptak, hogy a tiz portugal juhfajta spermamindsége a vizsgalt fajtakban

hasonldsdgot mutattak és a szezonalitas hatast tekintve voltak jelentdsebb eltérések.
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Vozaf és munkatarsai (2022) harom szlovak juhfajtat hasonlitottak 6ssze a mélyhiitott ondo
mindségi paraméterei segitségével. Megallapitottdk, hogy nem volt szignifikans kiilonbség a
vizsgalt fajtak kozott a mélyhiitott spermiumok motilitdsaban, életképességében, morfoldgiai
tulajdonsagaiban és a termékenyité képességében. Szignifikans kiilonbségeket taldltak az
akroszoma allapotaban.

Abdel-Rahman és munkatarsai (2000) a sperma mindségét s az ondo dsvanyi anyag Osszetétele
kozotti kapcesolatot vizsgaltak két 6shonos (najdi és naemi), merind, szomaliai és szudani
juhfajtak esetében. Az eredményeik alapjan a szomaliai és a szudani fajtak esetében volt a
legalacsonyabb a spermiumkoncentracio €s az €16 sejtek szazalékos aranya. Ugyanennél a két
fajtanal mérték a legnagyobb tomegmozgast, valamint a legnagyobb mennyiségben itt talaltak

a natrium-kloridot és szervetlen foszfor koncentraciot az ondoban.

2.7.3. Evszak és klimatikus viszonyok

A szezonalitds a spermamindség mellett a spermatermelés mennyiségét is nagy mértékben
befolyasolja. A luteinizald hormon (LH) mennyisége a kosok esetében évszakonként valtozik.
Februartdl juniusig csokken a mennyisége, majd szeptembertdl decemberig névekszik. Az a
tesztoszteron novekedését okozza.

A kosok spermatermelését a napos 6rak szama, a hdmérséklet €s a paratartalom is befolyasolja.
A mérsekelt €gdvon az Osszel gylijtott sperma fagyaszthatosdga jobb barmely mas évszakban
gylijtott spermaétol (Ibrahim, 1997). A mérsékelt éghajlaton tenyésztett juhok erdsen
szezondlisnak tekinthetd tenyésztési tulajdonsdggal rendelkeznek. Ezt a jelenséget a
fényperiddusok €s a nappalok hosszanak valtozasa befolyéasolja. Azonban szamos mas tényez6
hatassal van ra, mint példaul a hdmérséklet, a taplalkozas az ellési 1dd, laktacid hossza. (Sarlos
¢s mtasi., 2013).

Sarlos ¢és munkatarsai (2012) vizsgaltdk a kosok herezacsko keriiltének, a vérplazma
jellemzdit fekete racka kosoknal egy éven keresztiil. A vizsgalt paraméterek szezondlis atlagai
kozott tobb esetben szignifikans eltéréseket tapasztaltak. A herezacské keriiletének valtozasat
tekintve szeptemberben mérték a legmagasabb atlagértéket (31,92 cm). Ez 44,7%-al haladta
meg a januari legalacsonyabb értéket, ami 22,08 cm volt. Ezért azt a kovetkeztetést vontak le,
hogy az évszak jelentdsen befolydsolja a herék méreteit. Tovabba szignifikans kiilonbséget
talaltak a herezacsko keriilete és a nap hossza, valamint a herezacskd keriilete és a havi
atlaghomérséklet kozott. A vérplazma tesztoszteron szintje télen volt a legalacsonyabb, és

Osszel a legmagasabb. Az ejakulatum mennyisége tavasztol (0,52+0,03 ml) 6szig (0,88+0,03
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ml) ndvekedett. A legalacsonyabb spermiumkoncentraciot (4,92 £ 0,13x10° /ml) télen, a
legmagasabbat nyaron (6,56 + 0,21x10° /ml) mérték. .Az ejakulatumonkénti Bsszes
spermiumszam tavasszal volt a legalacsonyabb (3,15+0,23x10° /ml), a legmagasabb pedig
6sszel (5,22 + 0,45 x 10° /ml). A spermiumok motilitasa februarban alacsony szinten
(4,42+0,20) volt, ezt kovetden a nyari honapokban volt a legmagasabb értékek, junius-
augusztusban hasonld havi atlagokkal. Az abnormalis spermiumok ardnya télen volt a
legmagasabb (18,48 + 3,23%) és a legalacsonyabb dsszel (7,95 + 1,58%). Februarban pedig
szignifikdnsan magasabb volt, mint az év tobbi honapjaban (22,17 + 3,23%). A legkisebb
szamu deformalt spermiumot oktoberben figyelték meg (6,15 + 0,72%) (Sarlos és mtasi.,
2012).

Az évszak és a friss ejakulatum tomegmozgasa, illetve az évszak ¢€s a friss ejakulatum térfogata
¢s slrtisége kozott szignifikdns Osszefiiggés (P<0,01) van. Az ondd mennyisége minél
nagyobb, annal siirlibb a minta (Olah, 2010).

Haraszti (1982) szerint a him allatok parzasi Osztone ,kisebb évszakos ingadozasoktol”
eltekintve alland6. Mickelsen és mtsai. (1981) lincoln, columbia, polypay és suffolk fajtakon
legmagasabb (92,8%), februarban pedig a legalacsonyabb (57,5%).

A spermatogenezist serkenti a csdkkend nappali megvilagitas. Ezzel egyiitt novekszik az egyed
tesztoszteron szintje is. A here mérete is valtozik, ugyanis a magas tesztoszteron szint miatt né
a tomege. Ahogyan ndvekszik a nappali 6rdk szama, csokken a here mérete is és a
spermatogenezis intenzitasa is csokken (Aller és mtsai., 2012).

A vilagos o6rdk szama mellett masik befolyasold tényezd a homérséklet. Az alacsonyabb
homérséklet kedvezdbben hat a spermamindségre, mint a 34 Celsiusfok feletti hdmérséklet. A
nyari iddszakban jelentdsen csokken az ejakulatum térfogata, a spermiumszam, romlik a
motilitds aranya és n6 a deformalt spermiumok szdma is (Marai és mtsai., 2007).

Omiir és munkatarsa (2014) az antioxidinsok hatdsat vizsgiltdk a merind kossperma
mélyhiitésére a tenyész szezonban €s a szezonon kiviil. Azt az eredményt kaptak, hogy a tenyész
szezonban gylijtott mintdk motilitdsa és morfioldgiai tulajdonsagai szignifikansan jobb volt,
mint a szezonon kiviil gyiijtott mintdk esetében.

Dufour és munkatéarsai (1984) suffolki, dorper és leicester kosok szezondlis kiilonbségeit
vizsgaltak a herék kdrmérete, a tesztoszteron koncentracioja és a spermamindség alapjan. Azt
az eredményt mutattak ki, hogy minden vizsgalt paraméter szignifikansan valtozott évszaktol
fiiggben: a legalacsonyabb eredményeket tavasszal a legmagasabb eredményeket Gsszel

mérték. Az ondé mennyisége, motilitdsa és az €16 spermiumokszéazalékos aranya oktdberben és
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novemberben volt a legmagasabb, aprilisban és majusban a legalacsonyabb. A fajtakon beliil a

kosok szignifikansan kiilonboztek a vizsgalt onddjellemzdk tekintetében.

2.7.4. Takarmanyozas

Az celhizassal a kosok libidoja gyengiil, endokrin miikddésiikben zavar Iéphet fel
(Horvath,1983). A tultaplalas artalmasabb, mint a kissé szlikosebb takarméanyozas. Schwalbach
¢és mtsai. (2004) az alacsony és magas energia tartalmu takarmanyok hatasat vizsgaltdk dorper
kosokon. Kisérletiikben véletlenszeriien két csoportra osztottak 24 kozel egykort kost. Az A
csoport alacsonyabb energiaju (6.52 MJ ME/kg DM), a B csoport magasabb energia tartalmt
(9.39 MJ ME/kg DM) takarmanyt kapott 127 napon keresztiil. A takarmanyozasi periddus
lejarta utan az 6sszes allattol mihiivellyel spermat vettek. A két csoport spermamindségében
nem taldltak szignifikdns kiilonbséget. A kosok a tenyészidény el6tt 2 honappal gyenge
kondiciéban vannak, majd takarmdnynoveléssel lehet javitani a szezon elejére az
ivarimikodésiiket.

A spermatermelés nem ndveli a himek energiasziikségleteit és fehérjesziikségleteit. A
fedeztetés alatt 55%-al ajanlott emelni a fehérje adagot. Ez azért sziikséges, mert az ondonak
magas a fehérjetartalma valamint az endokrin mirigyek valadékanak szintetizaldsa miatt is. Az
asvanyi anyagok koziil kiemelkedd jelentdségliek a cink, a foszfor, a kobalt, a mangén, a réz és
a vas. A cink kiilonosen fontos 4svanyi anyag a spermatogenezis folyamatdban és a magas
tesztoszteronszint is noveli a cinkfelvételt (Horvath, 1983).

A szelénhiany jelentds problémakat tud okozni a spermamindségben, a motilitasban. A szelén
a peroxidaz enzim miikddéséhez sziikséges. A peroxiddz enzim a membranfelépitésben vesz
részt. Ha nincs megfeleld mennyiségii szelén, akkor a spermiumok membranja sériilékeny lesz,
csokken a termékenyitOképesség. Magyarorszagon alacsony a legeldk szeléntartalma, nem
fedezi a kérddzok napi 0,1-0,3 ppm szelénbevitel mennyiségét. Ezért a kosoknak szelénes

nyal6sot szoktak javasolni (Javor és mtsai., 2006).

2.8. A mesterséges termékenyités torténeti attekintése

A mesterséges termékenyités terjedésében nagy attorést jelentett Ivanoff orosz kutatd
munkassaga. Az 6 nevéhez fiizddik az elsd sikeres szarvasmarha és juh inszeminalas, valamint
a spermiumok kinyerésének, kezelésének, tarolasanak pontos kidolgozasa. Az 1950-es évektol
a hazai juhtenyésztésben is nagy szerepet kapott az inszemindlds. Kezdetben az ejakulatumot
helyben termelték, majd 1étrehoztak az els6 spermatermeld dllomésokat. 1971-es adatok alapjan

Hajda-Bihar megyei termeldszovetkezetek juh dallomédnyainak 86%-4t miivi uton
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termékenyitették. A 80-as években az eljaras hanyatlani kezdett a juhagazatban, mely a
rendszervaltassal felgyorsult. Jelenleg az orszagban 20-25 juhédszatban végeznek rutinszeriien
inszeminalast (Szabados, 2007).

A juhok mesterséges termékenyitése elvégezhetd helyben vett friss, higitatlan, illetve higitott
testhdmérsékletii és hiitott spermaval, valamint mesterséges termékenyité allomasrél szarmazo
2-4 C°-ra hitott folyékony vagy mélyhiitott spermaval. A termékenyitd anyag bejuttatdsa
szerint megkiilonboztetiink: vaginalis, cervikalis, cerviko-uterinalis, transzcervikalis, uterinalis
inszeminalast (Szabados, 2007; Anel és mtsai., 2005).

A legaltalanosabb eljaras a vagindlis termékenyités ugyanis a jerke nyakcsatorndjanak
anatomiaja nehézséget jelent a termékenyités szempontjabol, viszont ezzel az eljarassal korant
sem lehet olyan eredményeket elérni, mint az uterindlissal vagy transzcervikalis eljarassal. A
nyakcsatorna belsejében 4-5 tolcsér alakot képzd redd emelkedik ki. Az ezen a reddk altal
képzett vakzsdkok, illetve a szlik nyakcsatorna megneheziti az inszeminal6 katéter bejuttatasat
az uterusba. A cervikalis termékenyités soran az ondot egy specialis katéterrel a nyakcesatornaba
vezetjik. A legeredményesebb és egyben a legkomplikaltabb modszer az uterinalis
termékenyités. A méhtestbe eljuthatunk a hasfalon keresztiil laporoszkoppal, illetve a cervixen
keresztiil egy erre kifejlesztett katéterrel (transzecervikalis) termékenyités (Halbert és mtsai.,
1990). Halbert és mtsai. (1990) transzcervikalis termékenyitéssel 87%-0s penetraciot értek el.
Buckrell és mtsai. (1994) 2060 anyajuh esetében végeztek transzcervikalis termékenyitést
87,8%-0s sikerességgel. Kutatasaikbol arra is kovetkeztethetiink, hogy a méhbe torténd
behatolas nagyban fiigg az inszemindldst végzd személy gyakorlatatol. Az elsé 500 allat
inszeminalasa soran 76,3%-ban tudtak a katétert méhtestbe vezetni, ezzel szemben az utolsé
500 jerke katéterezése 97,9%-ban volt sikeres. Laparoszkopos eljards esetén a hasfalon
keresztiil juthatunk be a méhtestbe.

Az asszisztalt reprodukcios technikédknak egyre nagyobb jelentdségiik van a juhtenyésztésben.
A mélyhtitott ondot a legsikeresebben a laparoszkpos termékenyitési modszerrel bejuttatni. A
transzcervikalis termékenyités esetében (ahol a katéter a méhnyakon van atvezetve és igy
juttatjdk a spermiumokat a méh iiregébe), ez a mdodszer nem terjedte el a gyakorlatban. Ugyanis
a juhok nyakcsatornaja koriilbeliil atjarhatatlan a katéter szamara (Bagi és mtsai., 2023).

Az 1. tablazatban 6sszegylijtott nemzetkozi publikaciok alapjan jol lathato, hogy az egyes

eljarasok nagyon kiilonb6z6 eredményeket mutatnak (Kukovics és mtsai., 2011).
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1. tablazat Nemzetkozi publikaciok alapjan dsszegyiijtott termékenyitési eljarasok eredményei

(Forras: Kukovics és mtsai., 2011)

mennyiség koncentracio Sperma Vembhesiilési
Modszer Hivatkozas
(ml) 10%xspermaszam/ml tipusa arany (%)
o Anel és
vaginalis 0,25 1600 hutott 31,25
mtsai., 2005
King és
cervikalis 0,2 400 fagyasztott 42
mtsai.,2004
o Donovan és
cervikalis 0,25 800 fagyasztott 46
mtsai.,2004
. Molina és
cervikalis 0,5 190 fagyasztott 14,4
mtsai.,1994
- Meghan és
transzcervikalis 0,2 1000 friss 66,6
mtsai.,2002
Donovan és
transzcevikalis 0,25 200 friss 76
mtsai.,2004
Takenaka és
transzcervikalis 0,3 250-300 fagyasztott 66,7
mtsai., 1985
Molina és
laparoszkopos 0,5 40 fagyasztott 52,4
mtsai., 1994
Anel és
laparoszkopos 0,25 100 fagyasztott 44,89
mtsai.,2005
King at al.,
laparoszkopos 0,05 400 fagyasztott 69
2004
Takenaka és
laparoszkopos 0,3 250-300 fagyasztott 80
mtsai., 1985

2.9. Spermamindség értékelése

A spermamindség értékelése sordn a kosok termékenyitdképsségének potencialjat lehet

meghatarozni. Az egyes vizsgalatok segitségével a spermamindséget kiilonb6zd paraméterek

szerint lehet jellemezni. A spermiumvizsgalat soran az ejakulatum és a sejtek szintjén torténik

vizsgalat.

Az ejakulatumot tobb szempontbdl lehet elemezni: mennyiség, szin, szag, viszkozitas, pH,

koncentracid, spermiumok motilitdsa, €él6/elhalt sejtek ardnya. A spermiumsejtek esetében

motilitas vizsgalatot, morfoldgiai vizsgalatot valamint membranintegritas vizsgalatot végeztem

el a munkam soran.
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2.9.1. Mennyiségi és kémiai paraméterek

Az ejakulatumot szabad szemmel vizsgalva lehet meghatdrozni a minta mennyiségét, szinét,

szagat. A minta kémhatasa digitalis pH-mérével mérheto.

Az ejakulatum vizsgalatakor az egyik legfontosabb paraméter, amit meg kell mérni a
spermiumok koncentracidja. Ez megmutatja, hogy egységnyi térfogatban mennyi spermiumse;jt
talalhaté a mintaban (millio sejt/mL). A koncentraciot vagy fotométer vagy sejtszamlalé kamra

(Biirker-kamra, Makler-kamra) segitségével hatarozzuk meg.

2.9.2. Motilitasvizsgalatok

A spermium vizsgalatanal az egyik legfontosabb paraméter a motilitas vizsgalat. A motilitas
vizsgalata jol tiikkr6zi a himivarsejtek ¢életképességét, azonban a jo mozgas nem feltétlen jar jo
termékenyitd képességgel. A gyenge mozgas viszont mindig gyenge fertilitdssal jar (Horvath
¢s mtsai., 2006; Zhang és mtsai.,1998). A hagyomanyos (szubjektiv) motilitds vizsgalatokat
fazis-kontraszt mikroszkoppal gyorsan el lehet végezni. Hatranya, hogy a vizsgalat

meglehetdsen szubjektiv (Jequier ¢s Ukombe, 1983).

A szamitdégépes technika fejlodése objektivebb motilitas vizsgalatokra ad lehetdséget.
Napjainkban a legelterjedtebb szadmitogépes spermiumvizsgald berendezés a CASA
(Computer-Assisted Semen Analyzer). A CASA-rendszerekkel nem csak a mozgd sejtek
aranyat, hanem azok kinetikai ¢és kinematika tulajdonsagat is meg lehet hatarozni
(Polichronopoulos és mtsai., 2005). Azonban problémat jelent a mérések szempontjabol, hogy
a gép nem mindig tud kiilonbséget tenni a nem mozgd sejtek €s mintaban 1évo egyéb

szennyezOdések kozott.

A CASA rendszerben a mintanak 50-60 millié/ml-es sejtkoncentracidban kell lennie, hogy a

rendszer értékelni tudja.

Kétféele CASA berendezés van forgalomban: az egyik fajta azonnal, valds id6ben értékeli ki a
mintat, a masik fajta utolag értékeli ki a rogzitett felvételt. A rendszer képes arra, hogy tobbszor,
kiilonbozoé adatokat vegyen fel, és ezeket az adatokat, informacidkat tarolja, és késObb
Osszehasonlitsa (Horvath, 2006).

A CASA képes a spermiumok mozgési tulajdonsagait objektiven értékelni, ezzel

kikiiszobolhetd a szubjektiv méréshiba. A szdmitogépes spermavizsgald optikai és szoftveres

crcr
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a mozgod/mem mozg6 sejtek ardnyat, az elérehaladd mozgast végzd spermiumok aranyat, a
mozgas a mindségét, sebességét, utvonalat.

Jelenleg 12 féle szoftveres CASA rendszer létezik az allati eredetli spermék vizsgalatahoz
(Nagy, 2001)). A rendszer megnyitasa utan ki kell tolteni a sziikséges paramétereket (allatfaj,

fajta, tulajdonos, egyéni azonositd, higitds mértéke). Ezt a feliiletet a 3. dbra szemlélteti.

3. abra A CASA rendszer munkafeliilete
(Forras: Kutvélgyi Gabriella fotdja, engedéllyel 2015)
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o # 0 000% 0.00%)
Our P LTS
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A 2. tdblazat mutatja be, hogy a kiilonb6zd allatfajok spermiumainak kozott milyen méretbeli

kiilonbségek vannak.

2. tablazat A kiilonbo6z6 allatfajok spermiumsejtjei kozotti méretbeli kiilonbségek
(Forras: Horvath, 2006)

40 4-5

Lo 60-65 6-7/3,5-4 10

Sertés 45,5- 7,5/3,3-4,1 10,7 26,5 2,5
48,5

Szarvasmarha 68-80 8-9/4 - 60-71 -

Juh 70 7,8/8,5 - 61,5-62,2 -
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A rendszer a mérés befejeztével elkésziti a minta adatlapjat, amely tartalmazza az adatokat,
mért értékeket, fényképet és az allat informéacioit. Az adatlapot és a rajta szerepld paraméterek

magyarazatat az Anyag ¢s modszer fejezetben mutatom be részletesen.

2.9.3. Morfologia vizsgalatok
A himivarsejtek morfologiai vizsgalata soran a normalistol eltérd sejtek aranyat hatarozzuk meg
(Olah, 2010). Az ejakulatumaban 10-20% elhalt, 3-15% koros, deformalt és 2-8%

plazmacseppes sejt még egészségesnek szdmit (Horvath,1983).

A morfologiai vizsgalatok egyik eszkoze a fénymikroszkop. A vizsgalat soran festési eljarasok
segitségével elemezhetd a spermiumok alakja, a fej kozéprész és farok defektusok aranya. Ilyen
festési eljaras példaul az eozinos festés. A Kovacs-Foote-festési eljaras alkalmas a morfologiai

elemzés mellett a sejt membranintegritas vizsgalatara is (Nagy, 2001).

Ha rendelkezésre all faziskontraszt mikroszkop, akkor festési eljaras nélkiil is lehetdség van
morfologiai birdlatra. A faziskontraszt mikroszkop faziseltéréseket kontrasztkiilonbségekké
alakitja, amit latni lehet. A kiilonb6z6 optikai rendszerek segitségével megfelelé nagyitason,

lathatéak a spermiumok morfolégiai tulajdonséagai.

Az egyes rendellenességek meghatdrozasahoz (példaul krater effektus) a differencialt-
interferencia-kontraszt mikroszkop (DIC) sziikséges. Ez viszonylag koltséges vizsgalati
madszer, azonban gyors és egyszerli. A vizsgélat sordn az akroszoma allapota is felmérhetd

folyékony kozegben, fedélemez alatt (Nagy, 2001).

Viszonylag 1j, objektiv vizsgalati mdodszer a Automatized Sperm Morphology Analyzer
(ASMA). Ez a késziilék a spermiumok fejének szélességét és hosszsagat tudja megmérni.
Ezutan osztalyozza a sejtetek a kiszamitott indexérték alapjan. A modszer hatranya, hogy nem
tud kimutatni kisebb rendellenességeket, valamint nem veszi figyelembe, hogy az egyes sejtek

fejalakuldsa eltérhet (Nagy, 2001).

2.9.4. Fluoreszcens festési eljaras

A fluoreszcens festési eljarasok soran a sejteket sejtszervi szinten lehet értékelni. Az akroszoma
allapotat konjugalt lektinekkel, a kapacitdci6 stddiumat klor-tetraciklinnel (CTC), a
mitokondriumok aktivitasat a spermium kozéprészében rodamin 123-al (Evenson és mtsai.,
1982) vagy JC-1-el (Garner és Thomas, 1999) vagy Mitotracker Green FM (Sutovsky és mtsai.,
1996) lehet mérni (Nagy 2001). A fluoreszcens vizsgalatok koltségesebbek a fénymikroszkopos
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vizsgalatoknal, viszont nem befolydsolja az eredményt a higitokban 1évd glicerin és a

tojassargaja (Nagy, 2001).

Az egyik gyakran alkalmazott ¢16/elhalt vizsgélat soran propidium-jodid (PI) valamint vagy
fluoreszcein-diacetat (FDA) vagy karboxi-fluoreszcein diacetait (CFDA) DNS festéket
hasznélnak . A CFDA molekulak athatolnak az ép membranon ugy, hogy nem fluoreszkalnak.
Az észteraz enzimek a diacetat részt lehasitjak és a kaboxil-fluoreszcein molekulak zolden
fluoreszkalnak a sejtmagban, és nem képesek kijutni a sejtmembranon. Ezzel az ¢p membran
sejtek meg vannak jelolve. A PI vordsesen fluoreszkald kontrasztfesték, a sériilt membrant
sejteket festi meg (Nagy, 2001)). Garner ¢s mtsai (1994) a kovetkezd fluoreszcens festési
eljarast fejlesztették ki: DNS-specifikus SYBR14 fluoreszcens festéket hasznaltak, amely
kotddik  DNS-hez és zold fluoreszcenciat mutat. A kontrasztfesték szintén propidium-jodid
volt (Nagy, 2001). (4.4bra)

4. abra SYBR 14/PI kombinacioval festett spermiumok. Az él6, ép plazmamembrannal biré ondosejtek zolden
fluoreszkalnak (SYBR 14), az elhalt sejtek vorosre festédnek (PI).

(Forras: DL Garner. (www.probes.com) Nagy 2001 )

2.9.5. Aramlasi sejtanalizis (flow citometria)

Aramlasi sejtanalizishez fluoreszcensz festékeket hasznalunk. Tobbek kozott a spermiumok
¢ld/elhalt statuszat (a fej membran integritdsat), mitokondrialis aktivitdsat, DNS integritéast
tudunk vizsgalni a moédszerrel., Az aramlési sejtanalizis sordn objektiv értékeléssel lehet mérni
a sejteket rovid idé alatt nagy szamban. Masodpercenként 1000-2000 spermiumot lehet
értékelni. Aramlasos sejtanalizissel tobbek kozott a fentebb megemlitett fluoreszcens festési

eljarasokkal a vizsgalatok automatizalhatok.
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A spermiumok a mérékamraba egyesével jutnak be a vivéfolyadékban, végig haladnak egy
lézersugaron és a visszavert fény informdciot ad a sejtméretrdl €s Osszetételérdl. A 1ézer

gerjeszti a fluoreszcens festékeket, ezért multiparaméteres analizisre is képes (Nagy, 2001).

Mara mar tobb lézeres citométerek is elérhetok, amelyek tudnak tobbféle fluoreszcens festéket
tudnak detektalni parhuzamosan. A citométrerrel a kdvetkezé paraméterek értékelhetdek: €16
¢s elhalt spermiumok aranya, , akroszoma integritds, mitokondriumok aktivitdsa, DNS

integritas (Nagy, 2001).

2.9.6. Membranintegritas vizsgalat

A membranintegritds vizsgalatok sordan a himivarsejtek membranépségét vizsgaljuk. A
leginkabb elterjedt membranintegritds vizsgalatok festési modszereket alkalmaznak, amely
soran a vitalis festék csak az elhalt sejtek membranjan képes atjutni és megfesteni azokat. Az
¢lo sejtek jeldlésére kontraszt festékeket haszndlnak. A membranintegritds vizsgalat soran

sokszor a sejtek morfologiai tulajdonsagait is meg tudjuk hatarozni.

1942-ben Lasley és munkatarsai eozin és opalkék festékek segitségével kiilonitették el az elhalt
és 616 sejteket. Ok voltak az els6k, akik ilyen jellegii vizsgalatokat végeztek. Ugyanis az eozin
képes athatolni a sériilt membranfalon, és a sejtet narancssargara festi. Az ¢l sejtek nem
festddnek meg. Az opalkék festék, mint kontrasztanyag volt jelen, ezzel a festetlen sejteket
lehet festeni. Ezen kiviil még szamos festési eljaras létezik. Mindegyiknek alapja, hogy a vitalis
festék a sériilt sejteket festi meg, a kontrasztfesték az ép membrant sejteket jeloli. Ilyen festési
eljaras példaul az revector soluble blue-neutralvorés (Crooke és Mandl, 1947), az eozin-
anilinkék (Shaffer és Almquist, 1948), a bromfenolkék-nigrozin (Rauhaus, 1990), a Kovéacs-

Foote festés (Kovacs és Foote, 1992) €s az eosin-nigrosin vizsgalat (Swanson és mtsa. 1951)

A festetlen sejtek azonban nem biztos, hogy nozgasra képesek, ugyanis a legtobb festési eljaras
soran a feji rész plazmamembranjanak épségét lehet felmérni. (Nagy, 2001) A legtobb kérdésre
valaszt ado fénymikroszkopos festési eljarasi médot 1992-ben Kovécs és Foote dolgozta ki.
Tripankék ¢éld/elhalt festést kovetd neutralvords fixalassal és Giemsa kontrasztfestéssel a feji
rész ¢és farki rész plazmamembrant és az akroszoma allapotat lehet felmérni. Elméletileg 10
kategoridba lehet sorolni igy a sejteket, azonban gyakorlati koriilmények kozott 6-8 kategoria
felosztasa a célszerti (Nagy, 2001, Kutvolgyi és mtsai, 2006). A sejtek festése alapjan az €16
sejtek vilagos szintliek, az elhalt sejtek sotét-fekete-lila szintiek. Az ép akroszoma biborvords, a
fellazult akroszoma so6tét levendula, a sériilt vilagos levendula szinti. A kitiriilt/levalt

akroszoma, sziirkés szinti (Nagy, 2001).
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A membranintegritas vizsgalatok egyik moddszere a hipoozmotikus teszt. Jeyendran ¢és
munkatarsai 1984-ben fejlesztették ki a hipoozmotikus tesztet (hypo-osmotic swelling test,
HOS). A céljuk az volt, hogy a humén spermiumok plazmambembranjanak az épségét meg

tudjak hatarozni.

A teszt soran a spermiumfarkak membranépsége mérhetd. Ha a farok sériilt, akkor a sejt nem
képes mozgasra, habar a fej, akroszoma lehet ép. A HOS tesztet az eozin-nigrozin festési

eljarassal is kombindltdk (Czimber és mtsai., 2012; Nagy, 2001).

Az eljardas soran az ¢ép sejtmembrannal rendelkezd sejtek hipoozmotikus kozegben
megduzzadnak, mert a folyadék bearamlik a sejt belsejébe. Ez az ozmotikus egyensuly
fenntartdsa miatt kovetkezik be. A folyadékbearamlés a farki rész elhajlasat okozza. A médszer

“ ey

¢letképességét (Nagy, 2001).

2.9.7. Egyéb paraméterek vizsgalata

Tovabbi paraméterek, pl. a spermium kapacitacid és akroszoma reakcid vizsgalatahoz
funkcionalis teszteket alkalmazhatunk. A kotddési tesztek soran a petevezetd hdmjahoz valo
kotddést, illetve a zona pelluciddhoz valo kotddést vizsgaljak. Az in vitro fertilizacios eljarasok

soran a zona penetraciot valamint a korai embiofejlodési szakaszt vizsgaljak.
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3. Anyag és modszer

3.1. Védett 6shonos és a veszélyeztetett mezogazdasagi allatfajtak
genetikai allomanyanak ex situ vagy in vitro megorzése cimu
projekt

2014. szeptemberében a NAIK Allattenyésztési, Takarméanyozasi és Husipari Kutatéintézetben
az Oshonos juhfajtak in vitro génmegdrzése céljabol a termékenyitdanyag mélyhiitve tarolasa
kezd6dott meg, amely egy 3 éves projekt keretén beliil valosult meg a Magyar Juh- és
Kecsketenyésztok Szovetségével egylittmiikodésben.

A program sordn dshonos magyar juhfajtak (hortobagyi racka, cikta, cigaja, tejeld cigéja)
tenyészkosaitol sperma fagyasztas és spermabank létrehozasa tortént.

A betarolt ondomintdk jovébeli felhasznalhatésaga szempontjabol fontos azok idénkénti

mindségellendrzése, a kosspermak fagyaszthatosagbeli kiillonbségének meghatarozasa.

A dolgozat kutatdsa ennek a programnak a keretében gyijtott onddémintdk mindségi
paramétereire vonatkozo adatainak feldolgozasa és értékelése. Kosonként 3 kiilonb6zd
idépontban fagyasztott reprezentativ ondominta felolvasztds utdni mindségellendrzésére

modositott Kovacs-Foote-féle festési eljarast, €s CASA motilitas vizsgalatot alkalmaztunk.

3.2. Ondovétel

A projektben 0sszesen 24 tenyészkostodl tortént a spermavétel utan melyhiités. A legtobb kostol
200-200 db miiszalma keriilt betarolasra. Osszesen 4178 adag fagyasztott sperma keriilt a
génbankba. Azok a kosok, amelyek tobb hetes sikertelen probalkozéas utan agressziv, vagy
félénk viselkedésiik miatt ugratasra és spermavételre alkalmatlannak bizonyultak, vis maior
koriilmény miatt a programbol kizarasra keriiltek.

A beszallitott tenyészallatokat eloszor karanténba helyezték, majd a kovetkezd betegségekre
sziirték: Brucella ovis, Brucella melitensis, Border disease, Bluetounge. Ezutan tértént a kosok
betanitdsa a spermavételre, valamint az ember-kdzelséghez szoktatas.

Az ondovétel mithiively hasznélataval tortént.

A mihiively végére 15 ml-es centrifugacsovet csatlakoztattunk, amelybe az ejakuldtum
Osszegytlt. A korilményeknek zavartalannak kellett lennie, illetve a spermavételt olyan
személy végezte, akit ismertek az allatok. A kos egy kalodaba befogott ivarz6 anyara ugrott. A

betanitott kosok esetében az ugratds és spermavétel a legtobb esetben nagyon gyorsan tortént.
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Néhany perces eldkésziilet utan a kosok felugrottak, a pénisz megmerevedve €s a mithiivelybe
jutott. Gyorsan és erds utdlokéssel tortént az ejakulacio.

A folyamat eldtt a kost megtisztitottdk, foként a hasi és a tasak tdjékon. Az elsé sikeres
spermavételek utan a NEBIH altal el6irt mikrobiologiai mintavétel tortént, majd az eredmény

megérkezése utan kezdddott el a sperma fagyasztasa.

3.3. A sperma higitasa

A friss ejakulatumot eldszor makroszkdpos vizsgalatokkal, majd mikroszképos vizsgélatokkal
értékelték. Meghataroztak a sperma tétfogatat, vizsgaltak a spermiumok tomegmozgasat 50x-
es nagyitassal, a spermiumkoncentraciot spektrofotométerrel (IMV, Accucell, Franciaorszag).
A mozgd sejtek szazalékos ardnyat 50-100x-os higitdsban értékelték faziskontraszt
mikroszképpal (Olympus BX-51) 200x-os nagyitasban. Ezutdn Andromed (Minitiib,
Tiefenbach, Németroszdg) sperma higitéval lassan adagolva, 300 millié ¢é16 sejt/ml
végkoncentraciora higitottdk az ejakuldtumot. Az igy elkésziilt higitott spermat 0,5 ml-es

miuszalmakba toltotték, amit PVA (polivinil-alkohol) porral zartak le.

3.4. A sperma fagyasztasa

A szalmakat 5°C-os hitdbe helyezték, ahol, fokozatosan, 2 oran keresztiil hiiltek le és
ekvilibralodtak. Ezutan 8 percig nitrogéngdzbe helyezték, majd folyékony nitrogénbe
meritették. A fagyasztott sperma adagokat kosonként elkiilonitve, kaniszterekben, folyékony
nitrogénben, -196°C-on taroltak.

A szalmaknak a kovetkezd jelolést alkalmaztak: Mesterséges termékenyitd allomas kddja Kos
ENAR szédma termelés datuma Pl. 8006332 HU132316311 Ts 201411 06

Csak azok az ejakulatumok keriiltek mélyhiitésre a program soran, amelyeknek minimum 75%
volt a szubjektiv motilitdsa, kevesebb, mint 15% volt a 6sszes morfologiai defektus, valamint

minimum 2 millidrd spermium/ml volt a sejtstirtisége.

3.5. A sperma felolvasztasa

A lefagyasztott spermat a mindségellendrzés céljabol fel kell olvasztani. Fagyasztdsonként 1-1
szalmat minimum 1 napos, -196 °C-on torténd tarolast kovetden olvasztottunk fel 37°C-os
vizfirdében 20-30 masodpercig. Ezutan Andromeddel 8-10x-re higitva, 20 perc inkubélést
kovetden CASA rendszerrel, motilitasvizsgalatot végeztiink. Az elhalt és ¢l6 spermiumok

aranyat modositott Kovacs-Foote-féle festési eljarassal értékeltiik. A felolvasztas utani mindség
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ellendrzés alkalméaval a minimum 40%-os totdl motilitdsu mintakat tekintettiik megfeleld
mindséglinek ¢és betaroldsra alkalmasnak. Az adatokat a spermatermelési naploban ¢és

szamitogépes adatbazisban rogzitettiik.

3.6. Modositott Kovacs-Foote-féle élo/elhalt és akroszoma festés

A Kovacs-Foote-féle festési eljaras a sejtmembran épségének elbirdlasa mellett morfologiai
értékelésre is alkalmas. A festési eljarast minden kos esetében a friss-higitott mintan, és a
felolvasztott ondomintan is elkészitettiik.

A festési eljaras soran él6/elhalt festésre 0,16% Chicago sky blue (CSB) oldatot (Sigma C-
8679), fixaloként 0,2% neutrdlvordst (Sigma N-2880) és 5% formalint tartalmazd 1N HCI
oldatot (9 rész desztillalt viz/1 rész cc. HCI), az akroszoma festésére 7,5% Giemsa torzsoldatot
(Sigma GS-500) hasznaltunk (Kovacs és Foote 1992, Kutvolgyi és mtsai 2006).

Festés el6tt a spermahigitoval elegyitett spermat pufferolt NaCl oldattal (0,06% K2HPO4
anhidratot és 0,825% NaCl-ot tartalmazo oldat) 8-10x-es mértékre higitottuk, a koncentraciotol
fliggden.

Ezutan egy targylemez kdzepére egy csepp higitott sperma kertilt, mellé pedig egy csepp CSB
festék. A két cseppet egy masik targylemez segitségével Ovatosan Osszekevertiik, majd a
targylemezek egymaésra helyezése utin a targylemezeket parhuzamosan széthuztuk. fgy két
kenetet készitettlink.

A kenetek fliggdleges helyzetben szaradtak, majd kovetkezett a 4 percig tarto fixalas.

A fixalas utan csapvizzel, és desztillalt vizzel oblitettiik a keneteket, majd a 3-4 h-ig tartd, 35-
40 °C-on torténd Giemsa festés kovetkezett.

A Giemsa festés utan csapvizes Oblitést, majd 2 percig tartd desztillaltvizes differencialést
végeztiink.

A kenetek értékelését immerzids objektivvel 1000x-es nagyitasban, fénymikroszkdp
segitségével értékeltiik. A sejttipusok elkiilonitésének eldsegitésére sarga fénysziirét
hasznaltunk. A mintdk kiértékeléséhez sejtszamlald késziiléket alkalmaztunk. (Celltrack
Celltrac M+ Differential Cell Counter, KPG Products Ltd, Hove, Egyesiilt Kiralysag)

A festési eljaras soran a sejtek kiilonb6zé moddon szinezddnek. A neutralvords a CSB-val
feketés, ibolyaszinli csapadékot képez. A sériilt membrana sejtek feji és farki része ezaltal
sOtétre szinezddik. Az €p sejtek akroszoméaja biborszinti lesz a Giemsa kontraszt festés hatésara.
A sériilt sejtek akroszoméja levendula szinli. A levalt akroszomaju sejtek sziirkésfehérre

szinez6dnek.
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A farok membranintegritasa is értékelhetd a festési eljarassal. Az €16, intakt sejtek farka
rozsaszines, hullamos vonalu. Az elhalt sejtek farka sotétkék szinii €s egyenes lefutasu.

A vizsgalatok soran a spermiumokat 8 kombinalt kategoriaba soroltuk., amelyet a 3. tablazat
mutat be.

5. abra Kovacs-Foote-féle festési eljaras, kosspermiumok ¢l6/elhalt és akroszomafestése, az 5152-es kos

fagyasztott spermamintajabol késziilt festett kenet mikroszkopos felvétele, sejttipusok meghatarozasa

(forras: Foto: Kutvélgyi Gabriella, abra: sajat készitésii munka)

sejttipusok: a. [HITIA, b. IHDT, c. DHDTDA, d. DHIT
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3. tablazat A spermiumok értékelési kategoriai

. Angol nyelvii . morfologiai
rovidités . fej farok akroszoma
jelentése rendellenesség
Intact
head,tail,acrosome, . . ,
¢l ¢lo ép -
normal
morphology
Intact head, tail,
acrosome with T
. o ) proximalis
proximal ¢l ¢lo ép |
azmacse
cytoplasmic p PP
droplet
Intact head, tail,
acrosome with o o i disztalis
¢l ¢lo ép
distal cytoplasmic p]azmacsepp
droplet
Intact cell with kozéprész vagy
bent, curved, o o i
élo ¢lo ép farok
broken midpiece
and tail rendellenesség
Intact head,tail,
damaged (or lost) élo élo sérult nem biralt
acrosome
Damaged L i L
¢l elhalt ép nem biralt
head,intact tail
Intact ép vagy
head.damaed tail elhalt ¢lo ) nem biralt
damag sériilt
Damaged head, tail, . L
elhalt elhalt sériilt nem biralt
acrosome

Kenetenként 300 spermiumot értékeltiink és meghataroztuk a sejtkategériak szazalékos
aranyat. Az ép membrani sejtkategoridk Osszevonasdval megdllapitottuk az Osszes ¢€p

membranu sejt aranyat is, amit tovabbi 0sszehasonlitd elemzésnek vetettiink ala.
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A fagyasztott/felolvasztott ondomintak koziil kosonként 3 reprezentativ mintat értékeltiink. A
statisztikai elemzés soran a kovetkezd két legfontosabb sejtkategoria szazalékos aranyat
hasonlitottuk 0ssze kosonként, fajtanként és szezonban, illetve szezonon kiviil gyiijtott
mintakban: ,,Osszes ép membrana spermium” és ,,ép membrana onddsejt morfologiai anomalia
nélkiil /IHITIA/”z eredmények értékelésekor két kategoriat kiilonitettiink el: ép (IHITIA) és
sériilt (IPD, IDD, IBT, IHITDA, IHDT, DHIT, DHDTDA)

3.7. Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) vizsgalat

A felolvasztott ondomintdk mozgasi paramétereinek elemzésére CASA rendszert
alkalmaztunk. A mintdkat Andromeddel 10x-re higitottuk, majd 5 mikrolitert kimérve Makler-
féle kamraba cseppentettilk. A kamra rétegvastagsdg 10 mikrométer. A vizsgalat sordn a a
SpermVision nevii szoftveres programot alkalmaztuk (SpermVision™ | Minitiibe, Tiefenbach,
Németorszag). A program elinditasa utan a nyit6 ablakban kitolthetoek a kivant paraméterek,
mint példaul a vizsgalt allat faja, fajtdja, tulajdonosa, a juhok egyéni azonositd szdma valamint
a higitas mértéke.

A rendszer 500 spermium vagy 10 vizsgalt mez6 utan késziti el az értékelést. Létrehozza a
CASA adatlapot, ami elmenthet6 (6. abra). Az eredmények értékelésekor a 7. abraban és 4.

tablazatban lathatdo mozgasi paraméterek adatait hasznaltuk fel.

6. abra Casa adatlap
(Forras: Dr. Kutvolgyi Gabriella fényképe, engedéllyel 2015)

Donor ID: 1188 Breed: RACKA Days rest: -1
Breed Desc: Name: 1188
Breed Letter: Reg Number: 1188

Sperm Count: 615 Progressive Motile: 403 Local Motite: 24 Non Motile: 188

Az adatlapon taldlhatdo mozgasi paraméterek roviditéseinek magyarazatat a 4. tablazat mutatja
be. A kovetkezd paramétereket dolgoztuk fel az eredmények értékelésénél: Total motilitas

(TM, %), progressziv motilitas (PM, %), VCL, VAP, VSL, LIN, STR, BCF, ALH, WOB.
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4. tablazat A CASA adatlapon szerepl6 roviditések jelentése

(forras: Horvath 2006 munkdja alapjan sajat készitésii)

Jelolés

DSL

DCL

DAP

VSL

VCL

VAP

LIN

STR

BCF

ALH

WOB

Jelentés

A mozgas kiindulasi €s végpontja kozott a himivarse;jt altal

megtett egyenes utvonal
A himivarsejt altal ténylegesen megtett ut hossziisaga

A himivarsejt ténylegesen megtett utvonaldnak és a
mozgasanak kiindulési és végpontja kdzott mért tavolsagnak

(nettd) az atlagolt hosszisaga

A himivarsejt sebessége mozgasanak kiindulési és végpontja

kozotti tavolsdgokra szamolva (progressziv sebesség)

A himivarsejt sebessége a ténylegesen megtett, teljes

mozgési utvonalara szamolva

A himivarsejt sebessége mozgasanak atlagolt itvonalara

szamolva

A himivarsejt ténylegesen megtett mozgési utvonalanak az

egyenestdl szamitott eltérése

A himivarsejt atlagolt mozgasi Gitvonalanak az egyenestdl

szamitott eltérése
A fej kilengésének frekvencidja
A fej oldaliranyu kitéréseinek atlagos nagysaga

A himivarsejt teljes mozgasi Gtvonalanak az atlagolt

mozgasi Utvonaltol szamitott eltérése
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Mértékegység

pum

pum

pum

um/s

um/s

um/s

%

%

Hz

pum

%



3.8. Statisztikai analizis

A friss és fagyasztott/felolvasztott mintakrol, és a Kovacs-Foote festési eljarassal késziilt
kenetek értékelésekor adatokat gytijtottiink, rogzitettiik és leird statisztika céljabol elemeztiik
az IBM® SPSS® statisztikai szoftver 29-es verzidjaval.

A normalitast Shapiro-Wilk teszttel ellendriztiik, a transzforméciokat pedig kétlépcsds

atalakitassal végeztiik el.

A fajtak (cigaja, cikta és racka) €s a szezonalitas (tenyé€sz szezonon beliil €s szezonon kiviil)
hatésat, valamint ezek kdlcsonhatasat az ondé mindségi paramétereire altalanos linearis modell
segitségével elemeztiik, kéttényezds varianciaanalizissel (ANOVA). A szignifikancia szintje
P<0,05 volt, a teljes spermiumszam/ejakuldtumra, tdmegmozgésra, szubjektiv motilitasra,

standard motilitasra, kinematikai paraméterekre, életképességre €¢s morfologiara.

Az egyes kos fajtdk reprezentativ spermamintainak fagyaszthatdsagat egytényezés ANOVA-
val elemeztiikk. Az atlagokat Tukey-féle post hoc-teszttel kiilonitettiik el. A khi-négyzet
segitségével elemeztiik a fajtdk és az évszak hatasat a fagyaszthatosagra (75%-os szubjektiv
motilitas és 2 Milliard/ml spermium-koncentracié kiiszobértékkel) és a génbanki betarolasra
(40%-o0s felolvasztas utani teljes mobilitas kiiszobértékkel). A szignifikancia kiilonbséget

parositott t-probaval vizsgaltuk.
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4. Eredmények és értékelésiik

crer

(10%ml), dsszes spermiumszam/ejakuldtum, tomegmozgasat és szubjektiv motilitdst (%)
tekintve? A tenyész szezon soran vett ondo és a szezonon kiviil vett minta kozott szignifikans

kiilonbség van-e?

5. tablazat: A fajta és a szezonalitds hatdsa az ondé mindségére

P-
. . Fajta Tenyész szezon érték
Ejakuldtum P-érték P-érték | paicas
parametere Ciogi Cikt Rack szezonon | szezonon J
igaja ikta acka beliil Kiviil Szezon
. . 0.96+ 0.70+ 0.79+ 091+ 0.79+
Mennyiség (ml) 0.020 0.03° 0.04b 0.0001 0.038 0.02b 0.0001 | 0.053
Koncentracié 3624.3+ | 4707.19+ | 5303.31+ 4322+ | 4265.01%
(10%/ml) 131.202 181.59° 155.83¢ 0.0001 133.7 135.33 0.257 0.0001
Osszes
. . 3630.5+ | 3434.25f | 4485.06x 3966.8t | 3564.1t
spermiumszam/ | “yo) 330 | Th1339 | 35860 | O | Togage | 19s0pe | 0010 1 001
ejakulatum
.. . 3.75¢ 3.66t 3.59+ 3.86x 351+
Tomegmozgas 0.10 0.14 0.17 0.658 0.10 0.12 0.072 0.677
Szubjektiv 71.43+ 70.49+ 74.19+ 71.74% 71.79+
motilitas (%) 0.942 1.302 0.96° 0.034 080 0.97 0.918 0.215

Ugyanabban a sorban 1év0, kiilonb6z6 felsé indexii (a, b,c) atlagok szignifikansan eltérnek. A szinezett értékek

mutatjak a szignifikans kiilonbségeket.

Az ejakuldtum mennyiségében szignifikans kiilonbségeket tapasztaltunk a cigaja és a cikta,
illetve a cigdja és a racka kosok kozott (5. tablazat). A tenyész szezonon beliili eltérések is
szignifikansak voltak a mennyiségi paramétert nézve. Megfigyelhetd, hogy tenyész szezonon
beliil nagyobb mennyiségli ejakulatumot adtak le a kosok, mint szezonon kiviil (p-érték:
0,0001).

Szignifikans kiilonbségeket tapasztaltunk a koncentraciot vizsgalva az egyes fajtak kozott (p-
értek: 0.0001). A legalacsonyabb koncentraci6 a cigdja kosok esetében volt, mig a legnagyobb
koncentraci6 a racka kosoknal. A koncentracio a tenyész szezonban ¢és szezonon kiviil nem tért

el szignifikansan egymastol.

Az Osszes spermiumszam az ejakuldtumban a vizsgalt fajtadk kozott nem volt szignifikdnsan

eltérd. Azonban a tenyé€sz szezonban jelentdsen magasabb volt az 6sszes spermiumszam értéke,

mint a szezonon kiviil vett mintdké (p-érték: 0.010).
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A tomegmozgast vizsgalva a fajtak kozott nem taldltunk szignifikans kiilonbségeket. A
szezonalitast vizsgalva szintén nem volt jelentds az eltérés a tenyész szezonban vet mintdk és
szezonon kiviili mintak esetében.

A szubjektiv motilitas esetében a cikta és a cigdja kosokkal szemben a rackanak szignifikansan
jobb a szubjektiv motilitasi értéke (p-érték: 0.034). Ugyanakkor tenyész szezonban és szezonon
kiviil nem figyelheté meg szignifikans kiilonbség.

A szakirodalommal Gsszehasonlitva tobb vizsgalat is megerdsitette, hogy a tenyész szezonon
beliil nagyobb mennyiségli ondot tudtak adni a kosok, mint szezonon kiviil (Olah, 2010). Sarlos
¢s munkatarsai tenyész szezonban mértek a legmagasabb motilitasi értékeket, és szezonon kiviil
(nyari honapokban) a legalacsonyabb értékeket. Tovabba szezonon beliill magasabb Osszes
spermiumszamot is kimutattak. Bar a mi vizsgalataink nem erdsitették meg, hogy a szubjektiv
motilitasi érték a tenyész szezonon beliil jobb, tobb kutatds alatdmasztotta, hogy a tenyész
szezonban vett mintak szubjektiv motilitasa jobb a szezonon kiviil vett mintaknal (Olah, 2010;
Sarlos ¢és mtsai., 1996).

A mennyiség, koncentracid és az Osszes spermiumszam/ejakulatum paraméterek esetében
szignifikans interakci6 figyelhetdé meg a fajta és a szezonalitas kozott.

A fajta * szezon kolcsonhatasokat a 6. tablazat szemlélteti.

6. tablazat: A fajta és a szezon kolcsonhatasa azoknal a paramétereknél (mennyiség, koncentracio, dsszes
speriumszam/ejakulatum), ahol interakcié mutathato ki

Paraméter | Tenyész szezon — ; Fajta P-érték
Cigdja Cikta Racka
Mennyiség | Tenyész szezon | 1.07+0.03** 0.72+0.04° 0.8740.06%* 0.0001
(ml) Szezonon kivil | (0.88+0.03%8 0.68+0.04° 0.61+0.05°8 0.0001
P-érték 0.0001 0.495 0.002
Tenyész szezon | 3191.38+£174.24% | 4662.78+260.93 | 5630.79+£178.57 | 0.0001
Koncentraciod A b c
(10%ml) | Szezononkiviil | 3937.81+183.70° | 4750.334254.57 | 4639.244+273.97 | 0.010
B b ab
P-érték 0.0001 0.705 0.011
. Tenyész szezon | 3478.92+238.69% | 3411.79+278.30* | 5185.53+485.88 | 0.0001
Osszes bA
spermiumszam/ —
ejakulatum Szezonon kiviill | 3740.25+287.08 | 3456.06+324.28 1~3064.66i362.22 0.423
P-érték 0.899 0.872 0.0001

Ugyanabban a sorban 1év0 a,b, ¢ és ugyanazon oszlopban 1évé A,B kiilonbozé fels6 indexekkel jelolt
atlagértékek szignifikans eltérést mutatnak. A szinezett értékek mutatjak a szignifikans kiilonbségeket.

A mennyiségi paraméter esetében a fajtdk kozott az ondomintak szignifikans eltéréseket
mutatnak a tenyész szezonon beliil (p-érték: 0.0001). A legnagyobb mennyiségii ond6 a cigaja

kosok esetében volt, mig a legkisebb mennyiség a racka kosoknal. Szezonon kiviil cikta és a
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racka kosok szignifikansan kisebb mennyiségli ejakulatumot adtak a cigaja kosokhoz képest (p-
értek: 0.0001).

A szezonalitast figyelembe véve a cigaja kosoknal (p-érték:0.0001) és a racka kosoknal (p-
érték: 0.002) szignifikans eltéréseket figyeltiink meg a mennyiség szempontjabol. Mindkét fajta
tenyész szezonban nagyobb mennyiségli ondot adott. Cikta kosok esetében a nem volt
szignifikans kiilonbség a tenyész szezonban és a szezonon kiviil vett mintak kozott.

jelentds eltérések mutatkoztak (p-érték: 0.0001). A legnagyobb koncentracidja a racka
kosoknak volt. A legkisebb koncentracigja a cigaja kosoknak. Szezonon kiviil csak a cigdja és
a cikta kosok értékei kiillonboztek szignifikdnsan. A racka kosok koncentracidja egyik értékhez
képest sem volt szignifikdnsan eltérd. A tenyész szezonban €s szezonon kiviil vett friss mintakat
Osszehasonlitva a cigaja kosok esetében volt szignifikans eltérés (p-érték: 0.0001).

Az Osszes speriumszam/ejakulatumot tekintve a racka kosok mint4jaban szignifkdnsan nagyobb
az 0sszes spermiumszam tenyész szezonban. Szezonon kiviil a fajtak kozott nincs szignifikans
kiilonbség.

Az Osszes spermiumszam/ejakuldtum a tenyész szezont tekintve a cigdja és cikta juhok esetében
nincsen szignifikdns eltérés. Azonban a racka kosokndl a tenyész szezonban levett
ejakulatumban szignifikdnsan nagyobb az 0sszes spermiumszam (p-érték: 0.0001).

Tobb szakirodalom megerdsitette, hogy a friss ondd6 mennyiség, koncentracid és Osszes
spermiumszam/ondo a tenyésztési szezonon beliil magasabb, mint a szezonon kiviil vett ond6é
(Olah, 2010; Sarlos és mtasi., 1996; Zamiri és mtsai., 2010).

A cigaja, cikta €s a racka kosok esetében még nem késziilt atfogod vizsgalat arra nézve, hogy
milyen kiilonbségek mutathatoak ki a fajtak kozott. Azonban Vozaf és munkatarsai (2022)
szlovak 6shonos juhok ondojat vizsgéalva arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a vizsgalt fajtak

k6zott nincs kiilonbség.
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2. kérdés A gyljtott ejakulatumok hany szazalékat lehetett fagyasztani fajtankként, illetve
tenyész szezonban és szezonon kiviil? szignifikans eltérések voltak-e? A betarolas mértéke

hogyan alakult fajtankként, tenyész szezonban és szezonon kiviil?

A cigdja, cikta és racka kosokndl azok az ondomintakat, amelyeknek a szubjektiv motilitasa
elérte a 75%-ot, spermium koncentrécioja pedig a 2 millidrd/ ml koncentraciot fagyasztasra
alkalmasnak nyilvanitottak. Fagyasztas utan, felolvasztaskor 40%-os total motilitasi érték felett
keriiltek génbanki betaroldsra a mintdk. A fagyasztasra alkalmas mintak sz4zalékos aranyat
(Fagyaszthatdsag) az 6sszes ejakulatumhoz képest, illetve a betarolt mintak szazalékos aranyat
az 0sszes lefagyasztott mintahoz képest (betarolas mértéke) fajtanként és szezonalitas szerint a
7. tablazat tartalmazza.

7. tablazat Fajta és a szezon hatasa a fagyasztasra alkalmas friss ejakulatum mintak aranyara (75%-os szubjektiv

motilitds és 2 milliard sejt/ml koncentracio kiiszobértékek alapjan), valamint a felolvasztas utani 40%-os total
motilitds alapjan génbankban valo tarolasra alkalmas mintak aranya

Fajta Chi- Tenyész szezon Chi-
Paraméter | Cigaja | Cikta | Racka | négyzet . o Szezonon négyzet
@ | (@) | ) | erek | teyeszszezon(%) |y o érték
Fagyaszthatésag % Fagyaszthatésag %
Fagyasztott | 62.70 | 58.20 | 64.30 56.00° 66.80°
Nem 37.30 | 41.80 | 35.70 | 0586 44.00° 33.20° 0.017
fagyasztott
Betarolas mértéke % Betarolas mértéke %
Betarolva 86.80 | 92.30 | 97.90 88.70 92.60
Nem lett 0.076 0.312
o e 1320 | 770 | 2.10 | 11.30 7.40
tarolva

Az ugyanabban a sorban 1év0, kiilonb6z6 fels6 indexii atlagok jelentésen eltérnek. A szinezett érték mutatja a
szignifikan kiilonbséget.

A harom fajta esetében a fagyaszthatosag kozott nem volt szignifikéns eltérés. Tenyész szezont
tekintve a tenyész szezonban kevesebb mintat lehetett fagyasztani, mint szezonon kiviil.

A fajtak k6zott nem volt szignifikans kiilonbség a betarolt mintdk aranyaban. A tenyész szezont
figyelembe véve szintén nem tapasztaltunk jelentds kiilonbséget a betaroldas aranyaval
kapcsolatban.

Alessandro és munkatarsa (2002) vizsgéltadk Leccese kosok esetében, hogy a tenyész szezon
hogyan befolyéasolja az ond¢ fagyaszthatdsagat. Azt az eredményt kaptak, hogy a tenyész
szezon jelentdsen befolyasolja a fagyaszthatosdgot. A legjobb eredményt a nyari és az 0szi
iddszakban érték el, amely megfelel a szaporodasi idészaknak a mérsékelt égovben.

Tovabbi szakirodalmak is aldtdmasztottak, hogy a fagyaszthatdsagot befolyasolja a szezonalitas

(Saha és mtsai., 2022; Ollero és mtasi., 1998).
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Az eredményeink nem tdmasztjak ald azt, hogy a tenyész szezonban jobb a fagyaszthatosag.

Ezért tovabbi vizsgalatokkal, tobb mintaszdmbol kell meghatarozni a kiilonbségeket.

3. kérdés Milyen hatassal van a fajta €s a szezon a sperma mindségi paramétereire CASA ¢és
Kovacs-Foote festési moddszerrel vizsgalva, az egyedenként 3 kiilonb6z6 id6épontban

fagyasztott majd felolvasztott és értékelt reprezentativ ondominta alapjan?

A vizsgalt kosok reprezentativ ondomintainak spermamindségét a fajta és a szezonalitas hatasat

a 8. tdblazat mutatja be.

8. tablazat. A fajta és a szezonalitas hatasa a cigdja, cikta és racka kosfajtak reprezentativ ondomintdinak
spermamindségi paramétereire

P- P-érték
) Fajta P- Tenyész szezon értek fajta
Paraméter - szezon
értck tenyész szezon
Cigija Cikta Racka Y -
szezon kiviil
Total motilitas | 62.71+ 62.86+ 72.26+ 65.59+ 67.09+
(%) 1.73% 2.66* 2.03% 0.004 1.89 1.69 0.555 0.208
Progressziv 55.82+ 67.11+ 59.17+ 61.27+
eex + a d . .
motilitas (%) 2 078 57.29+£2.53 2 26b 0.002 215 194 0.470 0.454
186.30 196.47
VCL (umys) + A PR oo | = | 775 0sss | 0.039
4.41° ) ) 4.58 )
94.98+ 104.11+ 100.46+ 100.11+ | 98.66+
VAP (pum/s) |78 211 5 50b 0.005 196 177 0.584 0.283
76.76x 84.06+ 78.49+ 80.27+ 79.02+
VSL (um/s) L 410 2 06b 2 60b 0.030 1.0 163 0.608 0.835
41.15% 40.66+ 37.26+ 40.63+ 39.88+
o,
LIN (%) 0.75* 1.08* 0.64° 0.001 0.75 0.68 0.461 0.037
77.99+ 80.14+ 76.95+ 77.73% 79.51+
o,
STR (%) 2.53 1.07 0.74 0.079 1.86 1.69 0.481 0.354
31.64+ 32.11+ 30.64+ 31.57+ 31.51+
BCF (Ho) 0.47 0.66 0.69 0.301 0.55 0.50 0.932 0.617
5.39+ 5.68+ 6.03+ 5.78+ 5.58+
ALH (um) 0.13* 0.17° 0.09* 0.013 0.11 0.09 0-180 0.070
50.73 50.33+ 48.26+ 50.79+ 49.66+
0,
WOB (%) 0.53* 0.77° 0.51° 0.002 0.53 0.47 0.115 0.024
Osszes ép
| 4494+ 43.47+ 46.04+ 4596t 43.40t
memb(l;zr)lu sejt 171 211 265 0.864 20 13 0.335 0.733
43.19+ 41.86t 4492+ 45.04+ 41.58+
IHITIA (% . . .
(%) 1.79 2.17 2.58 0.845 2.0 1.8 0.201 0.805

Az ugyanabban a sorban 1év0, kiilonb6z6 fels6 indexti atlagok jelentdsen eltérnek. A szinezett értékek mutatjak a
szignifikans kiillonbségeket.

A total motilitast, progressziv motilitast és a LIN tekintve a racka jelentés mértékben eltér a
cigdja és cikta eredményekhez képest.
A cigaja VCL, VAP, VSL, ALH ¢s a WOB paraméterek szignifikdns eltéréseket mutatnak a

cikta és a racka eredményekhez képest.
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A tobbi paraméter (STR, BCF, minden ép sejt % ¢és IHITIA) esetén egyik fajtanal sem
tapasztalhatd szignifikans kiilonbség.

A 8. téblazatbdl lathatd, hogy a totdl motilis és progressziv motilis spermiumok aranya
magasabb a rackanal a két masik fajtahoz képest, viszont mindharom sebességi érték magasabb
a rackanal és ciktanal, a cigdjahoz képest. A racka spermiumok viszont kevésbé linearisan
mozognak.

Nem talaltunk szignifikans kiilonbségeket a tenyész szezont tekintve egyik paraméter esetében
sem.

A szakirodalmak szerint a tenyész szezonban levett fagyasztott ejakuldtumok paraméterei jobb
eredményeket mutatnak, mint szezonon kiviil, a tdmegmozgas és a progressziv motilitast
tekintve. (Olah, 2010; Sarlds €s mtsai., 2011).

A spermium mindség fajtankként eltérd, azonban erre a harom kosfajtdra még nem késziilt
atfogd vizsgalat. Ezért sziikségesek tovabbi vizsgalatok, tobb mintdval és egyeddel.

Azoknal a paramétereknél (VCL, LIN, WOB) ahol interakciot tapasztaltunk a fajta és a tenyész
szezon koOzott tovabbi vizsgalatokat végeztink (9. tablazat). Ezeknek a valtozoknak a
kolesonhatési p-értéke kisebb vagy egyenld, mint 0.05. (p-érték<0.05). Megvizsgalatuk a fajta

* szezon interakcidkat, fajtan beliil és a szezonalitas kiilonbségeket (9. tablazat).

9. tablazat. Fajta és a szezonalitas kolcsonhatésa a cigdja, cikta és racka kosfajtak reprezentativ
spermamintdinak néhany mozgasi paraméterére

Paraméter Tenyész szezon — : Fajta I,)- .
Cigaja Cikta Racka érték
VCL tenyé€sz szezon 194.50+10.90* | 202.10+11.70° | 200.60+9.78° | 0.0001
szezonon kiviil 197.70+5.388 200.09+9.11 200.50.14.15 | 0.434
P-érték 0.025 0.802 0.179
LIN tenyész szezon | 44.67+1.74A¢ 40.8+1.41% 39.00+1.73° 0.0001
szezonon kiviill | 40.27+0.825 39.00+£1.67 39.00+1.51 0.826
P-érték 0.009 0.945 0.286
WOB (%) tenyész szezon | 53.89+(0.934¢ 50.37£0.98* 48.00+0.80° 0.0001
szezonon kiviill | 49.84+0.57% 50.31£1.22 48.71+0.81 0.959
P-érték 0.001 0.661 0.512

Az ugyanabban a sorban 1év0, kiilonb6z6 felsé indexti atlagok jelentOsen eltérnek. A szinezett értékek mutatjak a
szignifikans kiilonbségeket.

A cikta és racka kosok spermiumai szignifikdnsan magasabb VCL értékeket mutattak a cigdja
kosokhoz képest.. A szezont figyelembe véve csak a cigdja kosoknal mutathaté ki szignfikans
kiilonbség. A tenyész szezonban gylijtott mintak esetében ez az érték szignifikdnsan

alacsonyabb volt, mint szezonon kiviil.
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A WOB paraméter esetében a racka fajta szingifikans eltérést mutatnak a cigdja és a cikta
fajtakkal szemben (p-érték: 0.0001).
A tenyész szezont figyelembe véve a cigdja kosok esetében a tenyész szezonban szignifikansan

magasabb a LIN ¢és a WOB érték, mint szezonon kiviil.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

Az eredmények alapjan az alabbiak a kovetkeztetéseim:

Mind a fajta, mint a szezon tekintetében a friss és fagyasztott spermamintak kiilonb6zo
mindségi paramétereiben kiilonbségeket tapasztaltunk. A cigaja nagyobb mennyiségi,
produkalt.

Tenyész szezonban nagyobb mennyiségli €s magasabb 0sszes spermium szamu ondot
adnak a kosok.

Az interakci6 vizsgalatnal kidertil, hogy a szezonalis kiillonbségeket foleg a racka és a
cigdja fajta okozza.

Magas mindségi kritériumot valasztva, a mintdk hasonlé aranyban fagyaszthatok az
egyes fajtdknal. A fagyasztott mintdk nagy aranyban (87-97 %-ban) alkalmasak a
betarolasra. A betarolt spermak reprezentativ feolvasztott mintai alapjan a total motilis
¢€s progressziv motilis spermiumok ardnya magasabb a rackandl a két masik fajtadhoz
képest, viszont mindharom sebességi érték magasabb a rackanal és ciktanal, a cigdjahoz
képest.

A racka spermiumok viszont kevésbé linearisan mozognak.

A szezonalitas vizsgalatok kissé torzithatnak, hiszen csak a kosok egy részének volt
szezonban és szezonon kivil is fagyasztasa, mivel a kosokat egy adott idében hoztak be
a mesterséges termékenyitd allomasra €s a meghatarozott betarolt onddo-mennyiség utan
elszallitottak. A cigdja fajta esetében a szezonalitast tekintve szignifikéans kiilonbségeket
figyeltiink meg a VCL, LIN és WOB paramétereknél. A masik két fajta esetében a

szezonalitast tekintve nem volt szignifikéns kiilonbség.

Az eredmények alapjan a kovetkezOk a javaslataim:

Amennyiben a génmegOrzési program a jovoben folytatddik, javaslom a mindségi
paraméterek Osszehasonlitdsat nagyobb egyedszam bevonasdval. Az Osszehasonlitd
vizsgalatok fontos tdmpontot jelenthetnek a génmegdrzési programok tervezésénél, a
génbankok kialakitdsanal. Lehet, hogy a kiilonb6z6 Oshonos juhfajtdk esetében
kismértékben bar, de eltéré sperma-fagyasztasi protokollokat kell bevezetni, illetve

elengedhetetlen a szoros és egységes mindségellendrzési eljarasok alkalmazasa.
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A dolgozat eredményei alapjan ramutattunk arra, hogy a szezonalitas hatassal van az
ond6 mindségére, bar az adatok kissé torzithatnak, hiszen csak a kosok egy részének
volt szezonban és szezonon kiviil is fagyasztasa, mivel a kosokat egy adott id6ben
hoztdk be a mesterséges termékenyitd allomasra és a meghatarozott betarolt ondo-
mennyiség utan elszallitottak. Javaslom, hogy amennyiben a génmegorzési program a
jovoben folytatodik, minden kostol szezonban és szezonon kiviil is torténjen sperma
fagyasztas szezonalitas hatdsdnak vizsgalata a fagyaszthatdsagra.

A cigdja, cikta és racka fajtdk esetében még nem késziilt atfogd vizsgalat arra nézve,
hogy milyen hasonlosagok és kiilonbségek figyelhetéek meg a fajtak kozott. Ezért a
jovOben nagyobb egyedszammal folytathatok lehetnek az elemzések.

A fajtdk kozott kimutatott kiilonbségek hatterében az allatok életkora, tartasi és
takarmanyozasi viszonyai is befolyasold hatdssal birhattak. Ezeket mindenképpen
kontrollalni kell a tovabbi vizsgalatok érdekében. A program célja természetesen nem
tette lehetdvé az egyedkor ¢€s tartdsmod szerinti kivalogatasat, hiszen a program célja a

kiemelkedd genetikai értéket képviseld vérvonalak megdrzése volt.
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6. Osszefoglalas

Az Oshonos magyar juhfajtdk génmegdrzésére kiirt ,,Védett 6shonos €s a veszélyeztetett
mezOgazdasagi allatfajtdk genetikai allomanyédnak ex situ vagy in vitro megérzése” cimil

projekt sordn gyijtott ondomintakat vizsgaltunk meg.

A mintdk begylijtését és betarolasat Herceghalmon, a MATE egyik elédintézményében, a
Nemzeti Agrartudoményi és Innovaciés Kozpont (NAIK) Allattenyésztési, Takarmanyozasi és
Husipari Kutatointézetben (ATHK)a, Szaporodasbiologiai, Embriologiai és Génmeg&rzési
kutatocsoport végezte 2014 és 2017 kozott a Magyar juh és kecsketenyésztd Szovetséggel
egylittmitkdésben.

A projektben 0sszegylijtott ondomintak elemzését harom dshonos magyar kosfajtanal végeztiik
el: cigdja, cikta és racka (fekete ¢és fehér valtozat) egyedeknél. A vizsgalatban 0sszesen 24

egyedtdl vett mintat elemeztiink (11 cigdja, 7 cikta és 6 racka).

A mintdkat kiilonbdz0 spermatologiai mindségi paraméterek alapjan, tobbek kozott a
modositott Kovacs-Foote-féle festési eljarassal és CASA szamitogépes sejtanalizald rendszer
segitségével elemeztik.

A statisztikai analizist IBM® SPSS® statisztikai szofver 29-es verzidjaval végeztiik el. A fajtak
kozotti kolesonhatast, valamint a tenyész szezonban és szezonon kiviili Osszefiiggéseket
kéttényezds varianciaanalizissel (ANOVA) teszttel elemeztiik. A szignifikancia szintje P<0.05
volt. A reprezentativ kosmintadk fagyaszthatdsagat egytényezés ANOVA teszttel elemeztiik.
Khi-négyzet segitségével jellemeztiik a fajta €s az évszak hatdsat a fagyaszthatosagra és a

génbankba valo betarolasi aranyra.

Az eredmények alapjan a vizsgélt harom juhfajta szignifikéns eltéréseket mutatott egymassal
Osszehasonlitva. A mennyiséget tekintve a cigdja fajta szignifikansan eltért a cikta €s a racka
kosok mennyiségétdl. A koncentracido mindharom fajta esetében szignifikdnsan eltérd volt. A
szezonalitdst vizsgdlva azt az eredményt kaptuk, hogy tenyész szezonban szignifikdnsan

nagyobb volt a mennyiség és az §sszes spermiumszam/ejakulatum.

A fagyasztasra alkalmas mintak és a betarolas mértéke alapjan nem volt szignifikans kiilonbség
a fajtdk kozott. Ugyanakkor - a szakirodalommal ellentétben - a tenyész szezonban vett

mintakbol szignifikansan kevesebbet lehetett fagyasztani, mint a szezonon kiviil vett mintakbol.
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A fajta és a szezonalitds hatasat megvizsgaltuk reprezentativ ondomintdk spermamindségi
paramétereinek segitségével. A racka értékei (total motilitas, progressziv motilitas) szignifikans
eltéréseket mutattak a masik két fajtahoz képest.

A cigdja fajta esetében a szezonalitast tekintve szignifikans kiilonbségeket figyeltiink meg a
VCL, LIN és WOB paramétereknél. A masik két fajta esetében a szezonalitast tekintve nem
volt szignifikans kiilonbség.

A spermiumok membranintegritdsinak szempontbol sem a fajtak esetében, sem a szezonalités
tekintve nem tapasztaltunk szignifikans eltéréseket.

Az eredmények alapjan javaslom, hogy tovabbi vizsgalatokat sziikséges elvégezni a cigdja,
cikta és racka kosok szaporodasbioldgiai tulajdonsagainak Osszehasonlitdsanak érdekében.
Ebben a felmérésben fajtanként viszonylag kevés kos spermamintai alltak rendelkezésiinkre,
ezért sziikséges szélesebb spektrumban megvizsgalni a paramétereket. Tovabbi vizsgalatok
kiterjeszthetdk arra nézve, hogy a kiilonb6z6é &shonos juhfajtak esetében eltérd
spermafagyasztasi protokollokat alkalmazzunk-e, illetve elengedhetetlen a szoros és egységes
mindségellendrzési eljarasok alkalmazésa.

Az eredmények alapjan megdllapitottuk, hogy a szezonalitas jelentds befolydssal bir a
spermamindségre. Bar a tenyész szezonban vett mintdkbol szignifikansan kevesebbet lehetett
fagyasztani, ennek oka az is lehet, hogy beszéllitott kosoknak kiilonboztek a tartasi,
takarmanyozasi, kornyezeti koriilményei, amelyek mind befolyasoljdk a spermamindséget ¢és
fagyaszthatdsagot.

Osszefoglalva eredményeink segithetnek a juhfajta specifikus krioprezervacios protokollok
kidolgozasdban, az O&shonos magyar juhfajtdk génmegdrzési programjanak a minél

hatékonyabb kivitelezésében.
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8. Tablazatok és abrak jegyzéke

Abrik

1. abra Magyarorszag juhallomanya 2014-2022 8. oldal

2. abra A spermium felépitése 12. oldal

3. abra A CASA rendszer munkafeliilete 22. oldal

4. abra SYBR 14/PI kombindacioval festett spermiumok. Az €16, ép plazmamembrannal bird
ondosejtek zolden fluoreszkalnak (SYBR 14), az elhalt sejtek vordsre festodnek (PI) 24. oldal
5. abra Kovéacs-Foote-féle festési eljaras, kosspermiumok ¢l6/elhalt és akroszomafestése, az
5152-es kos fagyasztott spermamintdjabol késziilt festett kenet mikroszkopos felvétele,
sejttipusok meghatarozasa 30. oldal

6. abra Casa adatlap 32. oldal

Képek

1. kép Hortobagyi racka 9. oldal

2. kép Cikta juh 10. oldal

3. kép Cigaja juh 10. oldal

Tablazat

1. tablazat Nemzetkozi publikéciok alapjan 0sszegyljtott termékenyitési eljarasok eredményei
20. oldal

2. tablazat A kiilonbo6z6 allatfajok spermiumsejtjei kozotti méretbeli kiilonbségek 21. oldal

3. tablazat A spermiumok értékelési kategoriai 31. oldal

4. tablazat A CASA adatlapon szerepld roviditések jelentése 33. oldal

5. tablazat A fajta €s a szezonalitas hatdsa az ondd mindségére 35. oldal

6. tablazat A fajta és a szezonalitds kolcsonhatdsa azokndl a paramétereknél (mennyiség,
koncentracio, 6sszes speriumszam/ejakulatum), ahol interakcio mutathaté ki 36. oldal

7. tablazat Fajta és a szezon hatasa a fagyasztasra alkalmas friss ejakulatum mintak aranyara
(75%-0s szubjektiv motilitds és 2 milliard sejt/ml koncentracio kiiszobértekek alapjan),
valamint a felolvasztas utani 40%-os tomegmozgas alapjan génbankban valo tarolasra alkalmas
mintdk aranya 38. oldal

8. tablazat A fajta ¢és a szezonalitds hatdsa a cigdja, cikta és racka kosfajtdk reprezentativ
ondomintdinak spermamindségi paramétereire 39. oldal

9. tablazat Fajta és a szezonalitas kdlcsonhatdsa a cigdja, cikta és racka kosfajtak reprezentativ

spermiumainak fagyaszthatosagara és ¢életképességére 40. oldal
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9. Nyilatkozatok
9.1. Hallgatoi nyilatkozat

NYILATKOZAT
diplomadolgozat nyilvanos hozzaférésérdl és eredetiségérdl
A hallgato neve: vasarhelyi Panka Boglarka
A Hallgaté Neptun kodja: VIDJ2H
A dolgozat cime: Mélyhfitve tarolt ondd mintak mindségellendrzése

&shonos magyar juhfajtak ex-situ, in-vitro
génmegdrzése soran

A megjelenés éve: 2024
A konzulens intézetének neve: Allattenyésztési Tudomanyok Intézet
A konzulens tanszékének a neve: Preciziés Allattenyésztési és Allattenyésztési

Biotechnika Tanszék

Kijelentem,hogy az altalam benyujtott diplomadolgozat egyéni, eredeti jellegd, sajat szellemi
alkotasom. Azon részeket, melyeket mas szerz6k munkajabél vettem at, egyértelmden
megjeldltem, és az irodalomjegyzékben szerepeltettem.

Ha a fenti nyilatkozattal valétlant éllitottam, tudomasul veszem, hogy a zardvizsga-bizottsag
a zarovizsgabol kizar és a zarévizsgat csak Uj dolgozat készitése utan tehetek.

A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését és
nyomtatasat engedélyezem.

Tudomasul veszem, hogy az sltalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotas
felhasznaldsara, hasznositdsdra a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem mindenkori
szellemitulajdon-kezelési szabalyzataban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata feltdltésre keriil a Magyar
Agrar- és Elettudomanyi Egyetem kényvtari repozitori rendszerébe. Tudomasul veszem, hogy
a megvédett és

- nem titkositott dolgozat a védést kovetden

- titkositasra engedélyezett dolgozat a benyujtasatol szémitott 5 év eltelte utan
nyilvanosan elérhetd és kereshetd lesz az Egyetem kényvari repozitori rendszerében.

Kelt: 2024. év aprilis hd 17. nap

{ Venondia .),,_;‘.»- Prouduo
Hallgat6 alairasa
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9.2. Konzulensi nyilatkozat

NYILATKOZAT

Vasarhelvi Panka Boglirka (név) (haligatd Meptun azonositdja: VIDIZH) konzulenseként
nyilatkozom amrdl, hogy a diplomadolgozatot attekintettem, a hallgatdt az irodalmi forrasok
korrekt kezelésének kovetelményeirdl, jogi és etikai szabalyaird] tajékoztattam.

A diplomadolgozatot a zardvizsgan tirténd védésre javasiom f nem javaslom®.
A dolgozat dllam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: jgen nem*?

Kelt: Gadala, 2024, 04. 20

'y AV Sy Sl

belsd konzulens
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10. Koszonetnyilvanitas

Ezuton szeretném kifejezni koszonetemet konzulenseimnek, Dr. Kutvolgyi Gabriellanak és Dr.
Bod¢ Szilardnak, azért a kiemelkedd segitségért és tdmogatasért, amit a dolgozatom elkészitése
soran nyujtottak. A kutatdsi témaban valo elmélyiilésre és a dolgozat megirasara nem lett volna
lehetdségem a segitségiik és iranymutatasuk nélkiil. Nemcsak szakmai segitséget nyujtottak,
hanem felkeltették az érdeklodésemet a kutatasi téma irant. Munkdjuk, elkotelezettségiik
példaként szolgéalnak szdmomra és inspiralnak, hogy a jovében is tovabbfejlesszem magam a

szakteriiletemen.

Tovabba kdszonetet szeretnék mondani a Szaporodasbiologiai, Embriologiai és GénmegOrzési
kutatocsoport minden tagjanak, mert a projekt soran segitettek a mintak fagyasztasadban ¢és a

reprezentativ mintakhoz sziikséges felolvasztasban.

Kiilon koszondom Malam Abulbashar Mujitabanak a statisztikai elemzésben nyujtott

segitsegéért.
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