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OSSZEFOGLALAS

A kutatas célja az volt, hogy megallapitsuk, a zselatin tartalmu
higito miként befolyasolja az ot napon at, 5 °C-on tarolt kosspermi-
umok életképességét. A hipotézisiink az volt, hogy ha zselatint adunk
a spermahigitokhoz, akkor az étnapos tarolas soran a spermiumok
tovabb megdrzik életképességiiket, mint a kontroll higitoban. A ku-
tatashoz két alaphigitot hasznaltunk. Az egyik 1,5%-os zsirtartalmii
UHT-tej, a masik 1,5%-os zsirtartalmi UHT-tej + 5% tojassdargaja.
Mind a két higitohoz 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0%-ban adtunk Dr. Oetker
lapzselatint.

A higitott ejakulatumokat 5 napig +5 °C-on taroltuk és 24 oran-
ként mintat vettiink beldliik. A mintakbol Kovdcs-Foote-féle festéssel
készitettiink keneteket, amiket fénymikroszkop segitségével értékel-
tiink ki. A sejteket ot csoportba soroltuk uigy, mint. élé-ép, élé-sériilt
akroszomaju, elhalt, él6 fejii—elhalt farku, él6 farkii—elhalt fejii. Vari-
anciaanlizis segitségével hataroztuk meg, hogy van-e dsszefiiggés a
zselatin koncentrdcio és a spermiumok életképessége, morfologidja
kozott. Az eredmények alapjan arra a kévetkeztetésre jutottunk, hogy
az élo ép sejtek ardanya tendenciajaban az 1,5%-os zsirtartalmu UHT
tej + 1% zselatin, illetve 1,5%-os zsirtartalmi UHT-tej + 5% tojas-
sdrgdja + 1,5% zselatin dsszetételii higitok esetében volt a legnagyobb,
de az eltérések nem voltak szignifikansak (p>0,05).

Kulcsszavak: zselatin, sperma, folyékony tarolas 5 °C-on, UHT
tejes higito

SUMMARY

The aim of our study was to examine how different gelatin
concentrations affect ram semens viability in liquid storage at 5 °C
Sfor five days. Our hypothesis was if we add gelatin to the semen
extender, than the viability of ram semen will be better in the extenders
containing gelatin, than the control. We used two different semen
extenders:1.5% UHT milk and 1.5% UHT milk + 5% egg yolk. We
added 0, 0.5, 1.0; 1.5; 2.0% Dr. Oetker gelatin to the semen extenders.
We stored the semen for five days at 5 °C and in every 24 hour we
made sampling.

We stained the smears with Kovacs-Foote staining and evaluated
them with light-microscope. We categorized the cells in five groups
like: live and intact cells, live cells with injured acrosome, dead cells,
live head with dead tail and live tail with dead head. We used one-way
analysis of variance (ANOVA) to assign how gelatin concentration
affects the number of the categorized cells. On the fifth day, the viability
was the best in the following semen extenders: 1.5% fat UHT milk +
1.0% gelatin and 1.5% fat UHT milk + 1.5% gelatin, but it was not
significant (p>0.05).

Keywords: gelatin, semen, liquid storage at 5 °C, UHT milk
extender

BEVEZETES

Az akroszoma és akroszomareakcio kozvetleniil
befolyasolja a spermium termékenyit6 képességét (Sarlos,
1999; Szasz, 2007). A spermiumok hidegsokk és fa-
gyasztas hatasara képesek elveszteni akroszomajukat,
a levalas mértéke viszont védéanyagok (antioxidansok,
zselatinok) hozzaadasaval csdkkenthet (Torre et al.,
2007). A spermiumok konzervalasahoz felhasznalt hi-
gitd dsszetétele dontden befolyasolja a motilis, akro-
szomaval rendelkezd sejtek szamat. Salamon és
Maxwell (2000) szerint a tej azért j6 spermahigito,
mert a benne talalhato fehérjék pufferként viselkednek,
igy tarolas soran a pH és a hémérséklet ingadozasat keé-
pesek tompitani. Az UHT (ultramagas hémérsékleten
kezelt tej) tej elonye a nyerstejjel szemben, hogy higi-
tas elott nem kell forralni és azonnal felhasznalhato,
valamint steril tapkozeget biztosit a spermiumok sza-
mara.

A szintetikus zselatint tartalmazo6 spermahigitot mar
tobb allatfaj esetében alkalmaztak a sperma konzer-
valasdhoz. Nagy et al. (2002) nytlsperma higitéhoz ad-
tak zselatint, majd 72 o6ran at +5 °C-on tartottak a
termékenyitGanyagot. Kontrollként zselatinmentes hi-
gitot hasznaltak. A vizsgalat végén azt az eredményt
kaptak, hogy a zselatint tartalmazé higitoban volt tobb
az ¢l0, akroszomaval rendelkezd sejtek szama. Yaniz et
al. (2005) kossperma hiitve tarolasahoz hasznaltak zse-
latint. A kontrollként hasznalt higit6 UHT-tej volt. A
spermat 2, 24, 48 6raig taroltak +15 °C-on. A 24 és 48
oras tarolast kdvetden a zselatinos higitoban volt ma-
gasabb a motilis sejtek aranya. A 24 o6rat tarolt sperma-
mintakat peteburok kotodési teszt segitségével is
értékelték. A peteburok kotddési teszt 1ényege, hogy a
zona pellucidahoz szorosan kapcsoldodd spermiumok
szama Osszefliggésben van a sperma in vivo terméke-
nyité képességével. A mintak értékelésénél azt az ered-
ményt kaptak, hogy a zselatinos higitéban tarolt him-
ivarsejtek nagyobb aranyban kotddtek, mint a kontroll
higitéban tarolt spermiumok. Salvador et al. (2006)
kecske spermat taroltak tejben (M) — ami egyben kont-
roll higité is volt —, amihez zselatint (G), ciszteint (C),
zselatint+ciszteint (GC) adtak. A termékenyit6é anyagot
higitast kovetden 72 orat +5 °C-on taroltak. A kisérlet-
ben vizsgaltak a spermiumok motilitasat és terméke-
nyitd képességét. Eredményeik alapjan a zselatinos
kozegben tarolt spermiumok tovabb megdrizték motili-
tasukat, mint a kontroll higitoban tarolt sejtek, de a fer-
tilitasban nem tapasztaltak szignifikans kiilonbséget.
Paulenz et al. (2010) az volt a hipotézise, hogy ha tejes
higitohoz zselatint adnak, a kosspermiumok tovabb
maradnak életben. Kisérletiikben 15 kos spermajat higi-
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tottak meg tejjel, majd 0,2 ml-es miiszalmaban 12 oraig
¢és 24 oraig taroltak a termékenyitéanyagot. A tejjel higi-
tott ejakulatum egy részéhez zselatint adtak, amit 0,5 ml-
es miszalmaba szivtak fel és szintén 12 oraig és 24
oraig taroltak az ondot.

A higitott ejakulatumokkal 633 anyajuhot termé-
kenyitettek. A spermiumok termékenyitd képességét az
ellési eredmények alapjan értékelték. Az ellési szazalék
nem mutatott szignifikans dsszefliggést a tarolas ideje
¢s a higitoban 1évo zselatin mennyisége kozott.

ANYAG ES MODSZER

A vizsgalatokhoz a Debreceni Egyetem Kismacsi
Kisérleti Telepén elhelyezett cigaja fajtaju kosok ejaku-
latumait hasznaltuk fel. Az ugratasra fészezonban, no-
vember 7-én keriilt sor. A spermavétel mihiivellyel
tortént. Ezt kovetden elészor az ejakulatum mennyisé-
gét ml-ben mértiik meg, a duplafala spermavételi poha-
ron 1évo skala segitségével. A mennyiség leolvasasa
utan az ¢élosejtszam szazalékos aranyat OLYMPUS
BX64 fénymikroszkdp segitségével hataroztuk meg,
400%-o0s nagyitas mellett a Evans és Maxwell (1987)
altal leirt modszer segitségével. Az ejakulatum siiriisé-
gét Minitube Photometer SDMS5 fotometrias siirtiség-
mérd segitségével hataroztuk meg. A mintakat 5-5
egyenld részre osztottuk, majd 37 °C-os vizfiirdébe he-
lyeztiik a hidegsokk elkeriilése érdekében. Az ondo hi-
gitasa a koncentracio fliggvényében tortént. A higitast
akkor végeztiik, amikor az ejakulatum és a higitok is 30 °C-
ra hiiltek le a vizflirdében. A cervikalis inszeminalasnal
alkalmazott higitott spermaban 120x10° az €16 sejtek
szama (Evans és Maxwell, 1987). Mi is ugyanezt a hi-
gitast alkalmaztuk. Két higitot hasznaltunk. Az egyik
1,5%-os zsirtartalma UHT-tej, a masik 1,5%-o0s zsir-
tartalmi UHT-tej + 5% tojassargaja. Mindkét higitdhoz
0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0%-ban adtunk Dr. Oetker lapzsela-
tint.

A zselatint nem tartalmazo higitott mintakat hasz-
naltuk kontrollként. Higitast kdvetden az ondot fokoza-
tosan hiitottiik le +5 °C-ra, majd 6t napon at ezen a
hémeérsékleten taroltuk. A higitott ejakulatumbal 24
oranként mintat vettiink, és elvégeztiik az ¢16-clhalt és
akroszoma festést (Kovacs és Foote, 1992; Nagy et al.,
1999; Kutvolgyi et al., 2006). A spermamintakat PBS
(0,82% NaCl + 0,06% K,HPO, anhidrat) + 0,1% for-
malin oldattal higitottuk 100x-os mértékben, majd egy
cseppet targylemezen elkevertiink egy csepp Chicago
Sky Blue (0,16%) festékoldattal, amely az ¢16 és holt
ondosejtek elkiilonitésére alkalmas festék. Egy masik
targylemez segitségével kenetet készitettiink, majd leve-
g6n kozel fliggéleges helyzetben szaritottuk. Szaradast
kovetden a mintakat 4 percre fixalo oldatba (86 ml 1IN
HCI, 14 ml 37%-o0s formaldehid oldat, 0,2 g neutral-
vords, Sigma N 2880) helyeztiik. A fixalt keneteket fo-
ly6 csapvizzel, majd desztillalt vizzel oblitettiik. Ezt
kovetden az akroszoma festésre hasznalt Giemsa ol-
datban (50 ml desztillalt viz + 4 ml Giemsa 7,5%-0s
torzsoldat, Sigma GS 500) 38 °C-on, 4 6ran keresztiil
tartottuk a keneteket, majd folyo csapvizzel ¢és desztil-
lat vizzel oblitettiik. A mar megszaradt keneteket xilol-
ban oldott 1%-o0s vajsarga (dimethyl yellow, Sigma
D6760) és kanadabalzsam (Canada Balsam, Sigma
C1795) 3:1 aranyt keverékébdl all6 oldattal fedtiik le.

A keneteket 400x-o0s nagyitassal, OLYPUS BX64
fénymikroszkop segitségével értekeltiik. Az értekelést
a targylemez tobb pontjan is elvégeztiik, lemezenként
200 spermiumot az aldbbi csoportokba soroltunk:
El6, ép sejtek.

E16, sériilt akroszomaval rendelkezd sejtek.

Elhalt sejtek (fej + farok).

El6 fej, elhalt farok.

Elhalt farok, ¢I0 fej.

A kiilonb6z6 csoportok elkiilonitéséhez a Nagy et
al. (1999) altal leirt modszert hasznaltuk. Az €16 és el-
halt sejtek megitéléséhez a fej hatulsd, az akroszéma
épségérdl annak eliilsd része nyujt tajékoztatast (1.
kép). Az altalunk meghatarozott morfologiai katego-
ridk €s a zselatin koncentracié kozotti kdlcsonhatast
egytényezds varianciaanalizissel (ANOVA) hataroztuk
meg SPSS for Windows 13.0 program segitségével.

RN

FEJ: él6—fehér szinli
elhalt—fekete (sziirke) szinii
FAROK: é16—rozsaszinl

elhalt—sotét lila, fekete szint
AKROSZOMA: ép—bibor szinii + egyenes alapvonal

fellazult—sotét levendula szini +

ivelt alapvonal

sériilt—vilagos levendula szint

hianyzo—fehér szinii fej és azon a

piros posztakroszomalis gytrii

1. kép: Kosspermiumok értékelése Kovacs-Foote-féle festéssel

Picture 1: Ram semen evaluation with Kovacs-Foote staining

EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

A 1,5%-o0s zsirtartalmtt UHT-tej + zselatin tartalmu
higitok koziil az 1% zselatint tartalmazoban volt a leg-
tobb €16, ép spermium az 6todik napon (1. dabra). Az
eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy tejes higitoban, 6t napon at +5 °C-on tarolt sper-
miumok az 1% zselatin tartalmu higitéban maradnak
legtovabb életben, de ez nem szignifikans (p>0,05).

A 1,5%-o0s zsirtartalmtt UHT-tej + 5% tojassargajat
is tartalmaz6 higitok koziil a 1,5% zselatint tartalmazo
higitoban volt a legmagasabb az €16, ép spermium ara-
nya az 6todik napon (2. abra). A 2% zselatint tartalma-
z6 higitoban az 6tddik napon mar nem talaltunk €16, ép
sejteket. A kiilonboz6 zselatin koncentraciok és az €16
sejtek szdzaléka kozott nem mutathato ki szignifikans
kiilonbség (p>0,05).
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. abra: A 1,5%-os zsirtartalmi UHT-tej + zselatin tartalmu
higitékban az €16, ép sejtek %-os ardnya az
otnapos tarolas soran

3. dbra: A 1,5%-os zsirtartalmi UHT-tej higitokban
az elhalt sejtek %-os ardnya az
otnapos tarolas soran

¥ 0% zselatin

0,5% zselatin

1,0% zselatin

E16, ép sejtek, % (1)

W 1,5% zselatin

W 2,0% zselatin

[} 1 2 3 4 5
Napok szima(2)

100

90 —

W 0% zselatin

W 05% zselatin

Elhalt sejtek, %(1)

 1,0% zselatin
15% zselatin

2.0% zselatin

Napok széma(2)

Figure 1: The percentage of live, intact cells in 1.5% UHT milk
+ gelatin during five days of storage
Live, intact cells (%)(1), Number of days(2)

2. abra: A 1,5%-os zsirtartalmiu UHT-tej + 5% tojassargaja +
zselatin tartalmu higitékban az €16, ép sejtek %-os aranya
az Gtnapos tarolas soran

0% zselatin

0,5% zselatin

EI8. ép sejtek, %(1)

1,0% zselatin
W 1,5% zselatin

W 2,0% zselatin

Napok szima(2)

Figure 2: The percentage of live, intact cells in 1.5% UHT milk
+ 5% egg yolk + gelatin during five days of storage
Live, intact cells (%)(1), Number of days(2)

A 3. abra adatai alapjan lathato, hogy a 2,0%-os
zselatin tartalmu higitoban volt a legmagasabb az el-
halt sejtek aranya az 6tddik napon. A legkevesebb el-
halt sejt az 1,0%-o0s zselatint tartalmaz¢ higitoban volt.
Az elhalt sejtek aranya és a zselatin koncentracioja ko-
z6tt nincs szignifikans 6sszefiiggés (p>0,05).

Az 1,5%-os zsirtartalmia UHT-tej + 5% tojassargaja
+ zselatin tartalmu higitokban szintén a 2,0%-os zsela-
tin tartalom mellett volt a legtobb az elhalt sejtek sza-
ma, a legkevesebb az 1,5%-os zselatin tartalmu higito-
ban volt az 6todik napon. A zselatin koncentracio és az
elhalt sejtek szama kozott nincs szignifikans dsszefiig-
g¢és (p>0,05) (4. abra).

Az 6tnapos tarolas alatt az 1,5% zselatint tartalmazo
mintaban volt a legtobb €16 fejii, elhalt farkt sejt, mig a
legkevesebb a 2,0%-o0s zselatint tartalmazd mintaban
volt (5. dbra). A zselatin koncentracidja nem volt hatés-
sal az ¢16 fejli, elhalt farku sejtek szamara (p>0,05).

A tojassargajat is tartalmazo ejakulatumban a 1,5%
zselatint tartalmazo mintakban fordult el a legtdbb €16
feji, elhalt farku sejt. A legkevesebb sejt ebben az esetben
is a 2% zselatintartalmu ejakulatumban volt (6. abra).

Figure 3: The percentage of dead cells in 1.5% UHT milk + gelatin
during five days of storage
Dead cells (%)(1), Number of days(2)

4. abra: A 1,5%-os zsirtartalmi UHT-tej + 5% tojassargaja +
zselatin tartalmu higitékban az elhalt sejtek %-os aranya
az Gtnapos tarolas soran
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2 3
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Figure 4: The percentage of dead cells in 1.5% UHT milk + 5%
egg yolk + gelatin during five days of storage
Dead cells (%)(1), Number of days(2)

5. abra: A 1,5%-os zsirtartalmi UHT-tej + zselatin tartalmu
higitékban az é16 fejii, elhalt farki sejtek %-os ardnya
az Otnapos tarolas soran

W (% zselatin
W 05% zselatin
W 1,0% zselatin

1,5% zselatin

EI6 fejii, elhalt farki sejtek, %(1)

2.0% zselatin

0 1 2 3 4 5

Napok szima(2)

Figure 5: The percentage of live headed, dead tailed cells in
1.5% UHT milk + gelatin during five days of storage
Live headed, dead tailed cells (%)(1), Number of days(2)
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6. abra: A 1,5%-os zsirtartalmiu UHT-tej + 5% tojassargaja +
zselatin tartalmu higitokban az é16 fejii, elhalt farki sejtek %-os
aranya az 6tnapos tarolas soran

W 0% zselatin
(5% zschtin
 1,0% zsehtin

1,5% zselatin

EI6 feji, elhalt farka sejtek, %(1)

2.0% zselatin

0 1 2 3 4 5

Napok szima(2)

Figure 6: The percentage of live headed, dead tailed cells in
1.5% UHT milk + 5% egg volk + gelatin during five days of storage
Live headed, dead tailed cells (%)(1), Number of days(2)

A zselatin koncentracio és az €16 feji, elhalt farka
sejtek szama kozott nincs szignifikédns kiilonbség
(p>0,05).

A vizsgalt mintdkban ¢16 farku-elhalt fejt, illetve
€16-sériilt akroszomaval rendelkezé sejt olyan kis
szamban fordult el6, hogy erre a két kategoriara nem
végeztiik el a szignifikancia vizsgalatot.

Az eredmények alapjan az 6t napig tarto, +5 °C-on
végzett tarolas soran az 1,0-1,5% zselatint tartalmazo
tejes €s tej + tojassargdjas higitokban a kossperma min-
tak €10, ép sejtjeinek aranya megfeleld volt.
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