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Osszefoglalas

A vizsgalat célja egy tiregi nyul (Oryctolagus cuniculus) ex situ génbank létesitése szdmara megfeleld
spermagyiijtési €s mélyhtitési eljaras kidolgozasa volt. A kisérletben résztvevo allatokat egyedileg,
ketrecekben tartottuk. A bakokat a mithiivellyel torténé spermavételre szoktattuk, kezdetben szines
torpe anyakat hasznalva fantom ndsténynek. Késobb az 4allatokat atszoktattuk rex gereznabol
motilis és termékenyitoképes himivarsejtek aranyat Kovacs- Foote féle festéssel értékeltik. A
mélyhiitési helyszinre torténd szallitds koriilményeit is vizsgaltuk. A hitve (16 °C) két oran at
szallitott, Weitze-Trissel 1:1 ardnyban higitott mintdk ivarsejtjeinek mozgékonysagat CASA
(Computer Assisted Semen Analysis)-val hataroztuk meg. A legalabb 50% motilitast mutaté mintakat
modositott Besenfelder- féle eljarassal mélyhiitottiik. Az ¢l6 és termékenyitdképes sejtek aranya a
fagyasztasi karosodéas hatasara 27,3%-tal csokkent. A spermamélyhiitési eljarast liregi nyulon a
hazinyul fajtdkhoz hasonl6 eredményességgel tudtuk végrehajtani.

Kulesszavak: iiregi nytl, spermagytijtés, mélyhiités, ex situ génbank

Development of a semen collection and cryopreservation method for establishing an ex situ
gene bank in wild rabbits

Abstract

The aim of study was to develop a reliable semen collection and cryopreservation method for gene
banking in European wild rabbit (Oryctolagus cuniculus). The animals were kept in cages
individually. The bucks were trained for ejaculation into an artificial vagina. The device is hand-held
beneath a dwarf female with the open end pointed in a caudal direction or placed to a phantom
prepared from fur of a rex rabbit. The concentration of semen was counted by a Makler chamber. The
ratio of motile and fertile sperm cells was determined by Kovacs-Foote staining. The condition of
delivery of semen samples to the place of cryopreservation was studied as well. The motility of sperm
cells obtained from cooled (16 °C) and diluted samples (Weitze-Tris 1:1), delivered for 2 hours was
determined by CASA (Computer Assisted Semen Analysis). Semen samples (at least 50% sperm
motility) were cryopreserved using modified Besenfelder’s freezing protocol. The ratio of live sperm
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cells with competence of fertility were reduced with 27,3% due to cryodamage. The semen freezing
technique in wild rabbit resulted same efficacy as in domestic ones.
Keywords: European wild rabbit, semen collection, cryopreservation, ex sifu gene bank

xxxxxx

Bevezetés

Az tregi nyulat a Természetvédelmi Vildgszovetség (IUCN) a veszélyeztetettség kozeli
kategoriaba sorolja 2008-t6l, mivel szdmuk az elmult évek alatt drasztikus fogydsnak indult
(IUCN, 2014). Az allomany ilyen mértékii csokkenésének tobbek kozott a myxomatozis, az RHD
(Rabbit Haemorrhagic Disease) vérzéses megbetegedés, az ¢lohelyek fokozatos eltiinése, illetve a
vadaszat lehet okozdja. Azonban az {liregi nyul fontos szerepet jatszik az Okoszisztéma
alakitdsaban, tajformalonak tartjak, termékenyebbé teszi a foldet iirtilékhalmaival, a novényi
magok szétszorasaban is része van. (4/thdcker, 2003). A jelenleg megmaradt génalloméannyal gy
kell gazdalkodni, hogy abbol minél kevesebb vesszen el (Bodo, 2015), ami mind ex situ mind in
situ  fajvédelmi programok beinditasat igényli. Az ex situ génmeglrzés szamara a
termékenyitdképes szaporitdoanyag hossza tavu eltaroldsa elengedhetetlen.

Cikkiinkben bemutatott kisérleteink az tiregi nyul ex situ fajvédelmét szolgald modszerek
fejlesztésére iranyultak. A spermabank kialakitdsa céljara elséként az iiregi nyul bakokat a
hazinyul tenyésztés gyakorlataban alkalmazott spermavételi modszerhez kellett szoktatni, hogy a
fantomra ugratott bakokt6l mihiively segitségével gylijthesslink ondot (Breederman és mtsai,
1964, Sinkovics, 2007). A spermaminta mindségének biralatdhoz a szubjektiv vagy digitalis
képalkotoeljaras (CASA) (Horvdth és mtsai, 2000) segitette motilitds meghatarozason kiviil
fénymikroszkopos festési eljarasokat is alkalmazhatunk, amelyekkel a morfoldgiai
rendellenességek vizsgalhatjuk (pl. Cerovsky festés), illetve komplex festési eljarast alkalmazva
(pl. Kovéacs-Foote féle festés) meghatdrozhatjuk a termékenyitOképes himivarsejtek aranyat
(Kovdcs és Foote, 1992). Gyakran a spermavétel helye nem egyezik meg a mélyhlités
helyszinével, ezért a levett ondot akar tobb oran keresztiil is széllitani kell. Kisérleteinkben a
megfeleld szallitasi koriilmények biztositasa érdekében vizsgaltuk meg a sperma eltarthatosagat.
A megfeleld modon széllitott liregi nyul sperma mélyhiitéséhez a laboratoriumunkban hézinytlon

crer

Polgar, 2003; Bodo és mtsai, 2012; Kerekes és mtsai, 2012; Balogh és mtsai, 2013).
Anyag és modszer

Kisérleti allatok és tartdsuk

Munkank soran hat, véletlenszeriien kivalasztott 2008 és 2012 kozott sziiletett iiregi nyul
bakot, és egy holland fajtaju torpe szines kontroll bakot, fantom anyaként a spermavételhez két
holland fajtaju torpe szines anyat tartottunk hézilag készitett, hagyomanyos, egyedi fa
ketrecekben, mélyalmos tartasban. Takarméanyozasuk ad libitum lucernaszénéval €és kereskedelmi
forgalomban kaphat6 nyultappal tortént.

A spermavétel kidolgozasa, az ondo gytijtése

A spermavételt a hazinyul tenyésztés gyakorlataban elterjedt protokoll alapjan végeztiik,
mihiively segitségével. Az liregi nyul bakok az elsd sikeres ugratasahoz 9 hetes szoktatési idére
volt sziikség. 2015 marciusaig a bakokat fantom anyédkra ugrattuk, majd egy alkarra hizhato, rex
nyulszérbdl kialakitott fantomra szoktattuk 4t az allatokat. A bakok ugrdsdnak iddtartamat
masodpercekben mérve mindkét ugratasi technika esetén feljegyeztiik. 2014-ben 4 iiregi nyul
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baktol 77 alkalommal, 18 alkalommal a kontroll baktél, 2015-ben hat baktél 190 alkalommal, a
kontroll baktol pedig 32 alkalommal tortént sikeres spermavétel. Rogzitettiik a kinyerhetd ondo
optikéaval segitett fénymikroszkopos vizsgalattal allapitottuk meg a mozgékony sejtek aranyat.
A sperma szallitasanak vizsgalata

A szallitasi kortiilmények optimalizalasanak céljabol az ondomintak szallitast megel6z6
higitasanak feltételezett kedvezd hatasat vizsgaltuk. A kinyert, atlagosan 249,48 pl-nyi minta
felét Weitze-Tris 1:1 ardnyt hozzdadéasaval higitottuk. A 16 °C-os hiitéladaban atlagosan 2 6ran
at torténd szallitast kovetden a kezelt sperma mindségét Gsszehasonlitottuk a kontroll (nem
higitott) csoport minéségével. A kisérleteket a NAIK-ATHK-ban 6 ismétléssel végeztiik, CASA
rendszerrel meghatdrozva a kezelési csoportok mintaiban a mozgékony spermiumok aranyat (%),
a progressziv motilitasi szazalékot, a spermiumok sebességének valtozéasait VAP (um/s), VCL
(um/s), VSL (um/s), STR (%), LIN (%), WOB (%), ALH (um) és a BCF (Hz) értékeket.

Sperma mélyhiités, felolvasztas

A spermiumok fagyasztasahoz a NAIK-MBK-ban moddositott Besenfelder-féle mélyhtitési
protokollt alkalmaztuk. A szobahdmérsékletli ondohoz 1:2 aranyban a 9 v/v% DMSO-t és 15
v/v% tojassargdjat tartalmazd Weitze-Tris alapu (M1) véddanyagot kevertiink, majd 90 perc alatt
folyamatosan 5°C-ra hiitottilk a mintat, majd a sperma eredeti térfogataval megegyezd térfogatt
5°C-os M2 véddanyagot (glicerin, tojassargaja, Weitze-Tris) adtunk az 5°C-os MI1+ondo
elegyhez. A mintakat, 0,25 ml-es miiszalméba toltve 20 percig fektetett allapotban hagytuk, majd
a folyékony nitrogén felszine folé helyeztiikk 4 cm-re, 5 percig. A folyékony nitrogénbe meritett
miiszalmékat gobletekbe toltottiik és konténerben taroltuk el.
A felolvasztashoz 38°C-os vizflirddbe meritettiik a szalmakat 30 masodpercre, majd 10 percig
37°C-on torténd inkubédcid utdn szubjektiv birdlattal hatdroztuk meg a mozgékonysagukat. A
mintdkat Kovacs-Foote festéssel értékeltiik (Kutvolgyi és mtsai, 2006), a termékenyitéképes
spermiumok aranyanak meghatarozéasédhoz (Nagy és mtsai, 1999).

Eredmények és értékelés

A spermavételi modszer vizsgalata soran megallapitottuk az ugratasonként kinyerhetd atlagos
ond6d mennyiséget, motilitasi %-ot €s a spermium koncentraciot egyedenként (/. tdblazat). A bakok
elfogadtak a gereznabol kialakitott fantomot is, ebben az esetben az atlagos lemagzasi id6 kozel a felére
csokkent (21 £9,7 s vs. 48,7 £20 s).

A kiilonb6zé modon szallitott ondomintdk mindségét CASA-val vizsgalva jelentds
kiilonbségeket talaltunk. A kezelési csoportok atlagértékeit Osszehasonlitva a higitva szallitas
kedvezo hatasat figyeltiik meg a motilitas (A=24,0 (£5,9)), progressziv motilitas (A= 22,2 (£5,8)),
VAP (A=21,8 (#4,2)), VCL (A=51,8 (£9,5)), VSL (A=16,6 (+4,2)), STR (A=0,008 (+0,03)), ALH
(A=0,8 (£0,4)), BCF (A=13,1 (£2,5)) esetén (P<0,05, paros t-proba).

Mélyhiitésre a kinyert ondomintak koziil a legalabb 50 %-os motilitassal rendelkezd
mintdkat hasznéltuk. Az eldkisérleteket kovetden 42 mintat mélyhiitottiink. A kezelés hatdsara a
mozgékony sejtek és termékenyitOképes sejtek ardnyaban bekdvetkezd valtozast mutatja be a 2.
tablazat. A mélyhiités soran az liregi nyul sperma motilitasi %-a atlagosan 35,9 %p vesztességgel
jart, a termékenyitdképes sejtek ardnya atlagosan 27,3 %-kal csokkent.
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1. tablazat: Spermamintak osszesitett adatai (2014 — 2015)

Sikeres ondovétel Atlagos Atlagos Atlagos mozgo
(db)! mennyiség koncentracio sejtek aranya %
ul (SE)? *10°db/ml (SE) 3 (SE)*
2014 85 177,30 (+10,64) - 58,08 (+3,28)
2015 222 258,05 (x10,87) 372,49 (x26,1) 63,91 (+1,76)
Osszesen® 307 233,36 (+8,50) 372,49 (+26,1) 62,23 (+1,58)

Table 1: Summarized data of semen collection (2014-2015)
"Number of successful collections, >Average amount ul (SE), *Average concentration *10%/ml
(SE), *Average motility % (SE), *Sum-total

2. tablazat: Mélyhiitésre Keriil6 spermamintak mennyisége és a mélyhiités hatasanak

vizsgalata
o = = © Fagyasztas el6tt % Felolvasztas utan %
- | 3| £ 3 PN (SE)° (SE’
g | 3| ¥ 2 £3 » »
s | 5| T | iz £ | E. | %s. | E. | Es.
5 v g E2 g2 T's E‘% 3 T z 2%
2 | 5| & g ¢ %f | 2.5 | wi | 259
=] R g = = X N & E 2= Y= E 2 =
=& | 3 < > o = e
42278 | 60556 | 6833 | 58.74 35 32,01
A2008 191 38 9645y | (487.12) | (£4.08) | (24.64) | (£5.14) | (£3.66)
27200 | 732.00 58 55.84 17 30.82
PR2OIZ 15 1 136 1 Lsn'er) | (£246,06) | (23.74) | (£6.64) | (£539) | (+3.98)
47286 | 517.04 | 7357 | 6391 | 4143 | 3566
BROW 7 13311 wo3gs) | (295.04) | (22:83) | (6,17) | (24.04) | (+3.48)
. 45714 | 56214 | 7071 | 68.23 35 33.79
O2010° 17 1 3.2 1 138771y | (2126,52) | (£3.52) | (22.95) | (£327) | (24.93)
18143 | 96857 | 7420 | 583 | 4857 | 32.52
M2009 1 7 | 12T | (a044) | (£307.36) | (23.69) | (3.61) | (3.4) | (£2,04)
34286 | 447,14 | 6714 | 4761 | 2429 | 237
G013 |7 1 24 1 (L106.72) | @7821) | (22.86) | (2443) | (297) | (£2.67)

Table 2: Amount of semen samples used for cryopreservation and the effect of sperm freezing

'1d of buck, 2Number of samples, *Total amount of cryopreserved semen (ml), *Average amount
of a semen sample pl (SE), Average concentration *10%ml (SE), °Before freezing % (SE),
"Ratio of motile sperm cells, ®Ratio of fertile sperm cells, °After thawing % (SE)
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Kovetkeztetések és javaslatok

Kisérleteinkben sikeresen adaptaltuk a hazinytlon alkalmazott spermavételi eljarast liregi
nyulra. Jelentés kiilonbség azonban, hogy iiregi nyal bakok esetén a sikeres spermavételhez
hosszabb ideig tartd, tobb hetes szoktatasra van sziikség. A beallitott, rutinszeri fantom anyara
torténd ugratasrol nyulszér fantomra vald atszoktatas sikeresen megvalosithato, ami allatjolléti
szempontbol is fontos, hiszen a fantom anyak az ugratas soran sériilést szenvedhetnek, szamukra
a spermavételi eljaras stresszt okoz. A nyullszér fantom hasznalataval a fertézési kockazat is
csOkkenthetd.

Atlagosan 0,23 ml ondét nyerhetd ki ugratisonként, ami megegyezik a szakirodalomban
az iiregi nyulra vonatkozo6 adatokkal (0,22 ml) (Davila és mtsai. 2003), de kevesebb a hazinytlra
jellemzé mennyiségnél (0,3-1,5 ml) (Szendro 1999; Zomborszkyné Kovacs 2000). Az altalunk
kidolgozott spermavételi eljaras lehetdvé teszi, hogy a kinyert termékenyitdanyaggal mesterséges
termékenyitést végezziink, vagy a sperma ex situ spermabankba keriiljon eltarolasra.

A CASA eredmények alapjan megallapithatd, hogy az ond6 higitasa kedvezd hatasu a
termékenyitdanyag mindségének megoérzése szempontjabol. Javasolhatd, hogy a spermavétel
utan 1:1 aranyban higitsuk az ondoét €s 16°C-on szallitsuk a mélyhiités helyszinére.

A mélyhiités soran bekovetkezd sejtkarosodasok vizsgalata alapjan megallapithatd, hogy
az liregi nyulon alkalmazott eljaras a hazinytlra kifejlesztett mélyhiitési modszer sikerességétol
nem tér el. Az igy mélyhutott iiregi nyul sperma alkalmas lehet ex situ génmegdrzésre.
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