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1. JELOLESEK, ROVIDITESEK JEGYZEKE

BC (Blastodermal Cell) - blasztoderma sejt

BSA (Bovine Serum Albumin) - szarvasmarha szérum albumin

BWE (Blastoderm Without Embryo) - embrid nélkiili blasztoderma

cPGC (circulating Primordial Germ Cell) - a vérkeringésben cirkulal6 ésivarsejt

CVH (Chicken VASA Homologue, DEAD-box helicase 4) - hazityuk VASA homolog

D5 - a fejlédés 5. napjan elhalt embrid

DAPI - 4',6-diamidino-2-fenilindol

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) - Dulbecco médositott Eagle tapoldata
DMSO (Dimethyl Sulfoxide) - dimetil-szulfoxid

D-PBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline) - Dulbecco foszfat puffer oldata

EpiSC (Epiblast Stem Cell) - epiblaszt eredetii ssejt

ESC (Embryonic Stem Cell) - embrionalis eredetli 6ssejt

FBS (Fetal Bovine Serum) - magzati szarvasmarha savo

FCS (Fetal Calf Serum) - borju savo

GFP (Green Fluorescent Protein) - z6lden fluoreszkalo fehérje

gPGC/GGC (gonadal Primordial Germ Cell/Gonadal Germ Cell) - gonadbol szarmazo
Osivarsejt

ICM (Inner Cell Mass) - belsé embridocsomo

IUCN (International Union for Conservation of Nature) - Természetvédelmi Vilagszovetség
LIF (Leukaemia Inhibitory Factor) - leukémia gatlo faktor

MGE — Magyar Kisallatnemesitok Génmeg6rzo Egyesiilete

NBGK-HGI - Nemzeti Biodiverzitas- ¢s génmeg6rzési Kozpont-Haszonallat-génmegdrzési
Intézet

OSC (Oogonial Stem Cell) - oogonialis 6ssejt/petesejt prekurzor sejt

PCR (Polymerase Chain Reaction) - polimeraz-lancreakcio

PD (Positive Development) - pozitiv fejlédés

PBS (Phosphate Buffered Saline) - foszfat puffer oldat

PBST (PBS+0.5% Tween) - foszfat puffer oldat 0,5% Tween-nel kiegészitve

SSC (Spermatogonial Stem Cell) - spermatogonialis Ossejt

SSEA-1 (Stage-Specific Embryonic Antigen-1) - stadium-specifikus embrionalis antigén-1
TALEN (transcription activator-like effector nucleases) - transzkripcios aktivator-szerii effektor-
nukleaz

TC (Testicular Cell) - heréb6l szarmazo6 sejt



2. BEVEZETES

Mara nem csak a természettudomanyos kutatasok vilagaban, de a kozéletben is egyre tobb szo
esik a génmeglrzésrdl és annak jelentdségérdl. Az intenziv emberi tevékenységek és azok
hatdsai az ¢élovilagra, annak diverzitdsara egyre siirgetobb feladattd teszik a csokkend
egyedszamu, kihalassal fenyegetett novény- és allatfajok védelmét és megmentését, a
biodiverzitas megdrzését és fenntartasat. 2023-ban a Természetvédelmi Vilagszovetség (IUCN)
tobb, mint 44 000 fajt, ezek koziil kozel 1400 madarfajt tartott szamon veszélyeztetettként
[sulyosan veszélyeztetett (CR), veszélyeztetett (EN) vagy sebezheté (VU) kategériaba sorolt
fajok] a kihalassal fenyegetett fajok vords listajan (IUCN Red List), azonban a bioldgiai
sokféleség megdvasa nem csak vadon €16 fajok esetében fontos feladat.

Az agrobiodiverzitas is vilagszerte drasztikus csokkenést mutat az intenziv gazdalkodasi
rendszerek és azok koriilményeihez jol alkalmazkod6 haszonéllatfajtdk elterjedése miatt. A
kulturalis, esztétikai, oktatasi, valamint jelentds genetikai és tudoményos értékeket is képviseld,
a hazai természetfoldrajzi koriilmények kozott kialakult, a helyi adottsdgokhoz kivaldan
alkalmazkodott, betegségekkel ¢és kornyezeti hatasokkal szemben ellendllobb dshonos
fajok/fajtak egyre kisebb szerepet kapnak a termelésben, igy fenntartasukhoz és megdrzésiikhoz
nélkiilozhetetlenek a génbankok, illetve az azokhoz kapcsolodo kutatasi tevékenységek. Annak
ellenére, hogy termelési mutatdik elmaradnak az intenziv fajtakétol, ezen Gshonos fajok/fajtak
altalaban kettds hasznositasuak, haztaji, tanyasi tartdsi koriilmények kozott akar gazdasagosan
termelnek és olyan, mara ritka allélokkal rendelkeznek, amelyek példaul bizonyos fert6z6
betegségekkel szembeni ellenalld képességért vagy a kornyezeti valtozasokhoz torténd hatékony
adaptacioért felelések és hidnyoznak a kommersz vonalakbol. (Szalay és Koppany 2017)

A génmegOrzési munka fontos célja ezen értékes allélok megdrzése, valamint a hagyomanyos
fajok/fajtak visszaintegralasa a gazdalkodasi gyakorlatba, ezzel is ndvelve a megdrzés
biztonsagat és a genetikai anyag valtozatossagat, hozzdjarulva a kiilonb6zd természeti és
gazdasagi kihivasok (klimavaltozas, élelmezés- és élelmiszerbiztonsagi kérdések) hosszutava

kezelésének lehetdségeihez is.



3. CELKITUZESEK

A dolgozatban ismertetett kisérleti munka célja a baromfi génmegé6rzéshez, azon beliil is a
kiilonés kihivast jelenté néivar megdrzéséhez is kapcsolodva egy interspecifikus recipiens
l1étrehozasa, amely sterilitdsa révén alkalmas lehet mas fajtaktol szarmazo embrionalis sejtek
befogadasara, igy optimalis esetben kizarolag a megorizni kivant fajta genetikai anyagat

orokitheti tovabb.
A Kkisérletsorozat fobb célkitiizései:
e gyongytyuk és hazitytk fajhibridek eldallitdsa gyongytyuk tojé x hazityuk kakas és
gyongytyuk kakas x hazityuk tojo keresztezésével

e a létrehozott hibridek sterilitdsanak és a donor Osivarsejtek befogadasara vald

alkalmassagéanak vizsgélata
e a hibridek alkalmassagéanak tesztelése GFP-vel jelolt dsivarsejtek injektalasaval

e az injektalt donor eredetii Osivarsejtek jelenlétének vizsgalata ivarszerveik szdvettani,
illetve immunhisztokémiai vizsgalataival embrionalis korban és ivarérett egyedek

esetében



4. TRODALMI ATTEKINTES

4.1. A génmegorzés jelentosége és lehetoségei

A génmegOrzési munka célja a koztenyésztésbol kiszorult és veszélyeztetett fajtdk vagy
populédciok fenntartasa, valamint a rajuk jellemzd, genetikailag meghatarozott tulajdonsagok
megorzése. Haszonallatok esetében a bioldgiai valtozatossag megdvasa kiilonosen fontos feladat,
mivel az intenziv gazdalkodasi rendszerek és azok koriilményeihez jol alkalmazkodd fajtak
elterjedésével az Gshonos fajaink €s fajtaink - a szamos elény0s €s értékes tulajdonsaguk ellenére
(Szalay és Kovacsné Gaal 2008, Padhi 2016) - egyre Kisebb szerepet kapnak a mindennapi
gazdalkodasban, igy fenntartdsuk nem valdsulna meg génmegdrzési munka nélkil. A
génmegoOrzés torténhet a populaciok eredeti, természetes éléhelyén vald fenntartasaval (in situ),
mint példaul magyar sziirke szarvasmarha éallomany fenntartdsa a Hortobagyon, valamint
természetes €l6helyiikrdl kiragadva (ex situ) (/.dbra). Ez utdbbi jelentheti az é16 nukleusz
populaciok fenntartasat (ex situ in vivo), mint példaul az NBGK-HGI-ben, illetve nemzeti
parkokban fenntartott allomanyokat vagy a genetikai anyag mélyhiitott, hosszu tavii megoérzését
(ex situ in vitro), példaul szovetek, korai embrionalis sejtek, sperma, DNS mintdk formajaban
vagy akar nukleotid szekvencia adatok segitségével (in silico). Mindezek mellett megemlithet6 a
génmegdrzési munka valamennyi tipusat és szintjét atszovO, irdsos vagy képes anyag
formajaban, nyomtatasban megjelent archiv anyagok feldolgozasat jelent6 in libro tevékenység

is (Szalay és Koppany 2017).

Génmegdbrzési

lehet6ségek

In situ

Ex situ Eredeti él6helyen
fenntartott populaciok

In vivo In vitro

Eredeti él6helyrdl Genetikai anyag
farmokra helyezett hossz(tavi megGrzése
nukleusz populaciok mélyhitétt dllapotban

1. abra: A genetikai anyag megérzésének lehetséges modjai. (Barna et al. 2016)



Az €16 populaciok megdrzése (in vivo) a magas fenntartasi koltség, a hely-és munkaeréigény,
valamint a szamos kdrnyezeti kockézat (ragadozok, betegségek, természeti katasztrofak) miatt
csak részben adhat megoldast, ezért fontos az értékes genetikai anyag minél teljesebb kori és
minél biztonsagosabb ex Situ in vitro megoérzése is. Valamint a kiilonb6z6 stratégiak (ex situ, in
situ) kombinalasa hatékonyabba teheti a genetikai diverzitas novelését, példaul az asszisztalt
reprodukci6 sordn a kis szamban fogsagban tartott egyedek szaporitasa a vadon €16 egyedektdl
gyljtott mintak felhasznalasaval vagy a mélyhtlitve megdrzott génbanki mintak hasznalata vadon
€16, alacsony egyedszamu fajok esetében (Fujihara & Inoue-Murayama 2024).

A genetikai informacid6 mélyhiitéssel valo tarolasa és a genetikai diverzitds DNS-szint
vizsgalata fajtaazonositasi, tenyésztési, génmegorzési, valamint kutatasi célokat is szolgal. Egy
biztonsagosan megdrzott fajta az in vivo allomanyok és az in vitro génbankokban megdrzott
Orokitd- és szaporitdbanyag segitségével felszaporithato és abbol termeld dllomany hozhaté 1étre.
A génbanki megdrzés emldsok esetében joval kidolgozottabb, szamos faj esetében rutinszerlien
alkalmazhaté technikdk allnak rendelkezésre, melyek csak részben vagy egyaltalan nem
adaptalhatok madar fajokra, tekintve azok jelentOsen eltérd szaporodasbiologiai tulajdonsagait. A
mélyhlitési modszerek fajspecifikussaga miatt fajokra vagy akéar fajtakra specializilt,
megbizhatéan alkalmazhato hiitési paramétereket megadd protokollok kidolgozasa sziikséges.
Emellett a tojas nagy mérete, magas fehérje- és lipid tartalma miatt nem alkalmas mélyhttésre,
igy a nodivar ¢és altala a teljes genetikai anyag megorzése iranyuld génmegOrzési kutatasok
jelenleg elsésorban embrionalis Ossejtek, illetve naposkori ivarszervszovetek Kkinyerésére,
biztonsagos tarolasara és felhasznalasi lehetoségeire fokuszalnak (Liptoi et al. 2013, Patakiné
Varkonyi et al. 2016), bévitve az ehhez kapcsolddd populaciogenetikai, szaporodasbiologiai és
molekularis biologiai ismereteket, ezaltal hosszii tdvon is hozzdjarulva a biodiverzitas

fenntartasahoz.

4.2. A génmegorzés szempontjabol fontos madar szaporodasbiolégiai sajatossagok

A madarak szamos, az emldsokétdl eltérd szaporodasbiologiai sajatossaggal rendelkeznek,
amik nagyban meghatdrozzak a veliik kapcsolatos génmegorzési modszerek €s kutatasok iranyat,
illetve lehetdségeit.

Talan a legnyilvanvalobb szaporodésbiologiai eltérés a tojassal valo szaporodds, ami miatt az
emldsOk esetében alkalmazhatd technikak, mint példaul a petesejtek, embriok mélyhiitése, a
szomatikus sejtmag vagy embrio atiiltetése, valamint az in vitro fertilizacio madarak esetében a
gyakorlatban nem, csak kisérleti korilmények kozott, kutatasi célokra alkalmazhatok, igy a

génmegdrzési célok eléréséhez alternativ modszerek kidolgozasa sziikséges.
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Szintén jelentds eltérés az emldsok €s madarak koézott, hogy utobbiak esetében a ndivar a
heterogametikus (ZW), a himivar pedig a homogametikus (ZZ). Ez a tulajdonsidg tovabbi
kihivast jelent a génmeg6rzés soran, ugyanis a himivar megdrzése a mara mar tobb baromfifaj,
illetve fajta esetében biztonsagosan és hatékonyan alkalmazhato ondoémélyhiitési technologiaval
— a nOivarban jelen levd W kromoszoéma és mitokondridlis DNS hianyaban - 6énmagaban nem
biztositja a teljes genetikai anyag megorzését, azonban jol alkalmazhatdé példaul egygénes
tulajdonsagok megdrzéséhez.

A madarak ivardeterminacioja is alapvet6 eltéréseket mutat az emlésokéhez képest, azonban
pontos mechanizmusa jelenleg sem ismert részletesen. Mig emldsok esetében az ,,Y”
kromoszéman taldlhat6é egy mar azonositott, transzkripcios faktort produkalo, kordn expresszalo,
rovid ideig aktiv gén, ami biztositjia a heterozigota ivar determinacidjat, illetve
differencidlodésat, madarak esetében ehhez hasonlé gén jelenleg nem ismert. Emellett tobb
eredmény utal arra, hogy az emldsok ,X” kromoszéma-inaktivaciojanak megfeleld
mechanizmus (him madarakban az egyik ,,Z” kromoszémahoz kotott gének expresszidjanak
gatlasa) madarak esetében nem bizonyitott és/vagy a heterozigdta ndstényekben nem jelentkezik
a doziskompenzacio, azaz a ,,Z” gének expresszidjanak megduplazodasa (Mank & Ellegren
2009).

Tovabba az is feltételezhetd, hogy a halakhoz, hiillokhoz ¢és kétéltlieckhez hasonldan,
madarakban is mar a gonddok korai szdvetfejléddési folyamatai soran fontos szerepet jatszanak a
szexualszteroidok, mig emldsok esetében ezek szintézise csak késdbb indul meg és az
ivarszervek mar differencialt fejlédése soran himekben foként tesztoszteron, ndstényekben pedig
Osztrogének szintetizalodnak. (Lun et al. 1998, Wolf 1999, Villalpando et al. 2000).

Az embrionalis fejlodés kezdete soran a genetikailag him, illetve ndstény embriok gonad
kezdeményei morfologiailag még nem elkiilonithetok, majd a késdbbiekben a here és a
petefészek szovettanilag is jellemezhetd differencidlodasanak kezdete a vizsgalt madarfajokban
azonos embrionalis fejlodési stadiumra (HH28-30) esik. Ez hazityik esetében példaul az 5,5-6,5.
(Romanoff 1960), fiirjben az 5., kacsaban a 7. keltetési nap koriil kovetkezik be. Emlésok
esetében a mar emlitett, a heterozigodta ivar differencialodasat biztositd gén felelds a here korabbi

kialakulasaért (Péczely 2013).

4.2.1. N6ivar

Jelentds, kizardlag a nodivarra jellemzd kiilonbségek is felfedezhetok az ivarszervek
fejlodésében. Az emldsokkel ellentétben [néhany kivételtdl eltekintve, mint a kivi (Kinsky

1971), egyes solyom- és héjafélék, keselyiik, sasok (Jacob & Bakst 2007)] madarak esetében a
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gonadfejlédés erdsen aszimmetrikus, mivel a kezdeti szakaszban kialakuld két petefészek
kezdemény koziil a jobb oldali csak a keltetés 10-12. napjaig ndvekszik, aztdn késébb
fokozatosan, néhany sejtréteg vastagsagu lemezzé fejlodik vissza, igy a madarakra jellemzd,
kifejlett petefészek paratlan, a bal oldalon elhelyezkedd szerv.

Eltérés tapasztalhatdo a kiilonbozo allatfajok spermiumtarold képességét illetéen is. Annak
ellenére, hogy denevéreknél eléfordul akar 6 hoénap térolasi idd is (Racey 1979), emldsok
esetében a spermiumok viszonylag rovid ideig, altaldban csak néhany napig tarolodnak. A
madarakra viszont altalanosan jellemz6 a néstények petevezetdjének spermiumtarolé funkcioja,
a hiillék pedig, mint példaul a tekndsok, kigyok és alligatorok, akar évekig is tarolhatjak az
ivarsejteket (Birkhead & Mgller 1993, Holt 2011), megdrizve azok termékenyitd képességét is,
ami lehetdséget ad utodok létrehozasara szaporodasi idoszakon kiviil is, ujabb parzas nélkiil.

A madarak petevezetdjében a méh és a hiively kozotti sziikiilet (utero-vaginalis junctio)
hosszanti irdnytl reddzottséget mutat, itt taldlhatok azok a csdves, mirigyszerli képletek, az
ugynevezett tubulusok, amik az els6dleges spermiumtarold funkcidt latjak el. Szamuk, illetve
méretiik fajonként eltérd, pulykaban példaul 30 000, mig hazitytkban kb. 5 000 ilyen képlet
talalhat6, ez szorosan Osszefiigg a fertilis periodussal, azaz tobb tarold tubulus hosszabb
perioédust eredményez (Birkhead & Moller 1992). A termékenyités (ami lehet természetes parzas
vagy mesterséges megtermékenyités) soran a hiivelybe keriild mintegy 10-50 vagy akar tobb
szazmillid spermium nagy része a kloakan keresztiil kiiiriil €s csupan 1-2 %-uk raktarozodik a
tubulusokban a vaginaban zajlo — eddig nem minden részletében ismert — szigoru szelekcids
mechanizmusok révén (Bakst et al. 1994), a spermiumok termékenyitd képességét is megbrizve
¢és optimalizalva. Masodlagos spermiumtarold tubulusok talalhatok a petevezetd infundibularis
szakaszaban (Wishart & Horrocks 2000), azonban nem bizonyitott, hogy a spermiumok mindkét
raktarozd szervrészbe bekeriilnek-e, de feltehetdleg az infundibulum tubulusai is elsdsorban

szelekcios funkciot latnak el, raktarozo szerepiik kevésbé jelentés (Bakst 2002).

4.2.2. Himivar

Himek esetében az ivarszervek elhelyezkedése, illetve felépitése is jelentds eltérést mutat az
emldsok és a madarak Osszehasonlitdsakor. A madarak heréi a hasiliregben, a vesék alatt
helyezkednek el, ebbdl addddan testhdmérsékleten (38-40°C) funkciondlnak. Felépitésiiket
tekintve a here allomdnya nem tagozodik lebenyekre, intersticidlis kotdszovetbdl és kanyarulatos
csatornacskakbol all, ez utobbiak folytonos, egymast 0sszekdtd cs6haldzatot alkotnak és nem

vakon végzddnek, ahogy az emldsok esetében.
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crer

altalanossagban véve hasonlosagot mutat a hiillékével, azaz a nyaki rész kevésbé kifejezett, mint
az emldsok esetében, valamint a fej és a kozépdarab kapcsolata kevésbé Osszetett (Péczely
2013).

Tovéabbi kiilonbségként megemlithetd, hogy madarak esetében a mellékherének kisebb
esetében a spermiumok 1-2 hétig tartozkodnak a mellékherében, japéan fiirj esetében példaul csak
2 orat) (Clulow & Jones 1982), mind pedig a raktarozott mennyiséget tekintve (az érett
spermiumok csupan 10%-a raktarozodik itt), ugyanis madaraknal az ondodsejtek elsddleges
tarolohelye az ondovezetd, ahol a herébdl kikeriild spermiumok mintegy 90%-a raktarozodik. Az
érett ivarsejtek viszonylag rovid ideig tarolodnak itt, példaul japan fiirjben csupan 1-2 napig, mig
patkédnyban példaul 9 nap az optimalis tarolasi 1do.

Him madarak esetében a kloaka bizonyos részei funkcionalnak parzoszervként. A kizarolag
struccféléknél, tinamuféléknél, ludalakuaknal és tyukalakuaknal el6forduld valodi parzészerv
(phallus) is a hiilllok szamos fajara jellemzO képlettel igen hasonld felépitést.
Megkiilonboztethetd a valodi phallus kiolthetd - pl. viziszarnyasokra jellemz6 — tipusa (phallus
protrudens), ami altalaban tomlészerd, valtozd6 mértékben spiralisan balra csavarodo képlet,
valamint nem kioltheté (phallus non protrudens) - pl. hazitytkra, énekesmadarakra jellemz6 -
tipusa.

Annak ellenére, hogy egyes szakirodalmi adatok szerint a madar spermiumoknak nincs
sziiksége tobb oras vagy napos érési folyamatra (Olsen & Neher 1948), valdszintsithetéen a
megtermékenyités elofeltételeként madarak esetében is elengedhetetlen, az emldsokétdl eltérd és
gyorsabb, nem teljesen tisztazott folyamat a kapacitacio, valamint az acrosoma reakcio.

A madarak spermatogenezise soran 10, az emldsdké soran pedig 14 stadium kiilonithetd el
(Aire 2011) és a folyamat hossza is rovidebb a madarak esetében (példaul japan fiirjnél egy
ciklus tartama 2,7 nap, eml6soknél kb. 11 nap). A spermiogenezis folyamata is hasonlo eltérést

mutat: kakasok esetében 12 nap, kérddzoknél 49 nap (Wolfné Taskai 2000).

4.2.3. Termékenyiilés

A madarak szaporodasi ciklusa altalaban évente ismétlddd, szezonalisan jelentkezd folyamat,
amit receptor-rendszereken és hormonalis vezérlé mechanizmusokon keresztiil tobb faktor (mint
példaul a homérséklet, csapadékeloszlas, taplalékbdség) is szabalyoz (Dawson et al. 2001).
Alkalmazkodik a kedvez6 iddjarasi és éghajlati viszonyokat jelzd napi fénytartam valtozasokhoz,

aminek novekedése fokozza a legtobb életmiikddést, de azok koziil leginkabb a reprodukciora
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gyakorolt hatasa (foto-gonado-stimulacio) jelentdés. Ez nagyban befolyasolja példaul a
parkeresés, a fészeképités, a tojasok rakéasanak és koltésének kezdetét, vonuldé madarak esetében
a tavaszi és 0szi vonulasok idejét. A szaporodasi ciklus kezdetét jelentd optimalis fényviszony
fajonként, s6t egy fajhoz tartozé, de foldrajzilag elkiiloniilt populaciokat tekintve is eltéro.

Az éves ciklus soran egy bizonyos ido6 elteltével a fényviszonyok stimulalo hatasat felvaltja a
fény altal nem stimuldlhatd, a gonadmikodésre gatld hatast allapot (fotorefraktoritas), mely
azok atrofidjdhoz vezet, ez példaul énekesmadarak esetében egybe esik az éneklés
megsziinésével. A fény stimuldld hatdsahoz hasonléan, a fotorefraktoritas kialakuldsaban is
szamos, nem fotikus hatas is szerepet jatszik (Moore I.T. et al. 2006; Dawson & Sharp 2007,
Small et al 2008) és alapvetden két tipusa kiilonithet6 el. A korabban vizsgalt énekesmadarak
zomére jellemzo, hogy a gonadok regresszidja mar a leghosszabb nappal, a nyari napfordulo
elétt bekovetkezik és a mesterségesen megndvelt megvilagitdis nem eredményezi a gonadok
ujboli aktivitasat (abszolut fotorefrakteritas). (Hahn et al. 2009) A masik esetben (relativ
fotorefrakteritas), példaul a hézityukra is jellemz6 mddon, ha a megvilagitds hossza csokken,
bekovetkezik a gonddok regresszidja, azonban a fénytartam novelésével visszaallithatd a
szaporodo képesség (Robinson & Follett 1982; Wada 1993). A baromfi fajok szaporodasi
1dészakaban szdmos tojasrakasi periddus van, ez hazityuknal 9 tojas lerakasat jelenti, ezek kozott
1-2 napos sziinetekkel, a tojohibridekben pedig gyakorlatilag folyamatos tojastermelést lehetett
kialakitani az erre irdnyul6d szelekcidval és az ehhez megfeleld takarmany és fényviszonyok
biztositasaval.

A néstények spermiumtaroldsi képességébdl adoddan madarak esetében nem sziikséges a
kopulacio és ovulacid szinkronizaldsa. Madaraknal akar 10-40 nap is eltelhet a parzads €s a
gameétak egyesiilése kozott (fertilis periddus), mig emldsoknél viszonylag rovid 1d6 (24-72 ora)
elteltével kovetkezik be a megtermékenyiilés, melynek helyszine madaraknal az infundibulum
terlilete, ide jutnak fel a petevezetén keresztiil a tubulusokbol szakaszosan {iriil6, mozgasi
képességiiket visszanyerd, igy az emldsoktdl eltérden reverzibilis immobilizaciora képes
spermiumok (Barna 1998).

A termékenyiilés soran szamos allat, igy példaul az emldsok, tliskésboriiek és valodi
csontoshalak esetében egy spermium hatol be a petesejtbe és a két sejtmag egyesiilése hozza
létre a diploid utédgenomot (monospermia), dsszetett mechanizmusok altal gatolva a két vagy
tobb himivarsejt bejutasat, ami altalanossagban véve letdlis az utddra nézve. A gerincesek
korében azonban a monospermianal elterjedtebb a polispermia, mely szamos hal, hiill6 és kétélti
mellett a madarakra is jellemzd termékenyiilési mechanizmus. Ennek soran szadmos spermium
hatol at a petesejt membranjan, példaul hazitytk esetében altaldban 20-60 darab himivarsejt
talalhaté a citoplazmaban, azonban ezek koziil csak egy spermium vesz részt a zigota
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létrehozasaban, ennek ellenére a nem termékenyitd spermiumok jelenléte jelentds szerepet
jatszik a termékenyiilés sikerességében, bar ennek oka és pontos mechanizmusa jelenleg

tisztazatlan. (Mizushima 2017)

4.2.4. Mesterséges termékenyités

A mesterséges termékenyitésnek jelentds szerepe van mind a gazdasagi haszonallatok
tenyésztésében, mind pedig a ritka vagy veszélyeztetett madarfajok esetében a megdrzési
programok soran. Elsd sikeres alkalmazasa madarak esetében mintegy szdz évre tekint vissza
(lvanov 1913), mara pedig az iparszerii baromfitartas szerves részét képezi, valamint szamos
egy¢b madarfaj (példaul vizimadarak, futémadarak, ragadozok, darufélék, verébalakuak,
papagajok) esetében is hatékonyan adaptaltak (Gee 1995).

Az eljaras szamos elényének egyike, hogy alkalmazéasédval meghatarozhatok a sziildparok,
azaz mi donthetiink arr6l, hogy melyik parositds lenne a legjobb termelési/genetikai
szempontbol. Ez azért eldnyds, mert néhany haziasitott madarfaj (pl. a hazilud) természetszerli
tartdsban egy ¢€letre szoldan valaszt maganak part, €s attol nem tér el, amig a parja életben van. A
minél nagyobb produktivitast elvar6 ipari termelés soran alapvetéen nem cél, s6t hatranyt is
jelenthet egy adott ndstény és him kizarolagos parba allasa, valamint a gazdasagi szempontok
mellett genetikai okok is indokoljak az asszisztalt reprodukciot.

Az asszisztalt reprodukcio, igy a mesterséges termékenyitési eljards megfeleld alkalmazasa
soran a nemi Uton terjedd betegségek egyik allatrol a masikra vald atvitelének lehetdsége
csokkenthetd.

A mesterséges termékenyités megkezdése el6tt a tojok tobb hetes, akar hodnapos
elkiilonitésére is sziikség van annak érdekében, hogy a kordbban tarolt spermiumok kiiiriiljenek
€s a mesterségesen bejuttatott spermiumok termékenyitsenek, valamint a lehetd legtobb ¢&s
legjobb mindségli ondd nyeréséhez a himek eldzetes trenirozdsa, azaz az eljarashoz valod
hozzaszoktatasa is sziikséges (Barna et al. 2020). Ezt kovetéen a termékenyitési eljaras f6
Iépései: az ondd nyerése, annak bioldgiai mindsitése (példaul spermiumkoncentracid, az
elé6forduld morfologiai rendellenességek és az él6/holt sejtek aranyanak megallapitasa, valamint
a motilitds megitélése), megfeleld higitasa és tarolasa, valamint a ndstény madarba torténd
szakszerli bejuttatasa.

Az ondd levételének legpraktikusabb és leggyakrabban alkalmazott moédja a dorso-
abdomindlis masszazstechnika (Burrows & Quinn, 1935), melynek soran Iényegesen tobb ondd
nyerhetd, mint amennyi a természetes ejakulacidé alkalmaval iiriil, feltehetdleg az aktuélisan

tarolt teljes napi ondomennyiséget is megkozelitheti. Azonban az igy nyert ond6 higabb lehet,
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mint a parzaskor {iriild, mivel az eljaras soran tobb-kevesebb plazma sziirlet is kipréselddik.
Kakasok esetében ezzel a mddszerrel leveheté ondé mennyisége 0,3-0,8 ml (Péczely 2013) és
altalanossagban heti 2-3 alkalommal végezhetd, azonban a fajokon és akar fajtakon beliil is
eltérések lehetnek. Higitas nélkiil, a madarond6 kevesebb, mint egy 6ran at tarolhatd jelentds
mindségi romlas nélkiil. Rovid tava tarolasa (4-5°C-on 6-48 oran at) pedig szallitas, illetve in
vitro minéségvizsgalat esetén alkalmazhato. A spermiumok életképességének megérzéséhez és
az inszeminalhato tojok szdmanak maximalizalasdhoz elengedhetetlen az adott fajnak megfeleld
higitd hozzdadasa ¢és hosszabb tdvi megOrzési programok sordn a megfelel6 mélyhttési
technoldgia alkalmazasa is.

A madarakra jellemz6 bal oldalon elhelyezkedd petefészek miatt a kloaka kozéps6, urodeum
szakaszaban bal oldalon nyilé vaginaba torténd inszeminalas sziikséges, ami leggyakrabban
termékenyitd pipettaval torténik, bar bizonyos kisebb testli fajoknal a spermiumok bejuttathatok
kozvetleniil a klodkaba is (ez a legkdnnyebb és legstresszmentesebb modszer, azonban a
termékenylilési arany kisebb). Ezen kiviil a spermiumok bejuttathatok a magnumba is, ez utobbi
elvégzéséhez azonban érzéstelenités és endoszkdp sziikséges, tovabba korlatozza a tojok
spermiumszelekcios lehetéségeit és nagyobb fert6zésveszéllyel jarhat (Lorenz & Ogasawara
1968). Az eljaras idozitésekor figyelembe kell venni a tojok szaporodasi ciklusat, a
termékenyités idealis ideje a tojasrakast kovetd néhany oras idészak. Gyakorisagat befolyasolja a
tojo fertilis 1d6szakanak hossza, a baromfiiparban rutinszerlien 5-7 naponta végzik, azonban
rovidebb periodust fajoknal, illetve mélyhiitott sperma alkalmazasakor 2-3 napos gyakorisaggal

sziikséges. (Barna et al. 2020)

4.3. Mindkét ivar megorzése embrionalis sejtek segitségével

Az Ossejtek folyamatos Onmegujitdé képességgel rendelkeznek, szimmetrikus €s
aszimmetrikus osztddasra egyarant képesek és tobb tipusukat kiilonboztethetjiik meg. A
megtermékenyitett petesejt a legkorabbi, még teljességgel differencidlatlan, ,,mindentudd” dssejt,
azaz egy teljes egyed barmilyen sejttipusa létrejohet beldle (Németh és Gocza 2014). Az
embrionalis fejlddés soran az elsd néhany osztodast kovetden, a korai blasztociszta allapotig az
embriot alkotd sejtek totipotensnek tekinthetok. Ezutdn a sejtek funkcidja specializalodik: a
kiils6 sejtréteg sejtjei a késObbiekben extraembrionalis szoveteket 1étrehozo trofektoderma
sejtekké alakulnak, mig az embrié belsejében talalhatd (ICM) sejtek pluripotensek maradnak,
vagyis képesek a kifejlett egyed barmelyik testi sejtjének vagy ivarsejtjének kialakitasara. Az
ICM sejtek egy része tovabb differencialodva létrehozza a hipoblaszt sejtréteget, masik résziik

epiblasztta alakul (Nichols & Smith 2009). A ,kés6i” epiblaszt eredetii sejtekbdl (EpiSC)
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kiindulva hozhatok 1étre in vitro sejttenyészetben fenntarthatd pluripotens embrionalis eredetii
Ossejtvonalak (ESC) (Alev et al. 2013). A gasztrulacid soran az epiblasztbol kialakul a harom
embrionalis csiralemez (endoderma, mezoderma, ektoderma), ezt kovetden endoderma eredet
sejtek vandorolnak a hipoblaszt egy extra-embrionalis teriiletére. Ez a régio a germinalis félhold,
ahol a mar specializalédott Ossejtek, az Osivarsejtek is nagyobb szamban azonosithatok és
melyeket ekkorra mar unipotensnek neveziink, azaz ezek a sejtek mar csak egyféle sejttipus
(ivarsejtek) l1étrehozésara lesznek képesek.

Hazityuk esetében a megtermékenyités €s a tojasrakas kozott 24-26 ora telik el, igy az ez id6
alatt zajlé bardzdalodas és a korai gasztrulaci6 madarak esetében a ndivari egyedben, a
gasztruldci6 masodik fele és az organogenezis pedig mar a tojasrakast kovetden, a tojo
szervezetén kivill megy végbe. (Péczely et al. 2007) A hazityak embrionalis fejlodését a
megtermékenyitéstdl a primitiv csik kialakulasaig Eyal-Giladi és Kochav (1976) irta le tizennégy
stadiumot elkiilonitve és romai szamokkal jeldlve azokat I-XIV-ig (Eyal-Gilaldi & Kochav
1976). E besorolés szerint tojasrakaskor az embrié X-es stddiumban van. A tovabbi fejlodést, a
tojas lerakasat kovetd inkubacioval kezdédden a kelésig Hamburger és Hamilton (1951) irta le
arab szdmokkal 46 stadiumot meghatdrozva (Hamburger & Hamilton 1951), melyek koziil az
elsé atfedésben van az Eyal-Gilaldi & Kochav (1976) altal meghatarozott X-XIV. szakasszal.
(Jacobson 1989).

4.3.1.Blasztodermalis sejtek (BC) felhasznalasa

A megtermékenyitett, de nem inkubalt X. stadiumu (Eyal-Gilaldi & Kochav 1976) tojasok
csirakorongja kb. 50 000-60 000 pluripotens, aktiv mitotikus allapotban 1évd, megujulasra és
osztddasra képes blasztodermalis sejtet (BC) tartalmaz (Perry 1987). Pluripotenciajukat Spratt és
Haas (1961) bizonyitotta, mikor egy blasztodermat négy egyenld részre darabolt és mind a négy
darab képes volt normal embrié 1étrehozasara, majd Marzullo (1970) szamolt be arrol, hogy
donor eredetli blasztodermalis sejtek recipiens embridba injektalva képesek azt kolonizalni,
azonban ¢letképes utodot nem kapott.

A blasztodermalis sejtek széleskorti differencialodasi képességiik altal mind a szomatikus
szovetek, szervek, mind pedig az ivarsejtek kialakuldsaban részt vesznek ¢és a teljes genetikai
programot tartalmazzak. Hosszl tava tarolasuk és felhasznalasuk lehetdséget ad a néivar, ezaltal
a teljes genetikai anyag megdrzésére, azonban mivel barmilyen testi szovet kialakitdsaban részt
vehetnek, az in vitro génmegdrzés soran kisebb hatékonysaggal hasznalhatok fel, mert recipiens
embriodba iiltetésiiket kdvetden a létrehozott kimérak csak kis hadnyada lesz ivarszervi kiméra (a

kimérak eldallitdsaval a 4.3.5. fejezet foglalkozik), ami tovabb tudnid Ordkiteni a donor
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genotipust. A blasztodermalis sejtek hasznalata labortechnikailag viszonylag egyszerli, a donor
tojas csirakorongjanak eltavolitasaval és a sejtek lemosasaval nyerhetdk ki, mélyhiitéssel hosszu

tdvon megorizhetdk, valamint recipiens embri6 csirakorongjaba injektalhatok.

4.3.2. Az 6sivarsejtek (CPGC, gPGC) felhasznalasa

A génmegOrzés soran felhasznalhatd masik, unipotens sejttipus az Oscsirasejt (PGC;
primordial germ cell), amelybdl az ivarsejtek fejlodnek ki, igy képes a genetikai informacid
tovabbitasara a kovetkezO generacioba (Ichikawa 2023). Ezek vizsgalataval Wentworth és
azonosithatok, ekkor a lerakott (X. stadiumu) tojasban 30-130 db &sivarsejt talalhato (Kochav et
al. 1980), majd az elsé sejtosztddasi periddusuk a hipoblaszt egy kitiintetett helyén, a germinalis
félholdban kezddédik meg. Innen jutnak a fejlddé embrid érhdlozatdba a HH9-es stadiumtol
kezd6d6en, majd a véraramon keresztiil az ivarszervkezdeményhez vandorolnak (Simkiss 1990),
HH15-17-t61 kezd6déen pedig a keringésbdl kilépve megtelepednek ott és kolonizaljak azt (2.

abra).

A B C D

2. dbra: A hazityuk primordidlis dsivarsejtek vandorlasa a fejlédd embrioban: A PGC-k vandorlasanak
sematikus dbrdja a tojasrakastol a gonddkezdeményekben valo megtelepedésiikig: az Osivarsejtek
megjelenése a X-XIII. stadiumban (A-B) kezdddik, majd a germindlis félhold teriiletén torténik az elso
jelentos sejtosztoddsi periodusuk (C—E). Ezt kovetéen a PGC-k bejutnak a vérszigetekre (F), majd HHI0-es
stadiumtol belépnek az embrio érhalozataba (G) és a HHI15-17 stadiumtol kilépnek a keringésbdl, majd a
fejlédo ivarszervekhez vandorolnak (H). Szerkesztve Mozdziak & Petitte (2004) nyomdn

Mivel kizardlag az ivarsejtek kialakitdsdban vesznek részt, ezek felhaszndldsaval nagyobb
aranyban allithatok el ivarszervi kimérdk. Kinyerésiik torténhet a véraramban torténd
keringésiik ideje alatt (cPGC) vagy kés6bbi stadiumban az embrionalis ivarszervekbdl (gPGC,
GGC) (Petitte 2006), jol mélyhiithetéek, sejttenyészetben fenntarthatok, illetve felszaporithatok,
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atiiltethetOk recipiens embrioba. Ezaltal lehetdség nyilik a genetikai anyag (akar modositott
genetikai anyag) egy 1épéssel torténd atvitelére az utédgeneracioba (Simkiss et al. 1989).

A PG sejtek vérarambol torténd kinyerésének és az izolalt sejtek recipiens embridba
injektalasanak optimalis ideje hazityukban HH13-16. kozotti idészak (Hamburger & Hamilton
1951), mivel koncentraciéjuk ez id6 alatt a legmagasabb a véraramban, a gonadokbol valo
izolalasuk pedig a HH27-31. stadiumokban a legsikeresebb.

Az Osivarsejtek injektalasanak technikdja elméletileg minden madarfaj esetében ugyanugy
alkalmazhat6, azonban példaul az ablak nyitdsa a tojasok kiilonbozdsége miatt fajok kozott is
eltérd lehet €s befolyasolhatja a keltethetdséget. Ezen tal az izolalas és injektalas optimalis ideje,
azaz hogy mikor éri el az embrid az eljaras szempontjabol optimalis stadiumot, fiigg a kelési id6

hosszatol, amely fajonként eltérd lehet, igy sziikséges annak eldzetes meghatarozasa is.

4.3.3. Az Osivarsejtek fenntartisa sejttenyészetben

Ahogy az el6z6 fejezetekben mar emlitésre keriilt, az EG&K X. stadiumua tojas
csirakorongjaban viszonylag nagy mennyiségben (50-60 000 sejt) allnak rendelkezésre a
blasztodermalis sejtek, onnan konnyen kinyerhetdk, azonban ivarszervi kimérak létrehozéasara
kevésbé alkalmasak, mivel a sejtek kis része véletlenszerlien €piil be a recipiens ivarszervébe.
Emellett a génmegdrzés soran fontos szempont, hogy a felhaszndlni kivant sejtek hossza tavon
megorizhetdek, illetve sejttenyészetben is fenntarthatok legyenek.

Pluripotens, folyamatosan osztddé embrionalis eredetli sejtvonalat (ESC) els6ként blasztula
allapota egér embridkbol (Evans & Kaufman 1981, Martin 1981, Nichols et al. 1990), madarak
esetében pedig hazityik és fiirj embriok felhasznalasaval hoztak 1étre Pain és munkatdrsai (Pain
et al. 1996). Munkajuk soran megallapitottak, hogy az ES sejtek sejttenyészetben torténd hossza
tava fenntartasa kizardlag LIF-et (leukémia inhibicids faktort) tartalmazo tapoldatban sikeres,
maskiilonben a sejtek kiilonbozé fejlodési iranyokba (ektoderma-, mezoderma- vagy
endodermaszerii sejtekké) differencialodnak. A tenyésztési koriilmények javitasara iranyuld
késobbi modositasok ellenére is elmondhatd, hogy ezek a sejtek a hosszu tavu tenyésztés soran
egy 1d6 utan elveszitik pluripotencidjukat (6-9 honap), ezzel egyiitt ivarsejtekké torténd
differencidlodési képességiiket is, ezért mar a tenyésztés korai szakaszaban sziikséges a sejtek
lefagyasztasa. Ezért a baromfifajok genetikai anyaganak megdrzésére iranyulo ES sejttenyésztési
modszer csak mélyhiitési technologiaval kombinalva lehet sikeres (Whyte et al. 2016).

A kimérael6allitasra, igy a baromfi génmegorzési célokra jobban megfeleldé PG sejtek
esetében is fontos kutatasi feladat ezen sejtek hosszu tavlii megdérzésének kidolgozésa is. Mivel

az embrionalis fejlédés korai szakaszaban ezek az Osivarsejtek kisebb szamban (300-400 db)
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talalhatok meg, az injektalashoz sziikséges optimalis sejtszamot kezdetben tobb egyedtdl
szarmazo sejtek keverésével érték el, azonban ez nem oldotta meg a sejttenyészetben vald hosszi
tava fenntartast, valamint a génmegdrzési munka soran elengedhetetlen, hogy a genetikai
informaci6 egyedenként, 6nmagaban is rendelkezésre alljon.

Chang és munkatarsai (1995) els6ként hoztak 1étre in vitro Osivarsejt-tenyészetet, melyet 4
napig tudtak sikeresen fenntartani, megérizve a sejtek csiravonal specifikussagat. Annak
ellenére, hogy az altaluk alkalmazott médium ndvekedési faktorokat €s szérumot is tartalmazott,
hasznalata nem terjedt el az elért sejtosztodas tul lassu iiteme miatt. Az Osivarsejtek hossza tava
fenntartasara alkalmas technolégia és az ahhoz sziikséges tenyésztomédium van de Lavoir et al.
(2006) munkajdhoz kothetd. Eredményeik nagy eldrelépést jelentettek a sejttenyészetek
fenntartasanak teriiletén, azonban az altaluk kifejlesztett médium nem volt alkalmas a tojotol
szdrmazo, ndivarl sejtek fenntartisara, ugyanis ezek osztdoddsa elmaradt a himivart sejtekétol és
fenntartasuk is csak rovidebb tavon volt sikeres. A késdbbiekben, a sejtek jelatviteli utjaival és
molekularis biologiai informdacidival kapcsolatos ismeretek boviilésének is koszonhetden,
szamos munka iranyult az eljaras hatékonyabba tételére (Choi et al. 2010, Macdonald et al.
2010. Miyahara et al. 2014, 2016), végiil Whyte és munkatarsai (2015) fejlesztettek ki egy
taplalosejt- €s szérummentes médiumot, ami mindkét ivartol szarmazoé sejtek felszaporitasara és
hosszl tavu fenntartasara egyarant alkalmasnak bizonyult (Nandi et al. 2016).

Az emlitett, a PG sejtek tenyészetben torténd felszaporitdsara €s fenntartasara irdnyulo
kutatasok a kezelhetOségére és tojastermelésére valo tekintettel a kisérletekben leggyakrabban
hasznalt fajtat, a White Leghorn-t hasznaltdk, igy ezek a modszerek elsGsorban erre a fajtara
lettek optimalizalva. A génmegOrzési munka fontos feladata a meglévé modszerek adaptalasa
Oshonos fajtdkra, ugyanis nem csak fajok, hanem fajtdk esetében is eltérd eredményekkel
alkalmazhatok a koradbban egyéb fajtara kidolgozott eljarasok, igy minden esetben sziikség van
az adott fajtatol szarmazo PG sejtek igényeinek megfeleld, optimalis tapkozeg és technologia
kifejlesztésére. Az Gshonos magyar fajtak kozill az NBGK-HGI-ben elséként a fogolyszinii
magyar tyukok esetében adaptaltak a korabbi szakirodalmi adatoknak megfeleld hatékonysaggal
a sejtek tenyészetben valo felszaporitasanak, mélyhiitésének és recipiens embrioba {iltetésének
modszerét. A hosszii tavii cél a kiilonbozd fajokbodl, illetve fajtakbol szarmazo egyedi
tenyészetek létrehozasa és fajonként/fajtanként 50, ivaronként 20-25 Osivarsejt-vonalbol allo

génbanki gyiijtemény formajaban valo fenntartasa (Patakiné Varkonyi et al. 2017).
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4.3.4. Az 6sivarsejtek hosszutavu tarolasa mélyhttéssel

A mélyhiitéssel vald tarolas soran a megdrizni kivant sejteket, szoveteket, illetve szerveket
hosszabb ideig 0°C alatti hdmérsékleten tartjuk, anélkiil, hogy életképességiiket és funkcidjukat
elveszitenék. Az eljaras a 16 ond6 hoban torténd ,,fagyasztasatol” és felmelegitésétol
(Spallanzani, 1776) egészen a szamitogép altal vezérelt, kiilonbozo hiitési programokig fejlodott.
Ekozben megéllapitottak, hogy a sejteken beliili, alacsony homérsékleten torténd jégképzddés
okozza a sejtek elhalasat, ezzel 1étrehozva a kriobioldgia tudoméanyat, melynek lényege a viz
halmazallapot-valtozdsanak nyomonkdvetése ¢és bioldgiai hatdsanak vizsgalata Ebbdl
kovetkezik, hogy a mélyhiitéses eljarasok soran sziikséges a sejtek szdmara védo funkcidval
rendelkezd kozeg hasznalata, melyeket dsszefoglaléan krioprotektdnsoknak neveziink. A sejtek
membranja féligatereszté hartyaként mikodik, igy kiilsé és belsd tere kozott ozmozisos
nyomaskiilonbség 1ép fel, ami a koncentraciokiilonbség kiegyenlitddéséig az olddszer ki- és
bearamlasat, ezaltal a sejt zsugorodasat vagy megduzzadasat okozza. Megkiilonboztethetiink kis
molekulaju, intracellularis krioprotektansokat, melyek a sejteket a belsejilkbe jutva védik,
valamint nagy molekulaja, hatasukat a sejten kiviili kozegben kifejtd, extracellularis
krioprotektansokat. (Végi et al. 2017)

A megorizni kivant genetikai anyag mélyhiitése torténhet lassu, egy 1épcsds, lassu, tobb
lépcsds ’zart rendszerli’ programozott (dinamikus) hitéssel, gyors ’nyitott rendszerit’
nitrogéngdzos statikus hiitéssel, ultragyors pellet-modszerrel vagy vitrifikacioval, mely
modszerek kozott az alapvetd kiillonbséget a hiitési sebesség adja. Programozott eljarasok soran a
véddanyaggal kezelt minta folyékony nitrogénbe helyezését megeldzi egy szadmitdogép altal
vezérelt hiitési program. A program végén elért homérséklet, azaz a folyékony nitrogénbe
helyezés homérséklete eltéré a kiilonbozd eljarasok kozott, ez hatdrozza meg a sejtek
dehidralodasanak mértékét, ezaltal a késdbbi sikeres felolvasztashoz sziikséges melegitési
sebességet is. A nyitott rendszerli, statikus nitrogéngbézos eljards soran a mintdk hiitése a
folyékony nitrogén gdzében torténik, ennek sebessége a minta €és a nitrogén szintjének
tavolsagatol fiigg, igy nehezebben kontrollalhatd. A pellet modszer alkalmazéasakor a higitott
mintdkat kozvetleniil folyékony nitrogénbe vagy szarazjégre cseppentik, vitrifikacios eljaras
soran pedig a tarolokba adagolast kovetden kozvetleniil folyékony nitrogénbe helyezik, ahol a
kiilonésen gyors hiitési sebességnek (2500-600 000°C/perc) és megnovelt viszkozitasnak
koszonhetden a sejtekben 1évo viz kristalyosodas helyett hirtelen, iivegszertien fagy meg (Palasz
& Mapletoft 1996, Nawroth et al. 2002).

A mélyhiitési eljarasok soran is nehézséget jelent, hogy minden megdrizni kivant faj, fajta,
illetve sejttipus esetében meg kell hatdrozni a megfeleld hiitési/felmelegitési sebességet, a
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ezek az anyagok optimalis koriilmények kozott védik a sejteket, azonban attdl eltérd
koncentracioban, illetve hdmérsékleten mar toxikus hatastaak. (Cseh 1989).

A haszonéllatfajok koziil szarvasmarha, juh, nyul és legijabban sertés esetében is mar
megbizhato eljarast jelent az embridmélyhiités, valamint az emlds embrionalis sejtek mélyhtitése
is megoldott, ami altalaban két 1épésben torténik. A sejtszuszpenziot 10% dimetil-szulfoxidot
(DMSO) és 15-20% magzati borjusavot (FBS, FCS) tartalmazé médiumban -80°C-ra helyezik
24 orara, ezt kovetden folyékony nitrogénbe kerlilnek, ahol gyakorlatilag korlatlan ideig
tarolhatok (Patakiné Varkonyi et al. 2017).

Madarak esetében Naito és munkatarsai (1994) szamoltak be eldszor flirjekbdl szarmazo
embrionalis sejtek mélyhiitésér6l, Reedy és munkatarsai (1994) pedig hazityak embrionalis
blasztoderma sejteket mélyhiitottek sikeresen. Ezt kovetden szamos kutatéds iranyult a kiillonb6z6
sebesség meghatarozasara (Moore D.T. et al. 2006, Sawicka et al. 2015, Setioko et al. 2007,
Tonus et al. 2016). Eredményeik alapjan elmondhatd, hogy madarak esetében az embrionalis
2°C/perc hiitési sebesség mellett, 10% feletti szérumtartalmu, 5-10% kozotti DMSO-t vagy
etilén-glikolt tartalmazé fagyasztdé médium hasznalataval a legsikeresebb (Patakiné Varkonyi et
al. 2017).

A vitrifikdciés modszer lehetdségeit vizsgaltak hazityak BC sejtek mélyhiitésére Patakiné
Varkonyi és munkatarsai (2012). Mivel nem kizarolag az ivarsejtek kialakitasdban vesznek részt,
kimérak eldallitdsa soran nagyobb mennyiségli (800-1000 db) BC sejt beiiltetése sziikséges,
azonban ekkora mennyiségli sejt mélyhiitésére a vitrifikacios eljards soran altalanosan hasznalt
eszkdzok nem alkalmasak. A kisérlet sordn a megfeleld mennyiségli sejt mélyhiitéséhez egy
ujdonsagnak szamitd halos hordozofeliiletet hasznaltak, ezzel szignifikdnsan jobb eredményt
értek el, mint a pellet formaban torténé hiitéssel. Osivarsejtek esetében a vitrifikacios modszer
jelenleg kevésbé hatékony, azonban ennek fejlesztésére is tobb kisérlet irdnyult, igéretes

eredményekkel (Kohara et al. 2008, Tonus et al. 2017).
4.3.5.Kiméra eloallitas

A kimérak két vagy tobb eltérd genotipusu (donor €s recipiens) sejtvonalbol alld szervezetek,
melyek 1étrejohetnek természetes Uton vagy mesterségesen is eldallithatok. A fajok kozott
eléallitott kimérak is nagy gyakorlati jelentdségiik van. Példaul kiillonbozd regeneracios

kisérletekben emberi Ossejtek és allati embriok egyesitésével eldallitott kimérakat hasznalnak
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gyogyszertesztek elvégzésére vagy human szervek, szovetek eldallitasara. (Wu & Belmonte
2016).

A madar in vitro génmegdrzés soran a kiméra-eldallitas ad lehetdséget a ndivar, igy a teljes
genetikai anyag megorzésére. Az embriondlis eredetli sejteket recipiens embrioba iiltetve és a
fejlodés soran beépiilve, a legkiilonbozébb szovetekben, szervekben megtalalhatok lesznek a
bejuttatott sejtekbodl/szovetekbdl szarmazo (donor eredetll) utodsejtek. (Gossler et al. 1986,
Petitte et al. 1990).

Kimérak eldallitasahoz jelenleg harom kiilonb6z6 tipusti embrionalis sejtet hasznalhatunk fel
(Patakiné¢ Varkonyi et al. 2017). Ahogyan korabban mar emlitésre keriilt, a donor tojasok
csirakorongjabol nyert blasztodermalis (BC) sejtek recipiens tojasokba injektalasaval nagyobb
aranyban szomatikus és kisebb aranyban ivarszervi (csiravonalas) kimérak allithatok el6. A
génmegbrzés soran utdbbi, vagyis az ivarszervi kimérak elballitasa a cél, mivel esetiikben a
donor genotipus az ivarsejtek kialakitasaban is részt vesz, igy kétféle (recipiens és donor eredetil)
genotipusu ivarsejtet termelhetnek. Két ivarszervi kiméra keresztezésével pedig a donor fajta
genetikai allomanyaval rendelkez6 utdédokat kaphatunk, ezzel visszanyerve a megérizni kivant

fajta genotipusat. (3. dabra)
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3. dbra: Kiméra eloallitasa blasztodermalis sejtek felhasznalasaval

(Patakiné Varkonyi et al. 2017, készitette: Pataki Luca és Lazar Bence)

Cirkulalo dsivarsejt (cPGC) vagy gonadbol szarmazoé dsivarsejt (gPGC vagy GGC) recipiens
embridba injektalasaval kizarolag ivarszervi kimérak hozhatok 1étre, igy ezen sejtek alkalmazasa
hatékonyabb a génmegérzés szempontjabol. Osivarsejtek esetében az izolalas és injektalds a
sejtek véraramban vald keringésének ideje alatt optimalis, azaz a HH13-16. (Hamburger &

Hamilton 1951) stadiumban, ami hazitytk esetében a kb. 2,5 napos embriét jelenti. (4. dbra)
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4. abra: Kiméra eléallitasa osivarsejtek felhasznaldasaval

(Patakiné Varkonyi et al. 2017, készitette: Pataki Luca és Ldazdr Bence)

Hazityuk blasztodermalis sejtek felhasznalasaval Petitte és munkatarsai (1990), Carsience és
munkatarsai (1993), Etches és munkatarsai (1993), valamint Thoraval és munkatarsai (1994) is
sikeresen allitottak eld kimérakat. Bednarczyk ¢s munkatarsai (2002) egy lengyel 6shonos
felhasznalasaval, az eldallitott kimérdk altal lehetséges a megOrizni kivant fajta visszanyerése.

Szdmos korabbi munka iranyult fajok kozotti kimérak eldallitasara is. Naito és munkatarsai
(1991) hazityak embriokba fiirj blasztodermalis sejtek injektalasaval interspecifikus kimérakat
hoztak létre, kiilsé jegyeik alapjan a kikelt utédok 8,1 %-a kiméranak bizonyult. Li és
munkatarsai (2002) kacsa blasztodermalis sejtek injektalasat kisérelték meg White Leghorn X.
stadiumu tytktojasba, ennek eredményeként kaptak ivarszervi kiméra utddot, ezzel bizonyitva,
hogy sziikség esetén akar egy masik faj is megfeleld recipiens lehet a megdrizni kivant fajta
ivarsejtjeinek termelésére.

Az Osivarsejtek felhasznalasara iranyuld kutatdsok is nagy valtozatossdgot mutatnak mind
hatékonysagban, mind a hasznalt donor-recipiens kombinaciokat illetden. White Leghorn
fajtabol izolalt PGC-ket kétféle retrovirussal fertéztek Vick és munkatarsai (1993), majd a
sejteket voros Rhode Island fajtdju embriokba injektaltdk. A kikelt kimérakat késébb a White
Leghornnal visszakeresztezve vizsgéltdk az ivarszerveikben eléforduld kimérizmust, ami 2-4 %-
nak bizonyult. Naito és munkatarsai 1994-ben k6zo6lt munkajuk soran a White Leghorn fajta PG
sejtjeit savozott Plymouth embriokba injektaltdk, majd az injektalast a fajtdkat felcserélve is
elvégezték ¢s az utdodokban 95%, illetve 81% kimérizmust allapitottak meg. 48 O6ras
csirkeembrid vérébdl primordialis csirasejtszuszpenziot allitottak eld Yasuda és munkatarsai

(1992), ebbdl 100 sejtet hasonld kort japan fiirj embridba injektaltak, majd tovabbi 24 oras
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inkubaciot €s fixalast kovetden a fiirj ivarszervekbe integralodott hazityk PG sejtek szamat
vizsgaltak, melyek aranya atlagosan 63% volt. Van de Lavoir és munkatarsai (2012) GFP-t
expresszald hazityuk PGC-k beiiltetéséhez hasznaltak gyongytytk recipienseket, ennek sordn a
donor eredetii sejtek kolonizaltak az eltérd faju ivarszerveket. Az igy kialakult, donor és
recipiens eredeti spermaval termékenyitett hazityak tojok utddai koézt mind a donor, mind a
recipiens genotipus megjelent és csupan 6 hibrid egyedet kaptak, bizonyitva, hogy kiilonb6z6
fajo donor ¢és recipiens esetén is sikeres lehet az Osivarsejtek felhaszndlasa. Kagami és
munkatarsai (1995) az ivari differencialodas tanulméanyozésara hoztak 1étre kiilonboz6 ivara (ZZ,
ZW) embriodk sejtjeit hordozé csirke kimérakat. Eredményeik azt mutattak, hogy himivara (ZZ)
donor sejtek néivara (ZW) recipiensbe injektalasakor a csirasejtvonalban el6forduld kimérizmus
kétszeres gyakorisdgi volt, mint forditott esetben. Az eldallitott kimérdk ZZ/ZW
kromoszémakészlettel rendelkeztek, azonban koriilbeliil egyforma ardanyban voltak jelen
kozottiik a fenotipusosan him- és ndivart egyedek. Forditott esetben, vagyis him (ZZ) recipiens
embridba néivara (ZW) donor sejteket injektalva, a létrehozott kimérak fenotipusosan
himivartak voltak, genotipusosan ZW/ZZ kromoszémakészlettel rendelkeztek. Mindezek
alapjan feltételezhetd, hogy a him donor sejtek maszkulinizalhatjdk a ndivart recipienst, de a
ndivara donor sejtek nem képesek a himivart recipiens feminizaléséra.

Tovabbi, a génmegdrzéshez szorosabban kotédd szamos példa bizonyitja, hogy a mddszer
miikodoképes lehet Oshonos fajtdk vagy veszélyeztetett fajok estében is, akar kiilonbozd
madarfajok kombinalasaval is. Példaul a japan &shonos Gifujidori hazitytk-fajta (2010a),
valamint japan fiirj (2013) esetében Nakamura és munkatarsai, a nagymértékben csokkend
egyedszamu galléros tazok esetében pedig Wernery €s munkatarsai (2010) is sikeresen nyerték
vissza a donor fajtat PG-sejtek injektalasaval eléallitott kimérak altal. Lazar et. al (2021) hat
dshonos magyar hazitytk fajtabol izolalt ésivarsejteket, majd alapitott beldliik sejtvonalakat,
melyek hosszu tavl fenntartdsdnak sikerességét bizonyitotta, hogy recipiens embridba
injektalasukkal 1étrehozott ivarszervi kimérak 4ltal a korabbi szakirodalmi adatoknak megfelelo
hatékonysaggal visszanyerhetd a donor genotipus. Egy masik kutatds sordn facan Osivarsejtek
hazityak embridba injektalasaval kapott kimérak visszakeresztezésével Kang és munkatarsai
(2008) is visszanyerték a donor genotipust.

Mivel az Osivarsejtek fenntartdsa €s szaporitasa sejttenyészetben fajspecifikus tdpoldatokat,
kinyerésiik és visszainjektalasuk specidlisan képzett munkaerdt €s laboratoriumi infrastruktirat
igényel, megbizhat6 technologia jelenleg csak hazityik dsivarsejtek esetében all rendelkezésre.
Emellett, a blasztodermalis sejtek csirakorongba injektalasa kevésbé hatékony az ivarszervi

kimérak eldallitasakor, igy Sztan és munkatarsai (2017) alternativ megoldast kerestek lud faj

crer
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betiltetésének hatékonysagat kihasznalva, a kétféle modszer felhasznalasat kombindlva hoztak
1étre lud kimérakat. A kisérlet sordn blasztodermalis sejtszuszpenziot injektaltak 3 napos (HH14-
17) ludembrid véraramaba, arra alapozva, hogy mar a korai embrionalis Ossejtek kozott is
talalhatok Osivarsejtek, igy a BC sejteket a vandorlas ideje alatt recipiensbe injektalva novelhetd
az eldallitott ivarszervi kimérak aranya.

Az embrionalis Ossejtek felhasznalasa mellett egy masik alternativ lehetdség ivarszervi
kimérak létrehozasara, ezaltal a néi ivar megérzésére a donor eredetli naposkori
ivarszervszovetek mélyhiitése, felolvasztasa, majd recipiensbe vald beiiltetése. Hasonldan a
PGC-k véraramba injektalasdhoz, ez az eljarés is az eldallitott ivarszervi kimérak utodai kozt
minél nagyobb aranyban megjelend donor genotipus létrehozasat célozza. Err6l a moédszerrdl is
elmondhato, hogy emlds fajok esetében is jol alkalmazhato és kidolgozott technoldgia, szamos
baromfifajnal is eredményesen alkalmaztdk mar, azonban madarak esetében nem széleskoriien
elterjedt és jelenleg is fejlesztés alatt all. Kiilonos figyelmet igényel a megfelelé donor-recipiens
kombinéci6 meghatarozasa, illetve kivalasztasa, ugyanis példaul hazitytk fajtdk esetében sem
minden fajta alkalmas recipiensnek (Lipt6éi et al. 2013). Az eljaras tovabbi nehézsége, hogy
mitéti beavatkozast igényel, ami naposkori madarak esetében nehézséget jelent, valamint a
teljes petefészek az anatomiai elhelyezkedése miatt nem tavolithatod el, igy az ivarszervek
fejlodése soran a betiltetett donor eredetii mellett a recipienstdl szairmazo szovet is megtalalhaté a
létrehozott kimérakban. A kiilonb6z0 mértékben jelenlévd recipiens szovet miatt a donor
genotipus megjelenése a kimérak utodaiban nagy valtozatossagot mutathat (Liptoi et al. 2020),
hatékonysaga azonban akar 78,9% is lehet (Buda et al. 2024), valamint az egy egyedbdl
szarmazo szovet tobb darabra vagva tarolhato és ezaltal tobb recipiensbe is betiltethetd, igy ez az

eljaras is egy igéretes kutatasi irdny a madarak génmegdrzési lehetdségei kozott.

4.3.6. A recipiens embri6 sajat ivarsejt-fejlodési erélyének csokkentése vagy gatlasa

kiillonb6z6 modszerekkel

Az ivarszervi kimérak gonadjaiba épiilt donor eredetii sejteknek koszonhetden az ivarsejtek
kozott megjelenik a donor genotipus, azonban mellettilk nagy ardnyban jelen vannak a sajat
(recipiens eredetll) ivarsejtek is. A recipiens ivarszervébe ¢épiilt donor sejtek konnyen
azonosithatok, amennyiben tartalmaznak valamilyen festékanyagot vagy riporter gént, példaul
z0ld fluoreszcens fehérjét (GFP-t). A génmegOrzés soran fontos cél, hogy a donor eredetii
ivarsejtek minél nagyobb szdmban jelenjenek meg, aminek elérése tobb modszerrel is lehetséges.

Egerek esetében tobb kutatocsoport is tetraploid recipiens embrioba diploid ES sejtek

injektalasaval (tetraploid komplementéacio) érte el, hogy az utdédok ivarsejtjei csak a donor
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Ossejtekbdl szarmazzanak. (Nagy et al. 1990; Valer Carstea et al. 2007), Ogawa és munkatarsai
(2000) pedig fiatal him egér ivarszervébdl szarmazo Gssejteket injektaltak egy steril recipiens
heréjének kanyarulatos csatorndcskdiba, igy kizardlag a beiiltetett donor sejtekbdl szdrmazod
termékenyitoképes himivarsejtek keletkeztek.

Madarak esetében a legrégebben alkalmazott modszer a recipiens embrio ivarsejt-fejlédési
erélyének csokkentésére a besugarzas volt. Aige-Gil & Simkiss (1991a) UV sugarzas, tobb
publikacié pedig y-sugarzas alkalmazasarol szamol be (Carsience et al. 1993, Etches et al. 1993,
Fraser et al. 1993; Thoraval et al. 1994) és az eljarasrol megallapithatd, hogy a donor sejtek
beépiilésének aranya ndvelhetd vele, hatranya azonban, hogy az embrio6 fejlédése is lelassul, kb.
24 ¢6raval elmarad a kontroll egyedek fejlédéséhez képest.

Emlésokben mar sikeresen alkalmazott alkilez0 agens a buszulfan (1,4 butandiol-
dimetanszulfonat), ami az embrid ivarszerveinek primordialis sejtekbdl fejlodd részét
maradando6an kérositja, majd tiz ora elteltével lebomlik (Brinster & Zimmermann 1994, Nagano
et al. 1999, Nakagawa et al. 2007). Alkalmazasa madarak esetében is hasonlo hatassal bir
(Reynaud 1969, Aige-Gil & Simkiss 1991b, Bresler et al. 1994, Blank 2024), a donor eredet
Osivarsejtek akar 99,5%-os hatékonysaggal kolonizalhatjdk a recipiens embrid ivarszervét
(Nakamura et al. 2010b). Azonban annak érdekében, hogy az embrionalis ivarszerv
kornyezetébe juttathato legyen, eltérd technika sziikséges (Nakamura et al. 2008), mely soran
egy emulzio részeként, a tojashéjon keresztiil, célzottan az embriondlis ivarszerv kornyezetébe
kell juttatni, maskiilonben, ha nem az optimalis helyen éri az embridt, fejlédési rendellenességet
vagy akar embridelhalast is okozhat, valamint beszamoltak szisztémas citotoxikus, példaul a
vérképzésre gyakorolt hatasarol is (Mikkola et al. 2006), ami allatjoléti szempontbol teszi
kérdésesse az eljaras alkalmazasat.

Egy masik lehetséges modszer a steril recipiensek alkalmazasa. A recipiens, sterilitisa miatt
nem rendelkezik sajat fejlddoképes ivarsejtekkel, igy kizardlag a bejuttatott donor sejtekbdl
szarmazo ivarsejteket termelhet és mar utodai is kizarolag a donor genotipussal rendelkeznek. A
sterilitas tobb uton is elérhetd, melyek koziil legiijabb modszerként emlithetd6 meg a
génszerkesztés. Az eljaras preciz, célzott valtoztatast tesz lehetdvé a genomban, anélkiil, hogy
annak egyéb részein is valtozast okozna, valamint a génszerkesztett egyed nem lesz
megkiilonboztethetd a természetes ton 1étrejovo genetikai variansoktdl (Panda & McGrew
2022), azonban a modszer alkalmazdsa szamos orszagban jogszabalyi akadalyokba iitkozhet.
Taylor és munkatarsai (2017) TALEN konstrukcioval hoztak 1étre CVH (chicken VASA
homologue, DDX4) knock-out hazityuk dsivarsejteket, melyeket visszainjektalva olyan hazityuk
vonalat alakitottak ki, melyben a tojok sterilek voltak, a himek egészséges spermat termeltek,
ennek koOszonhetden a vonal fenntarthaté maradt. A steril tojokban megjelentek a sajat
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Osivarsejtek, azonban azok a meidzis soran eliminalddtak. Egy ritka hazityukfajta felszaporitott,
majd mélyhiitve tarolt dsivarsejtjeit ilyen steril recipiens embridkba injektalva és a fajta szintén
mélyhtitve tarolt spermdjat felhasznalva Woodcock és munkatarsai (2019) kizardlag a ritka
fajtabol szarmazo, donor eredetii utodokat kaptak. Ballantyne és munkatarsai (2021), valamint
Chen és munkatarsai (2023) transzgénikus modszerrel indukaltak az Osivarsejtekre specifikus,
kémiai uton hat6 apoptozist és érték el a recipiens sterilitasat.

A sterilitas elérésének egy masik megkozelitése a fajhibridek alkalmazasa, melynek alapja a
rajuk altalanossagban jellemz6 sterilitds. Ezt kihasznalva ezek az egyedek szintén alkalmasak

lehetnek recipiensnek, akar eltérd faji donor genotipust hordozva és tovabborokitve.

4.4. Fajhibridek

A fajhibridek két kiilonbozo faj keresztezésével 1étrejott egyedek, amelyek eldfordulnak mind
a természetben, vadallatok kozott, mind pedig mesterségesen létrehozva kutatasi céllal vagy
gazdasagilag eldnyds, a sziild fajokénal fokozottabban megjelend tulajdonsagaiknak
koszonhetden (heterozis hatas). A hibridizacio fontos szerepet tolt be a fajok képzddése soran is,
azonban szamos természetes mechanizmus akadalyozza a fajok kozotti keresztezddést, igy az
leggyakrabban kozeli rokonsagban allo fajok kozott figyelhetd meg. Ezek az izolacios
mechanizmusok foldrajzi, anatdmiai, biologiai tényez6kon keresztiil vagy mar a zigota 1étrejottét
kovetd embridelhalds, sziiletési rendellenesség vagy éppen a létrejott hibrid sterilitasa altal
gatoljdk a nemkivanatos génkombinaciok fennmaradasat és az Ujonnan elkiiloniild fajok
genetikai allomanyanak keveredését is. A fajhibridek altalaban steril egyedeknek tekinthetdk,
azonban léteznek példak utdédok létrehozasara is (Jones & Johnsen 1985, Zhao et al. 2007,
Pongracz et al. 2017), megkérdéjelezve a klasszikus, altalanosan elfogadott fajfogalmat,
miszerint az egy fajba tartozd egyedek képesek egymadssal szaporodni és termékeny utodokat
létrehozni. Mindezek mellett a fajhibridek értékes kutatdsi modellként is szolgalnak
termékenységbeni, genetikai vagy viselkedésbeli sajatossagaiknak kdszonhetden.

Az els6, madar hibridekrdl szol6 6sszefoglald Suchetet (1897) nevéhez kothetd, majd szamos
publikacio jelent meg ebben a témaban (Cockrum 1952, Gray 1958, Mayr & Short 1970, Meise
1975, Panov 1989, Grant & Grant 1992, McCarthy 2006, Ottenburghs et al. 2015). Grant és
Grant (1992) becslése szerint az Osszes madarfaj legalabb 9,2%-a hibridizal legalabb egy masik
madarfajjal, McCarthy mar 19%-ra teszi a madarfajok kozti hibridizaciot 2006-ban megjelent
kiadvanyaban, ami tartalmazza mind a természetben, mind a fogsagban eléfordult, megfigyelt,
illetve publikalt madar hibridek listdjat. Ezt kiegésziti szamos egyéb adat, tobbek kozott az, hogy

forditott irdnyban is eléfordult-e a keresztezddés, ha nem, akkor a him és néivar koziil melyik
28



vesz részt a hibridizacidban az adott fajok esetében vagy, hogy létrejonnek-e utdodok, azok

milyen megfigyelt tulajdonsagokkal rendelkeznek, példaul a szaporoddképesség terén.

4.4.1. Fajhibridek el6fordulasa a természetben

A természetben el6forduld hibridizacio aranya a madarak koziil a ludalakaak (Anseriformes)
rendjében a legmagasabb: 161 faj koziil 97 esetében (60,2%) dokumentaltak (Aliabadian &
Nijman 2007), ez az adat a fogsagban tortént esetekkel kiegészitve 77% (Ottenburghs 2015).

A facanfélék (Phasianidae) és a gyongytyukfélék (Numididae) csaladjaba tartozo szamos faj
kozott is létrejohet fajhibrid, koszonhetden genetikai hasonlosaguknak (Szalay 2015b). A
g0dolléi Haszonéllat-Génmegorzési Intézet allomanyaiban is 1étrejonnek természetes modon

gyongytytk-hazityuk hibridek (5. dbra).

5. abra: Természetes uton létrejott hazityuk-gyongytyuk fajhibrid az NBGK- HGI dllomanydban.
(Készitette: Lehoczky Istvan)

Elséként Hanebrink szamolt be természetes koriilmények kozott 1étrejott gyongytytk és pava
(1973) hibridekrdl, melyekrdl azt allapitotta meg, hogy maximum 4 éves korig élnek, valamint
gyongytyuk €s hazitytk hibridek megjelenésérdl és viselkedésérdl is publikalt (Hanebrink 1976).
Szamos fajtabol allé hazityak koézé helyeztek két darab fehér szini gyongytyuk tojot.
Megfigyelései szerint a tojasok tobbsége terméketlennek bizonyult, illetve az embrio fejléddése
nem indult el, viszont az egyik kikelt, mindkét sziilénél kisebb termettel rendelkezd,

gyongytyukokéhoz hasonlitd vilagos narancssarga labu, felfelé allo farktollu, de sisakkal nem
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rendelkez6 egyed bizonyithatban White Leghorn kakastol és fehér gyongytyak tojotol
szarmazott. A hazityuk csibékkel egyiitt felnevelt hibridek alapvetden nyugodt természetliek
voltak, egyikiikon sem figyeltek meg ivari jellegre utalé viselkedést, azonban bekeritéskor,

illetve megfogaskor idegessé valtak.

4.4.2. Fajhibridek mesterséges eldallitasa

A fajhibridek mesterséges eldallitdsa szdmos esetben valamilyen gazdasagi céllal torténik, az
értékes tulajdonsagok elérésének vagy fokozasanak érdekében, mint példaul a lonal (Equus
caballus) erésebb és a szamarnal (Equus asinus) kezelhetébb a keresztezésiikkel 1étrejovo dszvér
(Travis, 1990) vagy a kiilonleges szinli és min6ségii bunda eléréséhez keresztezett sarki roka
(Alopex lagopus) és vords roka (Vulpes vulpes) esetében (Bugno-Poniewierska et al. 2015).

A fajhibridek nagy jelentdséggel birnak a kiilonb6z6 termékenységgel, szaporodasbiologidval,
genetikaval, evoltcidbioldgidval kapcsolatos kutatasok teriiletén is, melyek szamos esetben a
tyukalaktiakhoz tartozo fajok keresztezésén alapszik. Mitsumoto & Nishida (1958), valamint
Wilcox & Clark (1961) hazitytk és fiirj keresztezését végezték sikeresen. Hazityuk és pulyka
hibridekr6l szamol be Warren & Scott (1935), mely keresztezés tobb szakirodalmi adat szerint is
kevés termékeny tojast eredményez és csak néhany embrid indul fejlédésnek (Ogorodii 1935,
Quinn et al. 1937, Asmundson & Lorenz 1957, Olson 1960). Ghigi (1936) tanulmanya szerint a
gyongytyuk hazitytkkal vagy pavaval torténé keresztezése kizardlag him utdédokat eredményez.
Eltér6 galambfajok keresztezésérdl Cole & Hollander (1950) szamolt be, melynek
eredményeként szintén csak him utddokat kaptak, azonban a forditott nemil sziiléfajokat
parositva him és tojo utddok is 1étrejottek. Hazityuk és gyongytyuk, valamint hazityuk és japan
flirj keresztezését végezte Mathis és McDougald (1987), vizsgalva a létrejott hibridek
rezisztenciajat a fajspecifikus Eimeria fert6zottségre vonatkozoan.

Kiilonbozd kacsafajok keresztezésérdl szamolt be Tubaro és Lijtmajer (2002). Eredményeik
szerint a fajok filogenetikai tadvolsdgaval novekszik a reproduktiv izolacid, aminek mértéke
nagyobb szimpatrikus, mint allopatrikus fajok esetében és a létrejott utddok megfelelnek
Haldane torvényének: 161 sikeres keresztezés koziil 125 esetben a himek tobbségben voltak, 23

esetben a két nem ardnya megegyezett €s 13 esetben a ndstény utddok szdma volt magasabb.
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5. ANYAG ES MODSZER

5.1. A keresztezésben résztvevo fajok/fajtak leirasa
5.1.1. A sarga magyar tyuk (Gallus gallus domesticus)

A magyar parlagi tyakok 6seinek eredete egyeldre tisztazatlan, de a Karpat-medence teriiletén
talalt leletek alapjan méar a vaskorban (i. e. 900 utdn) jelen voltak azsiai eredetli hdzitytkok
(Szalay 2015a).

A parlagi alloméanyokbol a 19. szazadban kialakult magyar tyuk Gsei valésziniileg Azsiabol
keriiltek a Karpat-medencébe, késdbbi alakulasukban nagyobb testli dzsiai tytkok, balkani és
kisazsiai eredetll tyukok, valamint nyugatrol szarmazo tyukfajtak is szerepet jatszottak. Az addig
kiilondsebb tenyésztdi munka nélkiil formalodott fajtatipusok nemesitése az 1930-as évektol
elsdsorban Baldy Balinthoz és munkatarsaihoz kothetd. Az altaluk Godollén 0sszegytijtott és
fenntartott magyar tyukfajtdk tobb  évtizeden at meghatiroztdk  Magyarorszag
baromfitenyésztését (Szalay 2015a) és a kialakitott szinvéltozatok mara ©6nallo fajtdkként
talalhatok meg génbankokban. (MGE 2009a)

A sarga magyar tytk (6-7. dbra) a korabban legelterjedtebb szinvaltozatok egyike, tartasa
leginkdbb a Dunantulon, az Alf6ld és a Duna-Tisza koze egyes részein volt jellemzd. Nemesitése
soran az olasz parlagi tyukot, az angol Orpington, az amerikai eredeti Rhode Island Red,

valamint a holland Welsummer fajtat is felhasznaltak.

6-7. abra: Sarga magyar tyuk tojo és kakas az NBGK-HGI allomdnyabol
(Készitette: Lehoczky Istvan)
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A tobbi 6shonos baromfifajtdhoz hasonloan tartdsa mara visszaszorult, az intenziv fajtak
elterjedésével kiszorult a termelésbdl. Extenziv tartasra alkalmas, kiilonleges hiismindségi,
kettds hasznositasu fajtaként az egyik legkeresettebb a falusi udvarokban. (Monori és Olah 2019)

A séarga magyar tyukok kozepes termetiiek, fejiik erdsen boltozott, csoriik ivelt, rovid, tdben
erds. Tarajuk vords, kdozépnagy, egyenletesen csipkézett, felfelé allo, fiillebenyiik ovalis alaku,
all-lebenyiik lekerekitett, labuk kozéphosszl, sarga szint. Jellemzdjiik a testhez simuld,
¢lénksarga tollazat, barnasfekete végli faroktollaik a test nagysdgahoz viszonyitva hossztak,
magasan tartottak, szarnyuk magasan tizott, melliik széles, telt és dombort.

A kakasok alapszine sotétebb, sarlotollaik zdldes darnyalatba hajléoan fekete sziniiek,
sarkantyujuk erés és befelé¢ ivelt. A kakasok sulya 2,5-3 kg, a tojoké 2-2,3 kg. Tojasuk
vilagosbarna szinii, a naposcsibék pehelytollai egyszinii vilagosbarnak. (MGE 2009a)

5.1.2. A magyar parlagi gyongytyuk (Numida meleagris)

A Gyongytyukfélék csaladja (Numididae) o6nallé rendszertani egységként sorolhatd a
Madarak (Aves) osztalyaba és a Tyukalaktiak (Galliformes) rendjébe. A csaladon beliil
megkiilonboztethetiink négy nemet (Agelastes, Numida, Guttera, Acrylium), ezeken beliil
elkiilonithetd hat faj és szamos alfaj is. Az irodalomban altalanosan hasznalt gyongytytk
elnevezés a sisakos gyongytyukok (Numida) neméhez tartozo egyetlen faj, a sisakos gyongytyuk

(Numida meleagris) haziasitott valtozatat jelenti. (8. dbra)

8. dbra: Sziirke/eziist szinvaltozatu gyongytyuk, a hattérben vadszinii egyedekkel az NBGK- HGI
allomanyadbol
(Készitette: Lehoczky Istvan)
A baromfifélék kozott egyediilalloként a gyongytyuk Afrikabol szarmazik és nem az eredeti
él6helyén haziasitottak. Okori egyiptomi abrazolasa mar az i. e. 1900-as évekbdl fennmaradt,
ebben a kulturaban mar ismert volt a mesterséges gyongytyukkeltetés, de haziasitasa egy, még

azonositatlan Foldkozi-tenger melléki kultira foldmiivelé népéhez kothetd i. e. 1000 koriil, az
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okori gorogok pedig aldozati célra tenyésztették 1. e. 400 koriil. A gyongytytk hasa ¢és tojasa a
Roémai Birodalomban is kedvelt étel volt, az i. sz. 1. szazadban pedig a birodalom tavolabbi
teriiletein is ismert volt, de a kozépkor elsd szdzadaibol nem maradt fenn emlék. A hajozas
fellendiilésével a 14-15. szazadban keriilt be ismét Europaba kelet-afrikai teriiletekrél, majd
atkeriilt az amerikai kontinensre és a Tavol-Keletre, Kinaba és onnan Indiaba is. (Szalay 2015b)

A 1I. vildghaborit megel6zéen szédmottevé gyongytyuk fogyasztas és export jellemezte
Franciaorszagot, Olaszorszagot, Ausztriat, Lengyelorszagot, Roméaniat és Magyarorszagot is, de
a haboru ideje alatt K6zép-Europaban, majd az iparszerli baromfitenyésztés megjelenésével, az
1960-as évektdl az egész vilagon rohamosan csokkenni kezdett a gyongytytikok szama.

Magyarorszagi torténetét tekintve nem ismert, hogy mikor keriilt a gyongytyuk az orszagba
(Szalay 2015a). Egyes forrasok szerint a 13. szadzadtol kolostorokban, a 16. szazadtol fouri
vadaskertekben diszmadarként tartottdk. A 19. szdzad végén szorvanyosan, paraszti
gazdasdgokban volt elterjedt, a két vilaghdbort kozott pedig tanyas gazdalkodasi helyeken, féleg
a Duna-Tisza kozén és a Tiszantulon fordult eld. A leirdsok szerint a parlagi alloméanyok
elsdsorban a kékessziirke, néhol a fehér szinvaltozatbdl alltak. A hazai gyongytyuktenyésztés és
—arutermelés az 1970-es ¢években Eurdpa ¢élvonalaba tartozott, de az 1980-as évektol
nagymértékben visszaszorult, mara pedig mar kizarolag génbankokban fenntartott
tenyészallomanyai talalhatok az orszagban. (Szalay 2015b)

Az eredeti €l0helyén, vadon €16 madarként a cserjés-bozotos teriileteken 15-20 egyedbdl allo
csalddokba verddve barangold gyongytytk kiillemében és jellemében is alig tér el a haziasitott
gyongytyukoktol. A domesztikdciod hatdséra csak testmérete lett valamivel nagyobb, ennek oka
lehet a faj viszonylag késOi haziasitdsa, kisfoku valtozékonysaga, feltehetéen monofiletikus
szarmazasa, valamint, hogy tenyésztésével kevesen foglalkoztak (MGE, 2009b). Teste vizszintes
tartdsu, hata feldomborodik, a szarnyak hosszliak, szorosan testhez simulok, farka ¢k alakq,
rovid, lefelé allo. Aprd, csupasz fején sisak talalhato, kétoldali all-lebenye tomott, fehér szinti, a
sz¢éleken vords, arca szlirkéskék, labai palasziirkék, a kakasok nem viselnek sarkantyut. (Szalay
et al. 2004)

A gyongytytukok tollszinét négy szinfaktor (gyongyozottség, kékessziirke szin, sziirkésbarna
eredményeként a fehértdl a sotét bronzig szamos szinvaltozat, mint példaul sotétlila, korallkék,
sziirkésbarna, ezilistszarnyu, barnassarga johet 1étre. Magyarorszdgon elsésorban a kékessziirke
szinvaltozat, az ugynevezett vad tipus terjedt el, aminek tollszine kékessziirke alapon
egyenletesen fehéren gyongyozott, az evezd- €s farktollak barndk, fehéres tarkédzottsdggal
sz¢liikon, mell- és nyakszinezddése ibolyasziirke. A csibék szine naposkorban barnés szindi,
hatukon hosszanti sotétebb savokkal. (Szalay 2015b)
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Biologiai igényeit tekintve az extenziv tartdsi koriilmények megfelelok szamara, de kivalo
alkalmazkodoképessége miatt akar intenziv vagy félintenziv tartdsra is alkalmas. Igényei és
tartasa nem sokban tér el a tobbi baromfiétol, de szamos elénye ellenére néhany viselkedésbeli
jellemzdje (zajos, félénk, képes rovid tavra repiilni) miatt mar kevésbé elterjedt a haztaji, csaladi
baromfitartasban.

A parlagi, nemesitetlen valtozatok esetében a kakasok testsulya 1,3—1,6 kg, a tojoké 1,2-1,4
kg. Husa izletes, vadhusra emlékeztetd. A tojastermelést aprilis végén kezdi, tojasa a
tytktojashoz képest vastagabb héji, igy hosszabb ideig eltarthatd, beltartalmét tekintve
magasabb sargdja/fehérje ardny, nagyobb &svanyianyag-tartalom ¢és alacsonyabb viztartalom

jellemzi (Szalay et al. 2004).

5.2. Kisérleti allatok, allatkisérleti engedély

A kisérleti alloményok fenntartdsa a Nemzeti Biodiverzitds- és Génmegérzési Kozpont
Haszonallat-génmegérzési Intézetében (NBGK-HGI), a Magyar Allatvédelmi Torvénynek
(1998. XXVIIIL.) megfeleld tartasi koriilmények kozott tortént. A vizsgalatokat az NBGK-HGI
Intézményi Etikai Feliilvizsgalati Testliletének jovahagyasaval (7/2011 szammal) végeztem. A
kisérlethez kapcsolodd, a Nemzeti Elelmiszerlanc-bizottsagi Hivatal Allat-egészségiigyi és

Allatvédelmi Igazgatosaga altal kiallitott allatkisérleti engedély szama: PE/EA/2485-6/2016.

5.3. A kisérleti allomany tartastechnologiaja

A gyongytyuk tojok és a hazitytk kakasok keresztezése soran a mesterséges termékenyités
idejére 60 db egy éves magyar parlagi gyongytyuk tojé (9. dbra) és 20 db sarga magyar kakas
(10. abra) keriilt elhelyezésre egyedi ketrecekben. A spermadonor hazitytk kakasok
kivalogatasa a kezelhet6ség, az ondovételre vald reagdlo-képesség, valamint az egyedi

ondobiralati adatok alapjan tortént.

=

9-10. abra: Gyongytyuk tojok és sarga magyar kakasok egyedi ketrecekben
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A gyongytyuk kakasok és a hazityuk tojok keresztezése sordn 50 db hazitytuk tojo mélyalmos
tartasban, 30 db gyongytyuk kakas pedig egyedi ketreces tartasban keriilt elhelyezésre.

Az allatok hagyomanyos tojotapot kaptak, a vizet Onitatdo biztositotta ad libitum. A
megvilagitas természetes fény mellett mesterséges kiegészitéssel tortént, napi 16 Ora

id6tartamban.

5.4. A hibrideloallitas menete

5.4.1. Mesterséges termékenyités

A mesterséges termékenyités gyongytyuk tojok esetében az elsé héten heti harom
alkalommal, az azt kovetd hetekben heti két alkalommal, hézityik tojok esetében pedig heti
harom alkalommal tortént (Bakst & Dymond 2013) (11-12. dbra). A sziikséges spermat
(alkalmanként 100+£20 milli6 spermium/tojo) — két hét trenirozasi iddszakot kovetden -
kozvetleniil a termékenyités el6tt, Burrows & Quinn (1935) dorso-abdomindlis masszazs-

technikdjaval vettem, majd a kapott mennyiségtdl fiiggéen PBS hozzdadasaval higitottam.

11-12. abra: Ondovétel sarga magyar kakastol és gyongytyuk tojo mesterséges termékenyitése

5.4.2. Tojasgytijtés

A tojasokat naponta kétszer gylijtottem ¢€s a felhasznalasig 15-17°C kozotti hdmérsékleten
tojastarold helyiségben taroltam. A tojasokon ceruzaval jeldltem a megtojas datumat. Az eldzetes

vizsgalatok soran 2295 db, az injektalasokhoz pedig 6sszesen 3325 db hibrid tojast keltettem.
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5.4.3. Alkalmazott keltetési technologia

A keltetés MIDI F500S tipust keltetégéppel (PL Machine, Tarnok) (/3. dbra) tortént, két

oranként 45°-os forgatassal, 37,8°C homérsékleten €s 70% relativ paratartalommal.

13. dbra: MIDI F500S tipusu keltetogép (Készitette: Lazdr Bence)

5.5. Elozetes vizsgalatok a gyongytyuk-hazityik hibridek donor eredetii dsivarsejtek

befogadasara valo alkalmassagara

A gyongytyuk és hazityuk fajok keresztezése soran vizsgalatokat végeztem a termékenységre,
a korai embrionalis és a kromoszoma rendellenességek eléfordulédsi gyakorisdgara, valamint a
1étrehozott hibridek donor eredetii 6sivarsejtek befogadasara valo alkalmassagara vonatkozoan,

melynek fobb 1épéseit ebben a fejezetben ismertetem

5.5.1. A fejlédés soran elhalt embriok fenotipusos vizsgélata

A hibrid tojasok keltetése sordn az embrionalis fejlédés 8. és 14. napjan lampézéssal
valogattam ki a terméketlen és az elhalt embriot tartalmazo tojasokat, majd feltortem azokat.
Rogzitettem a terméketlenséget, illetve az elhalt embriok korat, a lathatd fejlodési
rendellenességeket ¢és az elhalds lehetséges okat, valamint mintdkat gy(jtSttem

kromoszdémavizsgalat céljabol.
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5.5.2. Direkt kromoszoma preparatumok készitése elhalt embriokbol

Az elhalt embriokbol vagy embrionalis hartyakbol kimetszett kb. 5x5 mm-es darabot 20
percre 8 ml 0,56 %-os, 10 pl Vinblasztint (Richter Gedeon Nyrt., gy.sz.: 897320286) is
tartalmazd KClI (REANAL No. 822930) oldatba helyeztem ¢és termosztatban inkubaltam
(Memmert, BE 200) 37°C-on, igy egy lépésbe siiritve a sejtmagorsd roncsolasat (metafazisok
,»ZyUjtése”) és a hipotonizalas folyamatat. 20 perc elteltével a hipotonids oldatot lecseréltem 6
ml, 3:1 aranyban 99,8 %-os etanolt (Lachner, No. 603-002-00-5) és cc. ecetsavat (Lachner, No.
607-002-00-6) tartalmazo fixalora. Ujabb 20 perc elteltével a fixalot lecseréltem és ezt a 1épést
még egyszer megismételtem, majd a mintakat felhasznalasig 4°C-on taroltam.

Felhasznalaskor a mintat kivettem a fixalobol és leszaritottam, majd oraiivegre helyezve 50%-
0s ecetsavat cseppentettem ra és mechanikusan, pipetta segitségével az ecetsavban
szuszpendaltam. A sejtszuszpenziot 45°C-os targylemezmelegitén elomelegitett targylemezre
cseppentettem, par masodperc eltelte utan szakaszosan visszaszivtam, majd Gjra kicseppentettem
a targylemez egy masik pontjara, igy minden targylemezre egy egyed mintdjabol 6 csepp kertilt.

(14. abra)

14. abra: Kromoszomapreparatumok készitése elhalt embriokbol

A lemezekre cseppentett mintdkat 24 Ords szobahdmérsékleten torténd szaradast kovetden
festettem meg, amelyhez kétféle puffer oldatbol (az egyik oldat 12,5 g dinatrium-hidrogénfoszfat
¢s 500 ml desztillalt viz, a masik oldat 4,76 g kalium-dihidrogén foszfat és 500 ml desztillalt viz)
25-25 ml-t és 2,5 ml Giemsa festéket (METAL-Finomvegyszer Kft.,, No. 1609261101)
hasznaltam. A targylemezeket festOkadban 7-8 percig festettem, majd desztillalt vizzel
ledblitettem €s 24 oran at szaradni hagytam. [Ford & Woollam (1964) nyoman moédositva, Liptoi
K. és Hidas A. (2005) eljarasa nyoman]

Minden egyed esetében legalabb 20 metafazist vizsgaltam és amelyik egyed mintdjanal ez

sikertelen volt, a preparatumbadl ismétlést készitettem.
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5.5.3. Az embrionalis ivarszervek vizsgalata immunhisztokémiaval

A hazityik kakasok és a gyongytytk tojok keresztezésébdl szarmazo hibrid tojasokbodl a
keltetés 6., 10., és 20. napjan vettem ivarszerv mintdkat. A tojasokat a mintavétel napjan a
keltetogépbol 4°C-os hiitészekrénybe tettem. A tojas feltorését €s az embrid kiemelését kdvetden
az embriot steril fiziologids séoldatban mostam le, majd az extraembrionalis membranok
eltavolitasa utan kimetszettem az ivarszervet, 4%-os paraformaldehidbe helyeztem és 4°C-on
hiitészekrényben taroltam, amig a mintdkat a palyazati egylittmiikodés keretében az Egyesiilt
Kiralysagba, a Roslin Intézetbe szallittattam, ahol PGC specifikus immun-hisztokémiai festést
végeztek rajtuk annak megallapitasara, hogy a hibridek ivarszervei tartalmaznak-e Gsivarsejteket.

Az immunfestéshez a mintakat 15% szachardzban ekvilibraltak, 7,5% zselatinba agyaztak
(15% szacharo6zzal), majd izopentdnban szarazjégen fagyasztottadk. A szovetekbdl kriosztatban
10 um vastagsagu metszeteket készitettek, amiket targylemezekre (Superfrost) helyeztek. A
metszést kovetden a zselatint 38°C-on, PBS-ben tavolitottdk el, majd a lemezeket 121°C-ra
melegitették az esetlegesen blokkolt antigén epitopok felszabaditdsahoz (Access Supreme,
Menarini Diagnostics). A metszeteket PBS+0.5% Tween (PBST) oldatban mostak le, majd 5
percre PBST+0.5% Triton X-be tették és ijra PBST-ben mostak le, mieldtt 5% kecskeszérum
tartalma PBST-ben blokkoltak. Ezt kovetéen a targylemezeket p63 (Abcam ab124762) vagy
SSEA-1 (egér anti-SSEA-1, 1:10, Developmental Studies Hybridoma Bank, USA) elleni
antitestekkel inkubaltak egy éjszakan at 4°C-on. A metszeteket PBST-ben torténd mosast
kovetden 1 Oran at Alexa Fluor 488-konjugalt kecske anti-nyul IgG (ThermoFisher, A-11034)
vagy Alexa Fluor 546-konjugalt kecske anti-egér IgM (ThermoFisher, A-21045) masodlagos
antitestekkel inkubaltak. A mintak sejtmag festését Hochst 33342-vel (10 pg/ml) végezték. Az
elkésziilt lemezeket fluoreszcens mikroszkdppal (Leica DMLB), z6ld, kék €s piros sziir@szettel,
GFP esetében 488nm, UV esetében 392nm és RFP esetében 546nm hullamhossz hasznalataval,

10x-es és 40x-es nagyitassal vizsgaltak. (Macdonald et al. 2010)
5.5.4. A kikelt hibridek tartastechnologiaja

A kikelt hibrid csibéket az elsd 4 hétre 0,5 m%/10 allat alapteriiletre, ad libitum inditotap
takarmanyozas mellett, zeolit alomra, a kisérleti allathazban elhelyezett Gn. neveld inkubatorba
helyeztem el, melynek belmagassaga 40 cm és elolrdl atlatszo6 milanyag polimer boritja.
Biztositott a természetes megvilagitas, de belsé megvilagitas is alkalmazhat6 sziikség esetén. A

hoémérsekletet 30°C-rdl a végsd 22-24°C-ra, hetente, fokozatosan csokkentettem.
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4 hét utan a novendékeket kis csoportban (10-15 allat) 2 m? alapteriiletre, zeolit / puhafa
forgacs mélyalomra helyeztem ki. 16 hetes koruktdl a hibrideket egy nagyobb alapteriiletii
fiillkében, szintén mélyalomra telepitettem at, ami egy kisérleti, zart istallon beliil tortént,
valtoztathatd méretli, racselemekkel elvélasztott, feliilrél nyitott teriileten, ahol legaldbb a 0,11
m?/allat teriilet és 7, illetve 15 cm etetévalytthossz/allat biztositott. A takarméanyozas ad libitum,
az NBGK-HGI receptira alapjan, az intézet keverdjében késziilt inditdo-, majd neveld-, a
késdbbiekben tojotap volt. A megvilagitas itt is természetes, de sziikség esetén fényprogrammal
szabalyozhato volt. A hdmérseklet a hazityik és gyongytyuk fajnak is megfeleld 20-22°C volt.
(15. dbra)

SRk b7 % Fas ety ¥ e

15. abra: Novendék hibridek és gyongytyukok mélyalmos tartasban

5.5.5. A kikelt egyedek hibrid statuszanak molekularis genetikai vizsgalata

A vizsgalathoz japan fiirj fajra specifikus mikroszatellit markereket valasztottam ki a
szakirodalombol (Kayang et al. 2002), mivel ezeket korabban a gyongytylkra mar adaptaltuk, és
optimalizaltuk a reakciokoriilményeket. Tizenot markert teszteltem hdzityak és gyongytyuk
mintdkon azért, hogy megtaldljam azokat, melyek a két fajban eltérd, jol elkiilonithetd méretii
(bp) fragmenteket amplifikalnak, ezaltal lehetdvé valik a vizsgalt egyedek hazityuk-gyongytyuk
hibrid statuszanak megallapitdsa. A DNS kivonasahoz 50 egyed (37 db fenotipusosan hibrid, 11
db gyongytyuk és 12 db sarga magyar tyuk kontroll egyed) vérmintajat hasznaltam fel. A DNS
izolalasat a hagyomanyos kis6zasos modszer (Miller et al. 1988), madarra modositott protokollja
(DNS koncentraciomérés NanoDrop 2000C spektrofotométerrel), majd 5 ng/ul-re torténd

egalizalasa kovetett.
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A polimeraz lancreakciohoz (PCR) ugynevezett farkas primereket (Blacket et al. 2012)
hasznaltam kiilonb6z6 fluoreszcens jelolésekkel (1. tablazat). A GUJ1 nevezetl primer D4, kék
szinli, a GUJ87 primer pedig D3, zo6ld szinli fluoreszcens WellRED festékkel valo jelolést
kapott. A master mix 5 uM primert, 20mM MgCI2-t (10x Dream Taqg Buffer, Thermo Fisher
Scientific), 25mM dNTP mixet (Thermo Fisher Scientific) és SU/uL Taq DNS polimeraz
enzimet (Dream Taq DNA polymerase, Thermo Fisher Scientific) tartalmazott, 25 ng DNS
hozzéadasaval készitettem el a PCR-eket. A paraméterek a kdvetkezOk voltak: 95°C 4 perc, ezt
kovetden 95°C 15 masodperc, 58°C 30 masodperc ¢és 72°C 1 perc 35 cikluson keresztiil, majd
72°C 9 perc extenzid, végiil 10°C-on tartds (SuperCycler Trinity, Kyratec).

1.tablazat: A molekuldris genetikai vizsQalat soran hasznalt primerek szekvencidi

Primer

Szekvencia
megnevezése
GUJ1 forward: 5’-CAGGACCAGGCTACCGTGGAAGCGAAAGCCGAGCCA-3’
reverse: 5’-CAGCACTTCGGAGCACAGGA-3’
GUJ87 forward: 5°-CGGAGAGCCGAGAGGTGCATGCCGGCTGCTATGACAG-3’

reverse: 5°- AAGTGCAGGGAGCGAGGAAG-3’

A fragment analizist kapillaris gélelektroforézissel, automata DNS szekvenator hasznalataval
(GenomeLab GeXP, Beckman Coulter) végeztem. Harom kiilonb6z6 WellRED festéket (a
gyarto leirasa alapjan) hasznaltam a mikroszatellit analizishez: D4 (kék) a GUJ1-hez, D3 (z61d) a
GUJ87-hez és D1 (piros) az alléllétrahoz (400 bp size standard). Az adatokat a GenomeLab
GeXP System fragment analizalé szoftverrel (Beckman Coulter) dolgoztam fel, ami alapjan
meghataroztam mindkét faj esetében a felsokszorozott DNS szakaszok pontos allélméretét. (16-

17. abra)

16-17. abra: A kikelt egyedek hibrid statuszanak molekularis genetikai vizsgalata
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5.5.6. Az ivarszervek fejlodésének vizsgalata a nevelés soran

A kikelt hibridek ivarszerveinek vizsgalatdhoz a nevelés 16. hetétdl a 30. hétig kéthetente 4-5
egyed cervicalis dislocatio-ja utan ivarszervmintat vettem szovettani metszet készitéséhez,
valamint vér-, maj- és izomszovetmintakat gyiijtottem a genetikai vizsgalatokhoz.

A hisztologiai vizsgalatokhoz az eltavolitott ivarszerveket 8%-0s pufferolt formalin oldatban
1-2 napig fixaltam (Excelsior AS Tissue Processor, No.: A82300001, Thermofisher). A
szovettani metszetek készitéséhez az ivarszervmintdkat folyovizes mosast kovetden felszallo
alkoholsorban dehidraltam, egy kiontd talkaban 75°C-os parafinnal feltoltottem (/8. dbra) és
kazettaval zartam (19. dbra) (Kunz Instrumentz Paraffin Dispenser WD-4C No.: 205510).

18-19. dbra: Ivarszervmintak paraffinbe agyazdsa és kazettaval zarasa

(Készitette: Sztan Nikoletta)

A hitélapra (Kunz Instrumentz Cooling Plate CP-4D No.: 205600) helyezett mintakbol (20.
abra) a paraffin megdermedését kdvetden 3-4 pm vastagsagli metszeteket készitettem (Shandon

Varistain 24-4 Slide Stainer, No.: 8358-30-1025)., azokat targylemezre helyeztem. (21. abra)

20. abra: Paraffinba agyazott mintdk hiitélapon 21. abra: Szarado szévettani metszetek
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A festés eldtt a lemezeket 37°C-on, 10 percen at PBS-ben rehidrataltam, majd haematoxilin-
eosin technikaval, automata festégépben (Leica Autostainer XL ST5010) megfestettem. A festési
protokoll elsd 1épése a xylolos kezelés, ezt koveti két 100%-o0s és egy 70%-o0s etanolban vald
merités, egy rovid desztillalt vizben torténd mosas utdn haematoxilin-be, majd jabb mosast
kovetden eosinba martds. Ezutan a metszetek 95%-0s, majd harom alkalommal 100%-0s
etanolban valo kezelést kovetden fedésig xylen-ben tarolhatok. A fedéshez egy csipesz
segitségével iiveg feddlemezt helyeztem a mintdkra és 1-2 csepp rogzité médiummal
rogzitettem, majd szaradni hagytam a lemezeket és mikroszkop (Zeiss Axioskop 2 plus) alatt

100x-o0s nagyitassal vizsgaltam. (Guzsal 1974 és a Leica Biosystems ajanlasa nyoman)

5.5.7. A termékenyitéképesség in vitro vizsgalatai

A gyongytyuk kakasok ¢és hazityk tojok keresztezése sordn megfigyelt nagyszdmu
terméketlen tojas miatt in vitro vizsgaltam az utolsé két termékenyitést kovetd 3 napig termelt
tojasokat. A vizsgalat célja annak eldontése volt, hogy a gyongyds-spermiumok az intravaginalis
inszeminaldst kovetéen milyen aranyban voltak képesek feljutni a petevezeton a hazityak
petesejtjiéhez. A vizsgalat soran a tojasok feltorését és a sargaja kiillonvalasztasat kdvetden a
csirakorong felett egy 1x1 cm-es darabot vagtam ki a szikmembranbol. A membran darabot
haromszor fizioldgids so6oldatban mostam le, majd targylemezre teritettem és sotét latoteres
mikroszkop (Leitz Diaplan) hasznalataval, 4x-es nagyitas mellett vizsgaltam a csirakorong
teriiletén és a kornyezetében a spermiumok altal képzett penetracios nyilasok jelenlétét.
Osszesen 81 db tojas vizsgalatat végeztem el. (Staines et al. 1998)

In vitro membranteszttel azt is vizsgaltam, hogy a gyongyds spermiumok képesek-e
penetralni az étkezési (terméketlen) hazityuk tojasok perivitellin membranjan. A csirakoronggal
ellentétes oldalrol egy 0,5 x 0,5 cm-es darabot vagtam ki terméketlen tyuktojas
szikmembranjabol, melyet tisztitds utdn 1 ml, 25 milli6 gyongytyuk-spermiumot tartalmazo
DMEM oldatba helyeztem és 38°C-on 5 percig lassu keverés mellett inkubaltam. Ezt kdvet6en
haromszor fizioldgias sooldatban mostam le a membrant, tdrgylemezen teritettem ¢€s sotét
latoteres mikroszkoppal (Leitz Diaplan), 4x-es nagyitassal 3 latoteret vizsgaltam meg és

meghataroztam a penetracios nyilasok szamat. (Steel et al. 1994)
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5.6. GFP-t tartalmazo ésivarsejtek injektalasa 3 napos hibrid embriékba

Mivel az eldzetes vizsgalatok eredményei alapjan csak a gyongytyuk tojok és hazityuk
kakasok keresztezése tekinthetd sikeresnek, a tovabbi vizsgalatok sordn ezzel a kombinacidval
dolgoztam tovabb. Az injektalashoz a korabbi fejezetben (5.4.2.) leirt médon naponta kétszer
gyljtottem a hibrid tojasokat ¢és felhasznalasig 15-17°C kozotti hodmérsékleten tojastarold
helyiségben taroltam.

Az injektalt sejtek beépiilését az embriondlis ivarszervbe 173 injektalt egyed esetében
vizsgaltam. A késObbi vizsgalatok soran, a felnevelésre szant egyedek injektalasat 15 héten at,
heti 2-3 napon, 6sszesen 43 alkalommal végeztem, amihez Gsszesen 2162 db tojast keltettem,

ebbdl 411 embriot injektaltam.
5.6.1. Az injektalashoz hasznalt dsivarsejtek eredete és fenntartasa

A GFP-t expresszald PGC vonalak transzgénikus White Leghorn (McGrew et al. 2004)
embriokbdl szarmaztak. A mélyhitve tarolt, majd felolvasztott sejtvonalakat a Magyar Agrar- és
Elettudoményi Egyetem (MATE) Genetika és Biotechnologia Intézetében (GBI) az Alkalmazott
Embriolégia és Ossejt Biologia Csoport tagjainak segitségével, Whyte és munkatarsai (2015)
leirasa alapjan, in vitro sejttenyészetben, CO, termosztatban 38°C-on 5% CO,-koncentracio
mellett tartottam fenn (Whyte et al. 2015). A médiumcsere kétnaponta a médium
egyharmadénak eltavolitasdval, majd ugyanannyi friss médiummal val6 pétlasaval tortént, illetve

sziikség esetén passzalast végeztem.
5.6.2. Osivarsejtek injektalasa 3 napos hibrid embriokba

A keltetés soran az embrionalis fejlédés 3. napjan, kb. 63 ora elteltével GFP-t tartalmazo
Osivarsejtek injektalasat végeztem a megfeleld stadiumban (HH14-16) levé embridk véraramaba.
Alkoholos feliilet-fertétlenitést kovetéen a tojas tompa felén a légkamranal egy kis lyukat
szurtam a héjon annak érdekében, hogy a légkamra 6sszeesésével az embrid lejjebb siillyedjen és
eltavolodjon a tojas héjatol. A tojasok héjan egy 5-6 mm atmérdjli ablakot nyitottam az embrid
folott (22. dbra), majd szajpipetta és tivegkapillaris segitségével embrionként 1 ul, korilbeliil
5000-10000 PG sejtet tartalmazé sejtszuszpenziot (23. dbra) injektaltam az embrid véraramaba
(24. abra), majd 50 pl steril 1x D-PBS-t cseppentettem a tojasba és 2 réteg parafilmmel zartam
le a nyilasokat (Macdonald et al. 2010)(25. dbra). Az injektalt tojasokat 37,8°C-on, 70% relativ

paratartalom mellett inkubaltam tovabb.

43



¢ Ll el Y YT T YT
o Ll f L LYY Y YO YT

22-23. abra: Ablak nyitasa a tojas héjan és az injektalashoz hasznalt 37°C-on tartott sejtszuszpenzio

(Készitette: Varkonyi Eszter)

24-25. abra: Injektdlas iivegkapillarissal hibrid embrio véraramaba és az ablak lezdrasa kétrétegii
parafilmmel

(Készitette: Varkonyi Eszter)

5.6.3.A fejlédés soran elhalt injektalt embriok fenotipusos vizsgalata

A keltetés soran ki nem kelt injektalt tojasokat felbontottam és meghatroztam az
embridelhalds napjat, valamint feljegyeztem a lathato fejlédési rendellenességeket, annak
érdekében, hogy Osszehasonlitsam a nem injektalt tojasok keltetésének kordbbi eredményeivel,

megallapitva az injektalasi eljaras esetleges hatasat a keltethetdségre.

5.6.4.Az injektalt sejtek jelenlétének vizsgalata az embrionalis ivarszervekben

A GFP-t expresszalé PG sejtek ivarszervekbe épiilését 7,5; 14,5 és 18,5 napos embriok
ivarszervében vizsgaltam. Az ivarszerveket eltavolitasukat kovetden egy ¢éjszakara 4%-0s
paraformaldehidbe helyeztem, majd PBS-ben taroltam ¢és fluoreszcens sztereomikroszkoppal

(Leica M205 FCA, Leica Ltd., Germany) vizsgaltam.
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18,5 napos embriok esetében immunfestéssel is vizsgaltam az injektalt sejtek ivarszervbe
épiilését. Az ivarszervek 4%-os paraformaldehidbe helyezését és fixalasat kdvetden a szerveket
10, 20 majd 30%-os szachar6z oldatban ekvilibraltam, 7,5% zselatinba agyaztam (26. dbra) és
folyékony nitrogénen izopentanban fagyasztottam. Az igy elkészitett blokkokbol kriosztatban 10

um vastagsagu metszeteket készitettem, amiket targylemezre helyeztem.

26. abra: Zselatin blokkba agyazott szoévetminta

A zselatint 1x-es PBS-ben, 38°C-on tavolitottam el. A PBS-es mosast kovetden a lemezeket
2,5% szamdarszérumot és 0,1% Triton X-100-at (Merck Millipore, US) tartalmazé 0,1% BSA-
PBS-ben, szobahdmérsékleten blokkoltam 45 percig. A lemezeket egy éjszakan at 4°C-on
nedves kamraban inkubaltam nyal antiVASA (1:1000; Bertrand Pain, Lyon, Franciaorszag)
elsddleges antitesttel. Kovetkezo 1épésként a lemezeket harom alkalommal mostam 1x-es PBS-
ben, majd szamar anti-nyul IgG-konjugélt Alexa 555 (1:400, Molecular Probes Inc., USA)
masodlagos antitesttel inkubaltam nedves kamraban, s6tétben 1 6ran at, 37°C-on. 1x-es PBS-ben
torténé mosast kovetden a sejtmagokat TO-PRO®-3-mal (1:500, Molecular Probes Inc., US)
festettem meg, ami egy tavoli-vords fluoreszcens (642/661) sejtmag és kromoszoma festék.
Ujabb hiarom mosast végeztem 1x-es PBS-sel, majd a lemezeket 20 pul VECTASHIELD®
(Vector Laboratories Inc., US) alkalmazasaval feddlemezzel fedtem le és konfokalis
mikroszkoppal (TCS SP8, Leica) vizsgaltam. A negativ kontroll mintakat csak a masodlagos
antitesttel festettem meg. (Lazar et al. 2018)

5.6.5.Az ivarérett egyedek ivarszerveinek vizsgalata

Két injektalt és egy kontroll hibrid trenirozdsat végeztem spermavétel céljabol. Az injektalt
egyedek esetében 22, illetve 26 hetes kortol, a kontroll egyed esetében 24 hetes kortdl, heti
rendszerességgel, 5 honapon keresztiil.
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A trenirozasi idészakot kovetden a hibridek ivarszervét immunfestéssel vizsgaltam, illetve
szovettani metszeteket is készitettem annak megallapitasara, hogy az injektalt donor sejtek
beépiiltek-e a hibridek ivarszerveibe.

Az ivarszerveket eltavolitdsukat kovetden 2 napon at 4%-os paraformaldehidben fixaltam
(Excelsior AS Tissue Processor, No.: A82300001, Thermofisher). A mintakat egy-egy éjszakan
at 10%-0s, 20%-0s, majd 30%-os szachardzoldatban kezeltem. A beagyazashoz 7.5%-0s
zselatint hasznaltam és a blokkokat izopentanban, -40°C-on fagyasztottam le a metszetek
készitéséhez, majd a késdbbi felhasznaldsig -80°C-on taroltam Oket.

A metszést kriosztattal (Microm D-6900, Microm GmbH. Heidelberg, Germany) végeztem,
majd a 10 pm vastagsagu metszeteket Poly-L-Lysine bevonatl targylemezekre helyeztem és -
20°C-on taroltam tovabbi felhasznalasig.

A lemetszett mintdk egy részén szovettani vizsgalat céljabol hematoxilin-eosin festést
végeztem a korabban (5.5.6. fejezet) leirt modon, a lemezeket lefedtem és mikroszkop alatt
100x-o0s nagyitassal vizsgaltam azokat.

A lemetszett mintak egy masik részén csak sejtmag festést végeztem (27-28. dbra). A
metszeteket TO-PRO-3 sejtmagfestékkel (1:500, T3605, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA) festettem meg, majd feddlemezt rogzitettem rajuk 20 ul VECTASHIELD rogzité médiumot
(H-1000, Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA) hasznalva és a GFP-expressziot konfokalis

mikroszkoppal (TCS SP8, Leica, Wetzlar, Germany) vizsgaltam.

27-28. abra: Szévettani metszetek sejtmagfestése

A mintak vizsgalata soran kideriilt, hogy a GFP-expresszi6 erdssége nem elégséges a
megfelelé  dokumentacidhoz, igy  anti-GFP  els6dleges  antitesttel ~ (Rockland
Immunohistochemicals, cat. no: 600-401-215, diluted 1:150 in 1% PBS-BSA) erésitettem fel a
GFP jelet. Ehhez a metszeteket 1 oran keresztiil, szobahdmérsékleten inkubaltam az elsédleges
antitesttel, majd szamdar anti-nyul IgG-konjugalt Alexa 488 fluorescens masodlagos antitesttel

tettem lathatova a GFP-expressziot (ThermoFisher, A21206). A sejtmagok festése DAPI (Vector
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Labs, Burlingame, California) hasznalataval tortént, majd a lefedéshez Poly/Mount-médiumot
(Polyscience Inc. Warrington, PA, 18606) alkalmaztam. A vizsgalat a Zeiss Zen szoftver altal
automatikusan bedllitott DAPI és Alexa Fluor 488 sziir6kockakkal, 20x-os és 40x-es nagyitassal

tortént. (Pan et al. 2022)

5.7. Statisztikai analizis

Az "injektalt" és a "kontroll" csoportokban tapasztalt embriondlis mortalitasi és kelési
aranyokra paros Z-teszteket végeztem. Az adatok statisztikai elemzéséhez és abrazolasdhoz a
Python 3-on beliil a "statsmodels" (verzid: 0.14.1) (Seabold & Perktold 2010.), a "pandas”
(2.2.1) (Pandas Development Team, 2020), a "numpy" (1.26) (Harris et al., 2020) és a
"matplotlib™ (3.8.3) (Hunter, 2007) csomagokat hasznaltam. Az elemzéshez hasznalt kodok
futtatdsait a Visual Studio Code-ban (verzio: 1.86.2, Microsoft Corp.) végeztem. A
szignifikanciaszinteket a kovetkezoképpen alkalmaztam: * p < 0,05, ** p < 0,01 és *** p <

0,001.
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6. EREDMENYEK ES AZOK MEGBESZELESE

6.1. A hibridel6allitas eredményei

6.1.1. A keresztezési kisérlet eredményeképpen nyert tojasok termékenysége és a

tapasztalt korai embrionalis rendellenességek fenotipus szerinti csoportositasa

A korai embrionalis rendellenességek fenotipus szerinti csoportositasahoz Liptoi és Hidas

(2003) nyoman az alabbi osztalyokat hasznaltam:

ND (no development): Terméketlen tojas, a csirakorong nem indult fejlédésnek, abban
osztodasok, igy metafdzisok sem taldlhatok.

PD (positive development): A tojas termékeny, azonban az inkubacié soran, még az embrid
kialakulasa el6tt megallt a differencialodas.

BWE (blastoderm without embryo): Mezodermalis szovetek mar létrejonnek, igy vérerek is
lathatok a tojasban, de embrid nem talalhato.

D (dead embryo): Az embrié mérete és fejlettsége alapjan megallapithatd, hogy az inkubacio
hanyadik napjan halt el.

AE (abnormal embryo): Az ¢él6 embrid lassu fejlédésti, mérete tal kicsi vagy valamilyen
morfologiai rendellenességet mutat.

NE (normal embryo): Az embrié koranak megfeleld fejlettségii és kiillemii, a vizsgalat soran

ezen beliil a ,,befulladt” és ,kikelt” egyedek kategoriait kiilonitettem el.
A kisérletek soran végzett keltetések eredményeit az M3 melléklet tablazata tartalmazza.

A gyongytylk tojok és hazityuk kakasok keresztezésével kapott tojasok 44,35 %-a (683 db)
bizonyult terméketlennek, nagyon korai embridelhalast 20,26 %-nal (312 db) allapitottam meg
(6,43 % (99 db) PD és 13,83 % (213 db) BWE). A fejlédésnek indult embriok 11,62 %-a (179
db) a fejlédés megindulasat kovetd 5 napon beliil (D1-5), 1,56 %-a (24 db) az inkubalas 6. és 10.
napja kozott (D6-10), 0,78 %-a (12 db) a 11. és 15. napja kozott (D11-15), 1,23 %-a (19 db) a
16. és 20. napja kozott és 1,30 %-a (20 db) a 21. és 27. napja kozott (D21-27) halt el. A befulladt
embridk aranya 11,17 % (172 db), a kikelt egyedek aranya pedig 6,95 % (107 db) volt. Az elhalt
embriok vizsgalata soran 0,78 % (12 db) bizonyult abnormalisnak, ezek nyitott hasfallal, nyitott
koponyaval, rendellenes csérrel, illetve torpe ndvéssel rendelkezé egyedek voltak.

A hézityuk tojok és gyongytyuk kakasok keresztezése sikertelennek tekinthetd, mivel a 702
db keltetett tojas 98,43 %-a (691 db) terméketlen volt, 1,13 %-nal (8 db) allapitottam meg
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nagyon korai embridelhalast (0,85 % (6 db) PD ¢és 0,28 % (2 db) BWE), 0,14 % (1 db) volt az
inkubacid 16. és 20. napja kozott elhalt embridk aranya, szintén 0,14 % (1 db) befulladt és
csupan 1 egyed kelt ki (0,14 %). (29. abra, M3 melléklet)

Embriondlis fejlédési rendellenességek és a keltethetdség vizsgdlata gyongytyuk
és hazityuk keresztezésekor
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29. abra: Embrionalis fejlodési rendellenességek és a keltethetdoség vizsgalata gyongytyuk és hazityuk
mindkét iranyu keresztezésekor a kontrollokkal dsszehasonlitva

A gyongytyuk tojok és hazityuk kakasok hibridjeinek keltetésekor elhuzodo kelés allapithatod
meg, kelési idejiik 21 és 27 nap kozott valtozott, ami a két sziiléfaj kelési ideje kozotti
atmenetnek tekinthet6 (hazityuknal 21-22 nap, gyongytyuknal 26-29 nap). A legtobb (57,9 %)
hibrid egyed a 22-23. napon (62 db) kelt ki (30. abra).
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30. abra: A hibrid tojasok kelési ideje a sziilofajok kelési idejével dsszevetve. A két sziilofaj kelési
idejéhez képest (hazityuknal 21-22 nap, gyongytyuk esetében 26-29 nap) a hibridek kelési ideje
elhuzodo, a kettd kozti atmenetnek tekintheto (21-27 nap). A mediant és kvartiliseket piros szin jeloli

6.2. A hibridek donor eredetii ésivarsejtek befogadasara valo alkalmassagara

iranyulo elézetes vizsgalatok eredményei

6.2.1. Az elhalt embridk kromoszéma vizsgalatanak eredményei

Az elkészitett kromoszoma preparatumokat mikroszkop alatt vizsgalva meghatdroztam az
elhalt embriok ivarat és az esetleges kromoszoma rendellenességeit. A gyongytyik és hazityak
kariotipusanak (Shibusawa et al. 2004) 6sszevetésekor megallapithatd, hogy a gyongytyiak 5.
kromoszomaparjabol szarmazoé metacentrikus kromoszoma és a Z ivari kromoszoma méretben
nagyon hasonl6. (31. dbra). A hazitylk esetében azonban nem talalhaté metacentrikus
kromoszomapar az ivari kromoszoémakon kiviil. Ezek alapjan kikovetkeztethetd, hogy hibridjeik
esetében a ndivaru egyedek metafazisos képén egy kisebb €s egy nagyobb (32. dbra), mig a
himivara egyedek esetében egy kisebb és két nagyobb metacentrikus kromoszoma (33. dbra)
lathatd. A vizsgalat soran elészor megvizsgaltam, hogy a makrokromoszémaék hianytalanul

megvannak-e, majd az ivari kromoszomak alapjan meghataroztam az egyedek nemét.
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A hibridek ivaranak alakulasa gyongytyuk tojo és hazityuk kakas keresztezésekor

Gyongytyuk tojo kariotipusa Hazityuk kakas kariotipusa
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31. abra: A hibridek ivaranak alakulasa gyongytyk tojo és hazityuk kakas keresztezésekor
(Készitve Shibusawa et al. 2004 alapjan)

187 db minta kromoszémavizsgalatat végeztem el, melyeknek 43,24 %-a néivaru (32. abra),
56,76 %-a himivaru (33. dbra), egyedtdl szarmazott. A fotokon fekete nyil jeldli a Z ivari

kromoszomat, piros nyil az 5. kromoszomat.
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32. dbra: Hibrid tojo (2n ZW) 33. abra: Hibrid kakas (2n ZZ)
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A vizsgalat soran kétféle kromoszoma rendellenességet azonositottam. Egyik az aneuploidia,
azaz egy vagy tobb kromoszéma hianya vagy tobblete (Imreh 1986). Az ilyen egyedek aranya
0,90 % volt. A 34. abra egy him aneuploid egyed metafazisos képét mutatja, ahol az elso,
méretben legnagyobb kromoszomapar hianyos. A masik meghatarozott rendellenesség a
mozaicizmus, ebben az esetben egy egyeden beliil tobb kiilonb6z6 kariotipus is azonosithatd
(Imreh 1986). A vizsgalat soran a haploid/diploid (1n/2n) mozaikos kariotipusti egyedek aranya
1,80% volt (35-36. dbra).
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34. abra: Aneuploid hibrid (2n-1) 35-36. abra: Haploid/diploid mozaikos hibrid (1n/2n)

A forditott keresztezés (hazityuk tojo x gyongytyuk kakas) soran 7 db embrionalis elhalasbol
szarmaz6 mintat vizsgaltam, melyek koziil 3 db volt értékelhetd. Ezek koziil 2 tojonak és 1

kakasnak bizonyult és esetiikben nem azonositottam kromoszéma rendellenességet.

6.2.2. Az ivarszervek embriondlis fejlddése soran végzett vizsgalatok eredményei

Az embriondlis fejlodés sordan az egészségesen fejloédé embriokbol a 6., 10. és 20. napon
ivarszerv mintdkat vettem a késObbi immun-hisztokémiai vizsgalatokhoz. A vizsgalatok annak
megallapitasat céloztak, hogy a hibridek rendelkeznek-e sajat dsivarsejtekkel. A mintavétel soran
a 10 és 20 napos embriok esetében az ivarszervek morfologidja alapjan szemmel is

megkiilonboztethetdk voltak a him (37., 39. dbra) és a nbivara (38., 40. dbra) egyedek.
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37. abra: 10 napos hibrid embrio ivarszerve (him) 38. abra: 10 napos hibrid embrio ivarszerve (tojo)

39. abra: 20 napos hibrid embrio ivarszerve (him) 40. abra: 20 napos hibrid embrio ivarszerve (tojo)

Az immunhisztokémiai festést kovetden harom darab 10 napos, egy darab 18,5 napos, négy
darab 20 napos hibrid embri6 ivarszervét vizsgaltam. A nyolc darab embrionalis korban vizsgalt
egyed koziil az ivarszervek struktiraja alapjan négy darab ndivarunak bizonyult. A vizsgalat
soran a hibridek &sivarsejtjeinek kimutatdsara két markert hasznaltam: az EG&K X. stadiumtol
kezdve megbizhatéan alkalmazhato, Ossejtspecifikus SSEA-1-t, aminek expresszidja a
sejtfelszinen piros festddést mutat, valamint az Gsivarsejt-specifikus p63 markert, ami a pozitiv
sejtek nukleuszaban zold festddéssel lathatd (41. dbra). A ndivarh ivarszervekben szamos sejt
mutatott pozitiv festédést a p63 és az SSEA-1 esetében is. Az Osivarsejtek eloszlanak a
gonadban, nem koncentrdlodnak a kéregben. A him ivarszervekben a p63-pozitiv sejtek
korkorosen helyezkednek el a vesiculae seminales mentén, igy megéllapithatd, hogy az

Osivarsejtek mindkét ivar esetében jelen vannak a hibridek ivarszervében.
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10 napos 16H02

20 napos 16H07

41. dbra: Osivarsejtek jelenlétének vizsgdlata hibrid embriok ivarszervében. (A) p63 (z6ld) és SSEA-1
(piros) esetében is pozitiv festodést mutato PGC-k 10 napos (16H02) néivaru hibrid embrio
ivarszervében (B) p63-pozitiv sejtek 20 napos himivaru hibrid (16H07) embrio ivarszervében. Fehér
nyilak mutatiak a megléevo PG sejteket. Kék szinnel lathatok a sejtmagok.

6.2.3. A kikelt egyedek hibrid statuszanak molekularis genetikai vizsgalatanak eredménye

A GUIJ1 marker esetében hazitytknal 260 bazispar (bp), 262 bp és 264 bp allélméret lathato,
mig a gyongytyukoknal 241 bp és 243 bp. A hibrid egyedek esetében 260 bp vagy 264 bp és 243
bp allélméret volt megfigyelhetd. A GUJ87 marker esetében hazityuknal 161 bp, gyongytytknal
153 bp allélméret lathato, a hibridekben mindkét allél (161 bp és 153 bp) detektalhato volt (42.
abra). A markerek vizsgalatinak eredménye alapjan megallapithatd, hogy mind a 38 vizsgalt

egyed a hazitytk és a gyongytytk fajok hibridje volt.
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kontroll SM GUJ1 H1 GUJ1 H2 GUJ1 kontroll GY GUJ1

kontroll SM GUJ87 H1 GUJ87 H2 GUJ87 kontroll GY GUJ87

42. abra: Hibrid, sarga magyar tyuk és gyongytyuk mintik allélméretei. A GUJ1 marker esetében
hazityuk fajban 262 bp allélméret (kontroll SM GUJI), gyongytyuk fajban 241 bp és 243 bp allélmeret
(kontroll GY GUJI) lathato. Az egyik hibrid egyed (H1) egy allélt a hazityuktol (264 bp), egy allélt
pedig a gyongytyuktol (243 bp) hoz. A madsik hibrid egyed (H2) esetében is megfigyelheto egy
hazityukéval egyezé (260 bp) és egy gyongytyukéval egyezd (243 bp) allel. A GUJS7 allél esetében
hazityukban 161 bp allélméret (kontroll SM GUJS7), gyongytyukban 153 bp allélméret (kontroll GY
GUJS7) figyelheté meg, a hibridek (H1, H2) esetében mindkét allél (161 bp, 153 bp) lathato.

6.2.4. A felnevelt hibridek fenotipusanak leirasa

A gyongytyuk tojok és hazityuk kakasok keresztezése soran megfigyelhetd volt, hogy a kikelt
hibridek 1 hetes korukban a sarga magyar csibéktdl eltéréen nem egyszinii vilagosbarnak, hanem
hatukon a gyongytyuk csibékre jellemzd, de kevésbé kifejezett sotét csikok lathatok, szarnyuk
savozott mintat mutat. (43-44. dbra). 18 hetes korukra testméretiik mindkét fajétol nagyobb,

farkuk hosszu, lefelé allo, hatuk enyhen boltozatos, szarnyuk testhez simuld (45. dbra).
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43-44. abra: I napos és 1 hetes hibrid csibék 45. abra: 18 hetes hibridek

A felnevelt hibridek kozott alapvetéen harom fenotipus volt megfigyelhetd: egy sotétebb
barna (46. abra), egy vilagosabb barnas-voroses valtozat, gyongytyukra jellemz0 savozottsaggal
(47. dbra), valamint egy fehér foltos valtozat (48. dbra). Arcuk csupasz, a sisak, a taraj és az
allebeny minden esetben hidnyzott vagy kisebb lebenykezdemény volt lathatd, csoriik erds,

enyhén ivelt volt.

\

47. abra: barna-voros 48. abra: fehér foltos

46. abra: sotétbarna szinvaltozat L Y,
szinvaltozat szinvaltozat

A forditott keresztezéskor kikelt, hazityuk tojo-gyongytyuk kakas hibrid a fentebb (48. dbra)

lathato, fehér foltos szinvaltozatot mutatta.
6.2.5. Az ivarszervek fejlettségének vizsgalati eredményei a 16. és a 30. élethét kozott

A nevelés és mintavételek sordan megfigyelheté volt, hogy minden hibrid egyed két
ivarszervvel rendelkezett, ezek altaldban nem egy magassagban helyezkedtek el és enyhén
hajlott format mutattak (49-52. dbra). A 16. és 30. élethét kozott méretikk 1ényegesen nem
valtozott, hosszuk 2-2,5 cm, szélességiik 0,3-0,5 cm ko6zott maradt. A 16-20 hetes egyedek
ivarszerveinek szovettani metszetén szabalytalan alak(, 2-3 sejtréteg vastagsagi tubulusok
lathatok. Spermatocitadk és spermiumképzodésre utald jel nem latszik, minimalis osztodasi

aktivitassal inaktiv, illetve infantilis herék figyelheték meg (49b., 50b. dbra).
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50a,b. abra: 20 hetes hibrid ivarszervei és a herék szévettani metszetének képe

A 22. ¢és 30. élethét kozott vizsgalt egyedek ivarszervei normalis tubulus szerkezettel
jellemezhetdk, azonban a sejtek polimorfiat mutatnak, szérvanyosan oriassejtek lathatok. A
tubulusok lumenében néhol habos sejtmag strukturdt vagy perichromdziat mutatd sejtmaggal

rendelkezé hamsejtek figyelhetok meg. A csirahdm inaktiv, spermiumképzddésre utald jelek
nem lathatok. (51b, 52b. dbra)

51a,b. abra: 24 hetes hibrid ivarszervei és a herék szovettani metszetének képe
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52a,b. abra: 30 hetes hibrid ivarszervei és a herék szovettani metszetének képe

A kontrollként megfigyelt gyongytytkok esetében a himek heréi kifejlédtek (53a,b. dabra),
hosszuk elérte a 3-3,5 cm-t, szélességiik pedig az 1,5-2 cm-t, €z nagymértékben meghaladta a
hibridek ivarszerveinek méretét. A tojok petefészke is kifejlodott a 16. élethétre, a 26. héten

pedig tojni kezdtek. (54. abra)

53a,b. abra: 30 hetes gyongytyuk kakas heréi és a herék szovettani metszetének képe

54. abra: 30 hetes gyongytyiik tojo petefészke
Az embrionalis ivarszervek vizsgalati eredményeitdl eltéréen, a nevelés soran vizsgalt 38

egyed mindegyike himivara volt.
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6.2.6. A termékenyit6képesség in vitro vizsgalatai

In vitro vizsgaltam a sikertelen keresztezési kombinacional (hazityuk tojo x gyongytyuk
kakas) eléforduld terméketlenség lehetséges okait. A begyljtott keltetdtojasok vizsgalatanak
eredményei azt mutattak, hogy a gyongytytik spermiumok az esetek 37 %-aban nem talaltak meg
a hazityk petesejtjét, azaz nem volt lathaté penetracios nyilas a szikmembranon. 42 %-ban nem
a csirakorong felett, hanem a kdrnyezd régidban nagyon sok, nem jellegzetes penetracios nyilas
volt megfigyelhetd. A termékenyiiléshez a csirakorong teriiletén legaldbb 6 penetracids nyilas
sziikséges hazitytk fajban (Wishart 1997). A vizsgalat soran 9%-ban tobb mint 6, 12 %-ban
pedig kevesebb, mint 6 nyilast talaltam a csirakorong teriiletén (55-56. dbra). Az eredmény
alapjan feltételezhetd, hogy a gyongytyik spermiumok képesek ugyan a termékenyités
helyszinére eljutni, azonban a feltételezett kémiai vagy egyéb jelatviteli ut (chemotaxis) gatolt,
illetve a spermiumkotd receptorok fajspecifikussaga miatt a két faj keresztezésének ez a
kombinécioja nem mitkddik. Tehét csak véletlenszerlien kdvetkezhet be, hogy a gyongytyuk
spermium pont a csirakorong felett hatol 4t a membranon. Emellett az is elmondhatd, hogy a
megfigyelt penetraciés nyilasok nem olyan kifejezettek, mint normal esetben, aminek
feltételezett oka az lehet, hogy a gyongytyuk spermiumok akrozinja nem tudja megfeleléen

bontani a membran szerkezetét.

55-56. abra: Penetracios nyilasok a csirakorong teriiletén és a csirakorong teriiletén kiviil

(Keészitette: Veégi Barbara)

Az in vitro membranteszt soran lathatd volt, hogy csak nagyon kevés gyongytyuk spermium

volt képes penetracios nyilast késziteni a hazityuk tojas perivitellin membranjan (57. dbra).
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57. abra: Gyongytyuk spermiumok in vitro penetrdcios nyilasai tyuktojas membranon

(Keészitette: Végi Barbara

6.3. GFP-t tartalmazé ésivarsejtek 3 napos embriékba torténé injektalasanak

eredményei

6.3.1. A fejlédés soran elhalt injektalt embriok fenotipusos vizsgélatanak eredménye

Az injektalt embriok 57,85%-a (188 db) a keltetés els6 5 napjaban halt el, ezen beliil az
injektalas idépontjaban (D3) elhaltak az Gsszes injektalt embrid 32%-at (104 db) teszik ki. A 6.
¢s 10. nap kozott elhaltak aranya 21,85% (71 db), a 11. és 15. nap kozott 5,54% (18 db), a 16. és
20. nap kozott 4,62% (15 db), a 21. és 27. nap kozott pedig 4,31% (14 db). Az embriok 2,77%-
anal (9 db) volt megfigyelheté fejlédési rendellenesség, ez az esetek tobbségében nyitott
hasfalat, néhany esetben pedig a fels6 és/vagy also csérkava rendellenességét jelenti. A befulladt
egyedek aranya 1,54% (5 db) volt, valamint az injektalt tojasok 1,54%-a (5 db) kelt ki, melyek

koziil két egyedet ivarérésig neveltem (58-59. abra).

58-59. abra: Injektalt hibridek kelést kovetoen és 40 hetes korban
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A nem injektalt (kontroll) és injektalt hibridek keltetésének adatait Gsszehasonlitva, a keltetés
els6é 10 napjaban elhalt (D1-10), a 11. és 20. napja kozott elhalt (D11-20) embriok, valamint a
befulladt és kikelt egyedek esetében is szignifikans eltérés figyelhetd meg a két csoport kozott. A
keltetés 21. és 27. napja kozott elhalt (D21-27) embriok aranyaban nem figyelheté meg
szignifikans eltérés (60. dbra, M3-as melléklet).

1.0

o B |njektalt
0.8 1 <0.001 Kontroll
0.6 -

%
0.4 1 #ok <0.001
**x <(0,001
0.2 sk <(0.001
- NS 0.85
D1-10 D11-20 D21-27 Befulladt KIKELT

Korai embriondlis elhaldasok és a keltethetdség

60. abra: Az embrioelhalas és a keltethetiség dsszehasonlitisa a kontroll és injektalt hibridek esetében.
A kategoriak dsszehasonlitasa paros Z-tesztekkel tortent, az alabbi szignifikanciaszintek alkalmazdsaval:
*p <0.05, **p <0.01, and *** p < 0.001

Az injektalt embriok elhaldsanak kimagaslé szdmat a keltetés elsd tiz napjaban a 3. napon
végzett injektalasi eljaras okozhatta, valamint a keltetés késobbi idészakaban (a 11-20. napon)
kimutatott szignifikans eltérés oka lehet, hogy az injektalt tojasok inkubalasa parafilmmel lezart
ablakkal folytatodott. A tojashéjon nyitott ablakon keresztiil a kiilonboz6 korokozok konnyebben
jutnak be a tojasba és megfertdzhetik a fejloédd embriot. A befulladt és kikelt egyedek esetében a
kontroll csoportnal megfigyelhetdé nagyobb szamu befulladt csibe azt jelzi, hogy a
gyongytyuktojads vastag héja megneheziti az embridk kelését. A kelést megeldzéen nehéz
megallapitani, hogy a csibének sziiksége van-e emberi beavatkozasra a kelés megkonnyitéséhez
¢s ha igen, akkor az mikor sziikséges az elhuz6do kelési idészak (21-27 nap) alatt. A hazitytk és
gyongytyuk fajok keltetésének paraméterei is jelentdsen eltérnek. A keltetések soran
megfigyelhetd volt, hogy a paraméterek modositasaval, példaul a paratartalom megemelésével
novelhetd a kikelt egyedek aranya. Az injektalt egyedek esetében bujtataskor hatékonyabban
segitheté az embri6 az ablaknak koszOnhetden, azonban az ablak jelenléte a hibrid egyedek

optimalis keltetési paramétereire is hatassal lehet.
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6.3.2. Az injektalt sejtek embrionalis ivarszervben valo jelenlétének vizsgalati eredményei

147 injektalt embri6 ivarszerveit vizsgaltam az embriondlis fejlodés soran 7,5; 14,5 és 18,5

napos korban (2. tabldzat, M3-as melléklet).

2. tablazat: Az injektalt sejtek ivarszervbe épiilésének vizsgalata 7,5 napos, 14,5 napos és 18,5

napos embrioban

< Injektalt embriok El6 embriok GFP-pozitiv embriok
Embrio kora . . . . o . . .
sZama szama €s aranya (%) szama és aranya (%)
7,5 nap 30 15 (50%) 12 (40%)
14,5 nap 75 4 (5,3%) 4 (5,3%)
18,5 nap 42 1 (2,4%) 1 (2,4%)
Osszesen 147 20 (13,6%) 17 (11,6%)

7,5 napos korban 30 injektalt embrié kozil 15 volt életben a vizsgalat idopontjaban, ezek
koziil 12 db tartalmazott integralodott injektalt sejteket (61. abra). 75 embridt vizsgaltam 14,5
napos (62a,b. dbra), 42 embriot pedig 18,5 napos korban (63. dbra). Az Osivarsejtek
azonositasara a fejlodés teljes ideje alatt alkalmas, citoplazmaban expresszalo CVH antitestet
hasznaltam, ami piros festodéssel lathatd. A vizsgdlat idején €l embridk mindegyikében

megfigyelhetdk voltak az injektalt, ivarszervbe épiilt donor eredetii dsivarsejtek.

500 1000 pm

61. abra: 7,5 napos embrio ivarszerve

(Készitette: Lazar Bence)
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62a,b. abra: 14,5 napos embrio ivarszerve (Készitette: Lazar Bence)

18,5 napos hibrid embrid ivarszerve 19H04/4ZP

63. dbra: Donor és recipiens eredetii Osivarsejtek vizsgdlata 18,5 napos injektdalt embrio jobb és bal
ivarszervében (19HO04). A CVH-t expresszalo PGC-k piros szinnel, a donor eredetii GFP-t expresszdlo
PGC-k zdld szinnel lathatok, a magfestés kék szinnel lathato. A fehér nyilak két recipiens eredetii PGC-t,
a zold nyilak két ivarszervbe integralodott donor eredetii PGC-t mutatnak.

6.3.3. Ivarérett egyedek ivarszerveinek vizsgalati eredményei

Két felnevelt injektalt hibrid egyed ivarszerveiben vizsgaltam a kiilonb6z6 érési stadiumban

1évo spermatidak ¢és spermiumok jelenlétét hagyomanyos szovettani metszeteken, illetve,
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immunhisztokémiai festéssel, és hasonlitottam 6ssze hasonld kord, nem injektalt kontroll egyed
ivarszervével.

A felnevelt injektalt hibridek ivarszervei a Kontroll egyedhez hasonléan nem egy
magassagban helyezkednek el és kiss¢ meghajlott format mutatnak, azonban méretiik valamivel
nagyobb, formajuk lekerekitettebb és kevésbé hosszukas (64-66. dbra). A hazityuk him
ivarszerveinek fejlédéséhez (Mfoundou et al. 2022) hasonlitva a hibridek heréinek érése joval

lassabb folyamat.

4

3 ("

64. abra: kontroll egyed 65. abra: Inje 66. dbra. Injektdt hibrid
ivarszerve (21H268) ivarszerve (21H355) ivarszerve

i
k

tdlt hibrid
Az egyik injektalt egyed (21H268) ivarszervét 46 hetes korban szovettani metszeteken
vizsgalva megallapithatd, hogy az érés kiillonbozd stadiumaban 1évé spermatidak, tovabba érett

spermiumok is megfigyelhetk a herecsatornakban. (67. dbra)

67. abra: Injektalt hibrid (21H268) ivarszervének hematoxilin-eozinnal festett szovettani
metszete (fehér nyil jelol egy spermatidat, fekete egy érett spermiumot)

Az immunhisztokémiai festés soran a DNS-hez ko6t6do fluoreszcens festéket, a DAPI-t
alkalmaztam. Az injektalt egyedek vizsgalata soran az eredetileg kék szinnel fluoreszkalo,
sejtmagban expresszald6 DAPI nem kiiloniilt el megfeleléen a GFP-t expresszalo sejtek zold
szinétdl, igy a megjelenitett szineket a kétféle festddés hatarozottabb elkiilonitése érdekében,

a konfokalis mikroszkdp segitségével mesterségesen modositottam, ennek eredményeként a

64



sejtmagok piros festddéssel lathatok a metszeteken, az injektalt, donor eredeti GFP-t
expresszalod sejtek zold szinliek. A vizsgalat eredménye mutatja, hogy az ivarszerv szinte

100%-ban a donor eredetii GFP-t expresszalo sejtekbdl fejlodott ki. (68-69. abra).

68-69. abra. Injektalt hibrid (21H268) ivarszervének metszetei

A GFP jelet felerdsitd anti-GFP-vel vald festést kovetden a metszeteken jol lathatova valt,
hogy az ivarszervben kiilonb6zo érési fazisban 1évo ivarsejtek donor eredettiek. (70.dbra) A
citoplazmaban megjelend GFP az ivarsejtek elGalakjaiban jobban megfigyelhetd, az érett

spermiumok magas DNS-tartalmuk miatt piros szinnel (DAPI) lathatok.

70. abra: Injektalt hibrid (21H268) ivarszerve immunfestett metszeten: (A): kiilonbozo érési stadiumban
lévd, donor eredetii ivarsejtek. (B): érett ivarsejtek és spermatida. (C): GFP-t expresszalo spermatida.
Z26ld szinnel (anti-GFP) lathatok a GFP-t expresszalo sejtek, piros szinnel (DAPI) a sejtmagok.
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A masik, 42 hetes korban vizsgalt injektalt hibrid (21H355) ivarszervének szovettani
metszetén (71. dbra) érett spermiumok még nem, azonban korai érési stadiumban 1évo

spermatidak lathatok a herecsatornédkban.

71. abra: Injektalt hibrid (21H355) ivarszervének hematoxilin-eozinnal festett szovettani metszete
(feher nyil jelol egy spermatidat)

Az immunfestett metszeteken ebben az esetben is zold szinnel (anti-GFP) lathatok a donor
eredetli 6sivarsejtekbol fejlodott ivarszervszovet-részek, valamint piros szinnel jelolve (DAPI)

lathatok a sejtmagok (72-73. dbra).

ad S\

72-73. abra: Injektalt hibrid (21H355) ivarszerve immunfestett metszeten [z6ld szinnel (anti-GFP)
lathatok a GFP-t expresszalo sejtek, piros szinnel (DAPI) a sejtmagok]
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A kontroll egyed ivarszerve is normalis tubulus strukturat mutat, azonban ivarsejtek és azok
eldalakjai nem lathatok a herecsatornakban. (74. dbra) Az injektalt egyedektdl eltéréen, a

kontroll hibrid ivarszervének metszetén kizardlag a kék magfestés lathatd. (75. abra)

74. abra: Kontroll egyed ivarszervének 75. abra: Kontroll hibrid ivarszervének immunfestett
hematoxilin-eozinnal festett szovettani metszete metszete (DAPI, kék szinnel lathatok a sejtmagok)

Osszegezve az eredményeket elmondhaté, hogy sikeresen iiltettem be héazityuk ésivarsejteket
steril fajhibrid recipiens embrioba. A beiiltetett sejtek kolonizaltak a dajka szervezet gonadjat, és

azokbol morfologiailag érett spermiumok fejlodtek.
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7. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A madarak génmegdrzése soran nehézséget okoz a ndivar hosszitavih megoérzése, melynek
egyik igéretes modja az Gsivarsejtek (PGC-k) felhasznalasa, ugyanis a meg6rizni kivant donor
eredetii sejteket recipiensbe iiltetve egy 1épésben visszanyerhet6 a donor genotipus (Nakamura et
al. 2010a, 2013; Wernery et al. 2010, Kang et al. 2008). Az eljaras hatékonysagat nagyban
csokkenti, hogy a beiiltetett donor ivarsejtek mellett recipiens eredetld, a génmegdrzés
szempontjabol haszontalan ivarsejtek, illetve utddok is 1étrejonnek. Aranyuk csokkentésére, azaz
a recipiens egyed ivarsejtfejlodésének gatlasdra szamos modszert alkalmaztak mar sikeresen
(buszulfan, UV, y-sugarzas), azonban ezek az cljarasok nagy kockazatot jelentenek a recipiens
¢életképességére vonatkozdan (Reynaud 1969; Aige-Gil & Simkiss 1991a,b; Carsience et al.
1993; Etches et al. 1993; Fraser et al. 1993; Bresler et al. 1994; Thoraval et al. 1994). A
génszerkesztés ezen a kutatasi teriileten iS hatékony eredményt hozhat, akar 100%-kal is
lecsokkentheti a recipiens eredeti Osivarsejtek szamat (Panda & McGrew 2022), azonban
szamos orszagban jogi akadalyokba litkozik.

A dolgozatban leirt kisérlet-sorozat egy alternativ iranybol, fajhibridek létrehozasaval célozta
meg egy steril recipiens létrehozasat. A kisérlet soran a gyongytyuk tojok ¢és hazityak kakasok
keresztezése sikeres volt, viszont a hazitytk tojok gyongytyuk kakasokkal torténd
keresztezésekor a terméketlen tojasok ardnya drasztikusan megemelkedett, csupan egy hibrid
utod kelt ki, azonban az az egy nem kiilonbozott a forditott iranyl keresztezéssel létrehozott
hibridekt6l. A nagyaranyu terméketlenség oka valdsziniileg az, hogy csak kevés szamu
gyongytyuk spermium képes eljutni a termékenyités helyszinére és a 1étrejovd penetracios
nyilasok nagy része sem a megfelel helyen (a csirakorong felett) talalhato. Ezt okozhatja az,
hogy a spermiumokat a csirakorong megtalalasdban segitd €s az ivarsejtek kozti fizidhoz
szlikséges jelatviteli utak (kemotaxis, a spermiumkotod receptorok aktivitasa, akroszoma reakcio)
a két faj keresztezésének ebben a kombinaciojaban nem miikodnek.

A sikeres keresztezés (gyongytyuk tojo x hazityuk kakas) eredményeként létrejott és felnevelt
hibridek mindegyike steril him volt. Shibusawa et al. (2004) szamolnak be 8 faj 6sszehasonlitd
kromoszdémavizsgéalatardl, ami alapjan megallapithatd, hogy a hazitytk és gyongytyuk esetében
a két faj 5. kromoszomaparjaban morfologiai eltérés figyelheté meg. Mott és munkatéarsai (1968)
szerint a sterilitdis oka lehet, hogy a morfologiai eltérés miatt akadalyozott a homoldg
kromoszomaparok parosodasa, ezért a gametogenezis nem folytatodik az elsé meidzis utan, amit
a hibridek szovettani és immunhisztokémiai vizsgalatanak eredménye is alatamasztott. A
szovettani vizsgalatok azt mutattak, hogy a hibridek nem termelnek sajat spermiumokat, azonban

az ivarszerveik tubulusai normal struktaraval rendelkeznek, ami arra enged kovetkeztetni, hogy
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képesek lehetnek a donor eredetii dsivarsejtek befogaddsara. Az immunhisztokémiai vizsgalat
soran megallapitottam, hogy embrionalis korban a sajat ésivarsejtek is jelen vannak a fejlédo
ivarszervekben, azonban azok nem alakulnak érett spermiumokka az ivarérés soran. A
1étrehozott him hibridek sterilitasa, valamint a néivar életképtelensége 6sszhangban van Haldane
torvényével; miszerint ha két kiilonbozo allatfaj F; utodai koziil az egyik ivar hidnyzik, ritkdn
fordul el vagy steril, az a heterogametikus ivar. (Haldane 1922). A gyongytyuk tojok és
hazityak kakasok keresztezésének esetében ennek a szabalynak egy szélsdséges formaja
nyilvanul meg, mivel a ndivar (ZW) teljes mértékben hidnyzik, a himivar pedig steril.

A hibridek ivarszerveinek vizsgalata arra enged kovetkeztetni, hogy esetiikben az ivarérés
sokkal lassabb folyamat, mint a hazityuk vagy akar a gyongytyuk fajnal, ami feltételezhetden
hormonalis okokra vezethetd vissza, mint példaul a tesztoszteront termeld Leydig-féle
interstitialis sejtek alulmikodésére vagy akar hianyara (Dimitriadis et al, 2015). Ezen til a
hibridek reproduktiv teljesitményére hatassal lehetnek a kevéssé domesztikalt gyongytytkok
szaporodasbioldgiai jellemzdi is, mint példaul, hogy csak a megfelelé kornyezeti koriilmények
(legalabb 18°C és 14 oras fénytartam) hatasara indul meg ivarsejttermelésiik.

Mivel a felnevelt hibridek kizarolag himivaraak voltak, tovabbi vizsgalatok sziikségesek
annak feltarasara, hogy a ndivaru (ZW) 6sivarsejtek képesek-¢ a himivara (ZZ) ivarszerveket
kolonizalni, azokba integralddni és fejlédhetnek-e életképes spermiumok ebbdl a genotipusbol
(ZW). Naito és munkatarsai (1999) sikeresen allitottak elé donor eredetii utodokat a recipiens
ivaratol eltéré ivart donor PGC-Kk betiltetésével: a donor eredeti utddok aranya him donor és
néivara recipiens esetében 0,4-0,9%, néivari donor és him recipiens esetében 0,1-0,3% volt,
emellett a ndivart Osivarsejtekkel injektalt him kiméraktol szarmazo spermiumokban kimutatott
W kromoszoma-specifikus szekvencidk is bizonyitjak, hogy lehetséges a ndivart genotipus
megjelenése és orokitése him kimérak felhasznalasaval is. Liu és munkatarsai (2017) szamoltak
be hazityak PGC-k (ZZ) oogenezisérol egysziilés utodokban. Kisérletiikk soran az in vitro
fenntartott PGC-k (ZZ) funkcionald petesejtté differencialodtak a recipiens ivarszervi kimérak
petefészkében €s donor Osivarsejt eredetli egysziilos utdodot kaptak, bizonyitva, hogy a madar
PGC-k képesek akar ellenkezd ivart ivarszervben is funkcionalé ivarsejtekké fejlodni.

Trefil és munkatarsai (2017) ivarérett, besugarzéssal sterilizalt kakasok heréibe iiltettek
fluoreszcens fehérjével jelolt PGC-ket. A kakasok utddainak 60 és 64,3%-aban megjelent a
donor genotipus, igy eredményeik alapjan megallapitottadk, hogy az Osivarsejtek képesek
kolonizalni a kifejlett herét is, ebben a kornyezetben is érett spermiumokka tudnak fejlédni és
altaluk tovabbordkithetd a donor genotipus.

Xu ¢és munkatarsai (2019) szamoltak be siigérfélék keresztezésébdl szarmazéd kifejlett, steril
fajhibrid (néstény Nibea mitsukurii x him Pennahia argentata) recipiensként valo
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alkalmazasarol, melybe spermatogonidlis sejteket iiltettek be. A beiiltetést kovetden 25 hét
elteltével érett spermiumokat nyertek és a recipiensek 10%-a termelt donor eredetii ivarsejteket.

Marinovic ¢és munkatarsai (2022) szintén steril recipienst alkalmaztak hal 6sivarsejtek
ivarszervébol szarmazo Osivarsejteket, majd 2 honap elteltével mind a himivara (SSC), mind a
néivart 6ssejtek (OSC) kolonizalni tudtdk a recipiens ivarszervet, azonban tobb év nevelést
kovetden ivarsejtképzddés nem volt megfigyelhetd sem a him, sem a ndivara recipiensek
esetében. Blank ¢és munkatarsai (2024) sterilizalt csirke recipiensbe iiltetettek egy szintén a
tyukalakuak (Galliformes) rendjébe tartozd, veszélyeztetett tropusi madarfaj ivarszervébdl
szarmazo 6ssejteket (SSC) és azok ivarszervbe épiilését figyelték meg 42 nappal a beiiltetést
kovetden, azonban érett ivarsejteket nem sikeriilt kinyerniiik. Park és munkatarsai (2020) pedig
japan flirj esetében szamoltak be felndttkori ivarszervbdl kinyert, majd mélyhiitve tarolt sejtek
(TC-k) HH14-17-es stadiumu embriokba injektalasarol, melynek eredményeként 81-b6l 20
recipiens esetében donor eredetii utodokat kaptak.

Az elvégzett kisérletsorozat eredményei és tapasztalatai alapjan érdemes lehetne injektalt
hibrid egyedeket még tovabb (46 hétnél hosszabb ideig) nevelni az ivarszerveikben termelt
ivarsejtek kinyeréséhez és a donor genotipus visszanyeréséhez. Emellett tovabbi vizsgalatok
targya lehet az ivari aktivitas szempontjabdl is sziikséges hormonalis hattér meglétének feltarasa,
aminek eredményétdl fliggden akar a hibridek hormonkezelése is felmeriilhet az ivarérés, illetve
ivarsejttermelés serkentésének céljabol.

A vizsgalatokat érdemes lehet kiterjeszteni mas hibrid kombinaciok; példaul facan x hazityuk
hibridek alkalmassaganak tesztelésére, mivel az irodalmi forrasok szerint (Asmundson & Lorenz

1957) ebben a hibridben mindkét ivar megjelenik.
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8. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

. Molekularis genetikai mddszerekkel igazoltam, hogy a gyongytyuknak és a hazitytknak

van hibridje, amelyek koziil kizardlag a himivaruak életképesek.

Megallapitottam, hogy hazityuk-gyongytyuk fajhibridek eldallitasa csak gyongytytk
tojok ¢€s hazityuk kakasok keresztezésével sikeres. A keresztezés forditott iranyban
nagyon rossz hatékonysaggal miikddik, melynek oka az, hogy a gydngytyiuk spermiumok

nem képesek megtalalni és penetralni a hazitytk csirakorongot.

Immunhisztokémiai vizsgalatokkal igazoltam, hogy a gyongytyuk x hazityuk hibridje
rendelkezik sajat dsivarsejtekkel, azonban ezekbdl az egyedfejlédés soran nem képzodik

érett ivarsejt. Szovettani vizsgalatokkal igazoltam, hogy a hibrid steril.

. A létrehozott fajhibridekrél megallapitottam, hogy alkalmasak az injektalt donor eredetii
Osivarsejtek befogaddsidra és immunfestéssel igazoltam, hogy a felnevelt allatok
ivarszerveiben megtalalhatok a beiiltetett dsivarsejtekbdl szarmazo kiilonbozd stadiumt

eléalakok és érett ivarsejtek is.
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9. OSSZEFOGLALAS

A ritka vagy veszélyeztetett fajok védelme nem csak vadon ¢€l6 allat- és ndvényfajok
esetében, hanem a kevésbé kozismert, a mindennapi gazddlkodasi gyakorlatbol kiszorult,
azonban ¢értékes kulturalis ¢és tudomanyos értékeket képviseld, mara mar génbanki
fenntartasukon kiviil eltindben 1év6 haszonallatfajok, illetve fajtdk esetében is fontos feladatunk.
Szamos emldsfaj kiilonboz6 génbanki mintdinak megdrzésére kidolgozott protokoll all
rendelkezésre, azonban ezek tobbsége madarakra nem, vagy csak részben adaptalhato, jelentds
mértékben eltérd szaporodasbiologiai tulajdonsagaik miatt. A mar sok madarfaj, illetve fajta
esetében biztonsdgosan alkalmazhatd spermamélyhiitési technoldgia nem biztositja a teljes
genetikai anyag megOrzését, ahhoz sziikséges a ndivar biztonsagos megdrzése is, ami azonban a
tojas nagy méretét és specialis Osszetételét tekintve kiilonos kihivast jelent. Az ezzel kapcsolatos
kutatdsok elsdsorban az embriondlis Ossejtek, illetve naposkori ivarszervszovetek kinyerésére,
biztonsagos taroldsara és felhasznalasi lehetdségeire fokuszalnak. A donor eredetii dsivarsejtek
(PGC-k) recipiensbe iiltetésiiket kovetéen képesek a fejlédd ivarszerv kolonizalasara, igy a
1étrehozott kiméra egyed a donor genotipust orokitheti tovabb. Az eljaras soran minden esetben
problémat jelent, hogy a recipiens a beiiltetett donor genotipus mellett sajat ivarsejteket is termel,
ami nagyban befolyéasolja a mddszer hatékonysagat. A recipiens eredetli ivarsejtek képzddésének
gatlasara tobb modszer is létezik, ezek azonban kocké4zatosak a recipiens embri6 életképességére
vonatkozoéan, illetve a preciz és gyors eredmeényt jelentd génszerkesztés pedig szdmos orszdgban
jogi akadalyokba iitkdzhet, igy a jelen kisérletsorozat a recipiensek sterilitdsanak elérését egy
alternativ iranybol kozeliti meg: gyongytyak ¢és hazityak fajok keresztezésével steril
interspecifikus hibrid 1étrehozasat és a PGC-k befogadasara valo alkalmassaganak vizsgalatat
tlizte ki célul.

A két faj keresztezése kizarolag a gyongytyik tojok és hazityik kakasok esetében volt
sikeres, a forditott kombinacid, azaz a hazitylk tojok és gyongytyuk kakasok keresztezése
sikertelen volt, csupan 1 db (0,14%) utod kelt ki.

A gyongytyuk tojo-hdzityik kakas hibridek eldallitasa soran tobbek kozott vizsgaltam a
keltethetdséget, kelésidot, a fejlédési és kromoszoma rendellenességek eléfordulasanak
gyakorisagat, Osivarsejtek jelenlétét az ivarszerveikben, az életképes egyedek fenotipusat és
ivarszerveik fejlodését a nevelés soran. A szOvettani és immunhisztokémiai vizsgalatok
eredményei alapjan a kikelt és felnevelt egyedek mindegyike steril him volt. Ivarszerveik
vizsgalatanak eredményei szerint normal tubulus szerkezettel rendelkeztek és jelen voltak
benniik a sajat Osivarsejtek, azok azonban nem fejlodtek érett spermiumokka, igy a beiiltetett

PGC-k befogadasara valo alkalmassagukat teszteltem GFP-t expresszald dsivarsejtek 3 napos
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hibrid embriok véraramaba injektalasaval. A sejtek ivarszervbe épiilését vizsgaltam embrionalis
korban (7,5; 14,5 és 18,5 napos korban), valamint felnevelt egyedek esetében is. A vizsgalat
idOpontjaban ¢l6, embriondlis korban vizsgalt embriok 85%-aban megfigyelheték voltak az
injektalt donor eredetii sejtek. A két felnevelt injektalt hibrid ivarszervének vizsgélata soran
mindkét esetben detektalhatd volt a betiltetett sejtek ivarszervbe integralédasa. Tovabba mindkét
egyed esetében a spermiumok kiilonbozé érési  stddiumban 1évé eldalakjai voltak
megfigyelhetdk, az egyik egyed esetében pedig érett spermiumokat is azonositottam.

Az elért eredmények alapjan a gyongytyak tojok hazityk kakassal vald keresztezése
elegend0 szamu termékeny tojast eredményez az injektalasi eljarashoz, valamint az igy
létrehozott hibridek sterilek ¢és kizarolag a donor eredetii genotipus jelenhet meg az
ivarszerveikben. Ezaltal alkalmas recipiensek lehetnek donor eredetii dsivarsejtek befogadasara
¢és ivarsejtek termelésére. Sterilitdsuk kihasznalhaté az Osivarsejt alapt génmegdrzési eljarasok
soran, valamint az elért eredmények hozzdjarulhatnak a madar génmegdrzési modszerek
lehetéségeinek bovitéséhez, az egyéb hibrid kombinaciok alkalmassaganak vizsgélata pedig

tovabbi kutatasi lehetdséget is nyujt ezen a teriileten.
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10. SUMMARY

Protection of rare or endangered species is important not only for wild, but also for livestock
species that have cultural and scientific values but receive less attention. Many species excluded
from everyday farming practices and threatened with extinction without genetic conservation
programs. In the case of several mammalian species, protocols are available for the conservation
of different genetic material, but most of these technologies are not or only partially adaptable to
birds due to their significantly different reproductive biology. Semen freezing technology is
already used in the case of many avian species and breeds, but it does not ensure the preservation
of the entire genetic material, it also requires the safe conservation of the female sex, which is a
particular challenge because of the large size and specific composition of the egg. Avian gene
preservation research focus on the collection, safe preservation and potential use of the early
embryonic stem cells and gonadal tissues of 1-day-old hatchlings. After the injection of donor
derived primordial germ cells (PGCs) into surrogate host animal, the cells can colonize the
embryonic gonad and this chimeric bird will be able to produce donor derived gametes. During
this procedure, it is always a problem that the host animal has not only donor derived gametes,
but also contains its own germ cells that greatly affect the efficiency of the transplantation. There
are several methods to inhibit the formation of gametes in the recipient; however, these
procedures involve high risk regarding the viability of the embryo. Gene editing, which provides
precise and fast results, may encounter legal obstacles in many countries, therefore the present
experiments approach the achievement of recipient sterility from an alternative direction: to
create a sterile interspecific hybrid host by crossing Guinea fowl and domestic fowl species and
test its suitability to receive PGCs.

Crossing of the two species was successful with female Guinea fowl and male domestic fowl,
but the reverse crossing (female domestic fowl x male Guinea fowl) was unsuccessful, only 1
chick (0,14%) hatched.

During the production of Guinea fowl x domestic fowl hybrids, the hatchability, the hatching
time, the incidence of developmental and chromosomal abnormalities, the presence of germ cells
in the gonads, the phenotype and the development of the gonads during maturation was
investigated. Histological and immunohistochemical analysis showed, that every hatched and
raised individuals were sterile males. Based on the results of the analysis, the gonads samples
displayed a typically normal tubular structure, the presence of their own germ cells was
observed, but the cells did not develop into mature spermatozoas. Therefore their ability to
receive donor derived PGCs was tested by injection GFP-labelled PGCs into the bloodstream of

3-day-old embryos. Integration of the cells into the gonads was investigated during embryonic
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development (7.5, 14.5 and 18.5 days old) and in the case of adult individuals. During the
investigation of the embryos, 85 % of the living embryos contained GFP positive donor cells in
their gonad. During the examination of the two raised injected individuals, integration of donor
derived cells were observed in the gonads. Precursors of spermatozoa in different maturation
stages were seen in their gonads and in the case of one hybrid mature spermatozoa were
identified.

Based on the results, crossing of female Guinea fowls and male domestic fowls results
sufficient numbers of fertile eggs for the procedure of injection, the produced hybrids are sterile
and only the donor-derived genotype can appear in their gonads, thereby they can be suitable
hosts for donor germ cells and can produce donor-derived gametes. Their sterility can be
exploited in stem cell-based gene conservation procedures and these results may contribute to the
expansion of the possibilities of avian gene preservation methods. The investigation of the
suitability of other hybrid combinations will also provide further opportunities in this field of

research.
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M2 — Tablazatok és abrak jegyzéke
Tablazatok jegyzéke:

1. tablazat: A molekularis genetikai vizsgalat soran hasznadlt primerek szekvencidai

2. tablazat: Az injektalt sejtek ivarszervbe épiilésének vizsgalata 7,5 napos, 14,5 napos és 18,5 napos
embrioban

Abrdk jegyzéke:

1. abra: A genetikai anyag megdrzésének lehetséges modjai

2. abra: A hazityuk primordialis 6sivarsejtek vandorlasa a fejlodo embrioban

3. abra: Kiméra eléallitasa blasztodermalis sejtek felhasznaldasaval

4. abra: Kiméra eléallitasa 6sivarsejtek felhasznaldasaval

5. dbra: Természetes uton létrejott hazityuk-gyongytyik fajhibrid az NBGK- HGI allomdnyaban

6-7. dbra: Sarga magyar tyuk tojo és kakas az NBGK-HGI dllomanyadbol

8. dbra: Sziirke/eziist szinvaltozatu gyongytyuk, a hattérben vadszinii egyedekkel az NBGK- HGI
allomanyabol

9-10. abra: Gyongytyuk tojok és sarga magyar kakasok egyedi ketrecekben

11-12. abra: Ondovétel sarga magyar kakastol és gyongytyiik tojo mesterséges termékenyitése

13. abra: MIDI F500S tipusu keltetégép

14. abra: Kromoszomapreparatumok készitése elhalt embriokbol

15. dbra: Novendék hibridek és gyongytyukok mélyalmos tartasban

16-17. abra: A kikelt egyedek hibrid statuszanak molekularis genetikai vizsgalata

18-19. abra: Ivarszervmintak paraffinbe agyazasa és kazettaval zardsa

20. abra: Paraffinba agyazott mintdk hiitélapon

21. abra: Szarado szévettani metszetek

22-23. abra: Ablak nyitdsa a tojas héjan és az injektdlashoz hasznalt 37°C-on tartott sejtszuszpenzio

24-25. abra: Injektilas tivegkapillarissal hibrid embrio véraramaba és az ablak lezdarasa kétrétegii
parafilmmel

26. abra: Zselatin blokkba agyazott szovetminta
27-28. abra: Szévettani metszetek sejtmagfestése

29. abra: Embriondlis fejlodési rendellenességek és a keltethetéség vizsgalata gyongytyuk és hazityuk
mindkét iranyu keresztezésekor a kontrollokkal osszehasonlitva

30. abra: A hibrid tojasok kelési ideje a sziilofajok kelési idejével dsszevetve

31. abra: A hibridek ivaranak alakulasa gyongytyuk tojo és hazityuk kakas keresztezésekor
32. abra: Hibrid tojo (2n ZW)

33. abra: Hibrid kakas (2n ZZ)

34. abra: Aneuploid hibrid (2n-1)

35-36. abra: Haploid/diploid mozaikos hibrid (1n/2n)

37. abra: 10 napos hibrid embrio ivarszerve (him)

38. abra: 10 napos hibrid embrio ivarszerve (tojo)

39. abra: 20 napos hibrid embrio ivarszerve (him)
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40. abra: 20 napos hibrid embrio ivarszerve (tojo)

41. dbra: Osivarsejtek jelenlétének vizsgdlata hibrid embriék ivarszervében

42. abra: Hibrid, sarga magyar tyuk és gyongytyuk mintik allélmeretei

43-44. abra: 1 napos és 1 hetes hibrid csibek

45. abra: 18 hetes hibridek

46. abra: sététbarna szinvaltozat

47. abra: barna-véros szinvaltozat

48. abra: fehér foltos szinvaltozat

49a,b. abra: 16 hetes hibrid ivarszervei és a herék szévettani metszetének képe

50a,b. abra: 20 hetes hibrid ivarszervei és a herék szovettani metszetének képe

Sla,b. abra: 24 hetes hibrid ivarszervei és a herék szévettani metszetének képe

52a,b. abra: 30 hetes hibrid ivarszervei és a herék szévettani metszetének képe

53a,b. abra: 30 hetes gyongytyuk kakas heréi és a herék szévettani metszetének képe

54. abra: 30 hetes gyongytyuk tojo petefészke

55-56. dbra: Penetracios nyilasok a csirakorong teriiletén és a csirakorong teriiletén kiviil
57. abra: Gyongytyuk spermiumok in vitro penetracios nyildsai tyuktojas membranon
58-59. abra: Injektdlt hibridek kelést kdvetéen és 40 hetes korban

60. abra: Az embrioelhalas és a keltethetoség dsszehasonlitasa a kontroll és injektalt hibridek esetében
61. abra: 7,5 napos embrio ivarszerve

62a,b. abra: 14,5 napos embrio ivarszerve

63. abra: Donor és recipiens eredetii ésivarsejtek vizsgalata 18,5 napos injektalt embrio jobb és bal
ivarszervében (19H04)

64. abra: kontroll egyed ivarszerve

65. abra: Injektalt hibrid (21H268) ivarszerve

66. abra: Injektalt hibrid (21H355) ivarszerve

67. abra: Injektalt hibrid (21H268) ivarszervének hematoxilin-eozinnal festett szovettani metszete
68-69. dbra. Injektalt hibrid (21H268) ivarszervének metszetei

70. abra: Injektalt hibrid (21H268) ivarszerve immunfestett metszeten

71. abra: Injektalt hibrid (21H355) ivarszervének hematoxilin-eozinnal festett szovettani metszete
72-73. abra: Injektalt hibrid (21H355) ivarszerve immunfestett metszeten

74. abra: Kontroll egyed ivarszervének hematoxilin-eozinnal festett szovettani metszete

75. abra: Kontroll hibrid ivarszervének immunfestett metszete
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