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1. A MUNKA ELOZMENYEIL CELKITUZESEK

A ritka vagy veszélyeztetett fajok védelme nem csak vadon €16 allat- és
novényfajok esetében, hanem a kevésbé kozismert, a mindennapi gazdalkodasi
gyakorlatbdl kiszorult, azonban értékes kulturalis €s tudoményos értékeket
képviseld, mara mar génbanki fenntartdsukon kiviil eltinében 1évé
haszonallatfajok, illetve fajtdk esetében is fontos feladatunk. Szamos emldsfaj
kiilonb6z6 génbanki mintdinak megdrzésére kidolgozott protokoll 4ll
rendelkezésre, azonban ezek tObbsége madarakra nem, vagy csak részben
adaptalhato, jelentds mértékben eltérd szaporodasbioldgiai tulajdonsagaik miatt.
A mar sok madarfaj, illetve fajta esetében alkalmazhaté onddmélyhiitési
technoldgia 6nmagaban nem biztositja a teljes genetikai anyag megOrzését,
ahhoz sziikséges a ndivar biztonsagos megdrzése is, ami azonban a tojas nagy
méretét ¢€s specidlis Osszetételét tekintve kiilonds kihivast jelent. A ndivar
megdrzésére iranyuld kutatdsok elsdsorban az embriondlis Ossejtek, illetve
naposkori ivarszervszovetek kinyerésére, biztonsagos tarolasara és felhasznalési
lehetdségeire fokuszalnak. A donor eredetli dsivarsejtek (PGC-k) recipiensbe
ltetésiiket kovetden képesek a fejlddd ivarszerv kolonizalasara, igy a
létrehozott 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 befolyasolja a modszer
hatékonysagat. A recipiens eredetli ivarsejtek képzOdésének gatlasara tobb
modszer is létezik, ezek azonban kockazatosak a recipiens embrid
¢letképességére vonatkozoan, illetve a preciz és gyors eredményt jelentd
génszerkesztés (Panda & McGrew 2022) pedig szamos orszagban jogi
akadalyokba iitkozhet, igy a jelen kisérletsorozat a recipiensek sterilitasanak
elérését egy alternativ iranybdl kozeliti meg: gyongytyik és hazityak fajok
keresztezésével steril interspecifikus hibrid 1étrehozasat és a PGC-k

befogadasara vald alkalmassagéanak vizsgalatat tlizte ki célul.



A Kisérletsorozat fobb célkitiizései:

. gyongytyak ¢és hazityuk fajhibridek eldallitasa gyongytyak tojo x
hazityuk kakas és gyongytyuk kakas x hazityik tojo keresztezésével

. a létrehozott hibridek sterilitdsdnak és a donor dsivarsejtek befogadasara

val6 alkalmassaganak vizsgalata

. a hibridek alkalmassaganak tesztelése GFP-vel jelolt Osivarsejtek
injektalasaval
. az injektalt donor eredetli Osivarsejtek jelenlétének vizsgalata

ivarszerveik  szOvettani, illetve immunhisztokémiai vizsgalataval

embrionalis korban és ivarérett egyedek esetében



2. ANYAG ES MODSZER
2.1. A hibridek eloallitasa

A hibrideldallitas sarga magyar tyak (Gallus gallus domesticus) és magyar
parlagi gyongytyuk (Numida meleagris) keresztezésével tortént. A mesterséges
termékenyités soran gyongytyuk tojokat siarga magyar kakasoktol, majd a
forditott keresztezés soran sarga magyar tojokat gyongytyuk kakasoktdl vett
spermaval termékenyitettem (Bakst & Dymond, 2013). A tojasokat naponta
kétszer gylijtottem, felhasznalasig 15-17°C-on taroltam, majd két dranként 45°-
os forgatassal, 37,8°C hdomérsékleten és 70% relativ paratartalom mellett
keltettem. A keltetés soran tobbek kozott vizsgaltam a kelési idot és
meghatdroztam a keltetés ideje alatt elhalt embriok kordt, valamint a lathato

fejlédési rendellenességeket.

2.2. Elozetes vizsgalatok a gyongytyik-hazitydk hibridek donor eredetii

osivarsejtek befogadasara valé alkalmassagara
2.2.1. Direkt kromoszoma prepardatumok készitése elhalt embriokbol

A keltetés sordn elhalt embriokbol mintat vettem és kromoszoma
preparatumokat készitettem, amiket mikroszkop alatt vizsgaltam az egyedek
ivardnak és az esetlegesen eloéforduld kromoszoéma rendellenességek

meghatarozasahoz.

2.2.2. Az embriondlis ivarszervek vizsgadlata immunhisztokémiaval

A hazityak kakasok és gyongytyuk tojok keresztezésébdl szdrmazd hibrid
tojasokbdl ivarszervmintakat gyijtottem a keltetés 6., 10. és 20. napjan annak
megallapitdsara, hogy a hibridek ivarszervei tartalmaznak-e Osivarsejteket. Az
elkészitett metszeteken immunfestést végeztem, majd a lemezeket fluoreszcens

mikroszkoppal vizsgaltam.



2.2.3. A kikelt egyedek hibrid statuszanak molekularis genetikai vizsgalata

A kikelt egyedek hibrid statuszanak vizsgalatdhoz gyongytyukok, sarga
magyar tyukok és fenotipusosan hibrid egyedek vérmintajabol izolaltam DNS-t
a hagyomanyos kisozasos moédszer (Miller et al. 1988) madarra moédositott
protokollja szerint (Bodzsar et al. 2009). A polimeraz lancreakciohoz kiilonboz6
fluoreszcens jelolésekkel ellatott farkas primereket (GUJ1, GUJ87) hasznaltam.
A fragment analizis eredményeként kapott adatokat analizaldé szoftverrel
dolgoztam fel, ami alapjan meghataroztam mindkét faj esetében a
felsokszorozott DNS szakaszok pontos allélméretét, ezaltal lehetévé valt a

vizsgalt egyedek hazityuk-gyongytyuk hibrid statuszanak megallapitasa.
2.2.4. Az ivarszervek fejlodésenek 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
gylujtottem a genetikai vizsgalatokhoz. A hisztoldgiai vizsgalathoz a fixalt
mintdkbol paraffinos bedgyazast kovetden szovettani metszeteket készitettem,
majd azokat haematoxilin-eosin  technikaval, automata fest6gépben
megfestettem. A lefedett lemezeket mikroszkép alatt, 100x-os nagyitassal

vizsgaltam.
2.2.5. A termékenyitoképesség in vitro vizsgalatai

A gyongytyuk kakasok és hazityuk tojok keresztezése soran megfigyelt
nagyszamu terméketlen tojas miatt in vitro vizsgaltam, hogy a gyongyos-
spermiumok az intravaginalis inszeminaldst kovetden milyen aranyban voltak
képesek feljutni a petevezetén a hazityuk petesejtjéhez. A vizsgélat soran a
tojasok feltorését és a sargdja kiilonvalasztasat kovetden a csirakorong felett egy

1x1 cm-es darabot vagtam ki a szikmembranbol, mosast kovetden targylemezre



teritettem ¢€s soOtét latdteres mikroszkop hasznalataval, 4x-es nagyitds mellett
vizsgaltam a penetracios nyilasok jelenlétét. (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 oldalr6l egy 0,5 x 0,5 cm-es darabot
vagtam ki terméketlen tyiktojas szikmembranjabol, melyet tisztitds utdn 1 ml,
25 milli6 gyongytytk-spermiumot tartalmaz6 DMEM oldatban 38°C-on, 5
percig, lassu keverés mellett inkubaltam. Ezt kdvetden targylemezre teritettem,
majd sotét latoteres mikroszkoppal (Leitz Diaplan), 4x-es nagyitassal 3 latoteret
vizsgaltam meg és meghataroztam a penetracios nyilasok szamat. (Steel et al.
1994)

2.3. GFP-t tartalmazé ésivarsejtek injektalasa 3 napos hibrid

embriokba

Mivel az el6zetes vizsgalatok eredményeibdl megallapithatd volt, hogy csak
a gyongytyuk tojok és hazityik kakasok keresztezése alkalmas a hibridek
eldallitasara, a tovabbiakban az ezzel a kombinacidval létrehozott hibridek
donor Osivarsejtek befogadasara valo alkalmassagat teszteltem: 3 napos embridk
véraramaba GFP-t expresszald Osivarsejteket injektaltam, majd vizsgaltam a
donor sejtek ivarszervbe ¢épiilését embriondlis korban, valamint felnevelt

egyedek esetében is.
2.3.1. A fejlodés soran elhalt injektalt embriok fenotipusos vizsgadlata

A keltetés soran ki nem kelt injektalt tojasokat felbontottam és
meghataroztam az embrioelhalas napjat, valamint feljegyeztem a lathato
fejlédési rendellenességeket annak érdekében, hogy Osszehasonlitsam a nem
injektalt tojasok keltetésének eredményeivel, megallapitva az injektalasi eljaras

esetleges hatasat a keltethetdségre.



2.3.2. Az injektalt sejtek jelenlétének vizsgalata az embrionalis

ivarszervekben

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

18,5 napos embridk esetében az ivarszerveket a fixalasat kdvetden zselatin
blokkba agyaztam ¢és az abbol elkészitett metszeteken immunfestéssel is

vizsgaltam az injektalt sejtek ivarszervbe épiilését.
2.3.3. Az ivarérett egyedek ivarszerveinek vizsgalata

Két injektalt és egy kontroll hibrid ivarszervét immunfestéssel vizsgéaltam,
illetve szovettani metszeteket is készitettem annak megallapitdsara, hogy az
injektalt donor sejtek beépiiltek-e a hibridek ivarszerveibe.

Az ivarszerveket a fixalast kovetden zselatin blokkba agyaztam, kriosztattal
metszeteket készitettem, majd a lemetszett mintdk egy részén szovettani
vizsgélat céljabol hematoxilin-eosin festést végeztem és a lefedett lemezeket
mikroszkop alatt 100x-os nagyitassal vizsgaltam.

A lemetszett mintak egy masik részén sejtmagfestést végeztem, majd a

lefedést kovetden konfokalis mikroszkoppal vizsgaltam a GFP-expressziot.



3. EREDMENYEK ES AZOK MEGBESZELESE
3.1. A hibridek eloallitasa

A gyongytyuk tojok és hazityuk kakasok keresztezésével kapott tojasok
44,35 %-a bizonyult terméketlennek, nagyon korai embridelhalast 20,26 %-nal
allapitottam meg. A fejlddésnek indult embriok 11,62 %-a a fejlédes
megindulédsat kdvetd 5 napon beliil, 1,56 %-a az inkubalas 6. és 10. napja kdzott,
0,78 %-a a 11. és 15. napja kozott, 1,23 %-a a 16. és 20. napja kozott és 1,30 %-
aa2l. és 27. napja kozott halt el. A befulladt embriok ardnya 11,17 %, a kikelt
egyedek aranya pedig 6,95 % volt. Az elhalt embriok vizsgalata soran 0,78 %
bizonyult abnormalisnak, ezek nyitott koponyaval, nyitott hasfallal, rendellenes
csorrel, illetve torpe novéssel rendelkezd egyedek wvoltak. A keltetéskor
elhuzodo kelés allapithatdé meg, kelési idejiik 21 és 27 nap kozott valtozott, ami
a két sziil6faj kelési ideje kozotti atmenetnek tekinthetd (hazityaknal 21-22 nap,
gyongytyuknal 26-29 nap). A legtobb (57,9 %) hibrid egyed a 22-23. napon kelt
Ki.

A hazityak tojok és gyongytytk kakasok keresztezése sikertelennek
tekinthet6, mivel a 702 db keltetett tojas 98,43 %-a terméketlen volt, 1,13 %-nal
allapitottam meg nagyon korai embridelhalast, 0,14 % volt az inkubacio 16. és
20. napja kozott elhalt embridk ardnya, szintén 0,14 % befulladt és csupan 1

egyed kelt ki (0,14 %0).

3.2. A hibridek donor eredetii dsivarsejtek befogadasara valo

alkalmassagara iranyulo elozetes vizsgalatok eredményei
3.2.1. Direkt kromoszoma prepardatumok készitése elhalt embriokbol

187 db minta kromoszdmavizsgalatat végeztem el, melyeknek 43,24 %-a

noéivarl, 56,76 %-a himivaru egyedtdl szarmazott.



A vizsgalat soran kétféle kromoszoma rendellenességet azonositottam. Egyik
az aneuploidia, melynek aranya 0,90 % volt. A masik meghatarozott
rendellenesség a mozaicizmus: a vizsgalat soran a haploid/diploid (1n/2n)
mozaikos kariotipust egyedek aranya 1,80% volt.

A forditott keresztezés (hazityak tojé x gyongytyuk kakas) sordn 7 db
embriondlis elhalasbol szarmaz6 mintat vizsgéaltam, melyek koziil 3 db volt
értékelhetd. Ezek koziil 2 tojonak, 1 pedig kakasnak bizonyult és esetiikben nem

azonositottam kromoszoma rendellenességet.
3.2.2. Az embriondlis ivarszervek vizsgalata immunhisztokémidval

A nyolc darab embriondlis korban vizsgalt egyed koziil az ivarszervek
struktirdja alapjan négy darab noéivarinak bizonyult. A vizsgélat soran a
hibridek Gsivarsejtjeinek kimutatasara két markert hasznaltam: az Eyal-Gilaldi
& Kochav (1976) altal meghatarozott X. stddiumtdl kezdve megbizhatoan
alkalmazhatd, 6ssejtspecifikus SSEA-1-t, valamint az Gsivarsejt-specifikus p63
markert. A ndéivara ivarszervekben eloszlatva, nem koncentralodva a kéregben
szdmos sejt mutatott pozitiv festddést a p63 és az SSEA-1 esetében is, a him
ivarszervekben pedig a p63-pozitiv sejtek a vesiculae seminales mentén,
korkordsen elhelyezkedve azonosithatok, igy megallapithatd, hogy az

dsivarsejtek mindkét ivar esetében jelen vannak a hibridek ivarszervében.
3.2.3. Akikelt egyedek hibrid statuszanak molekularis genetikai vizsgadlata

Az egyedek hibrid statuszanak vizsgalatara iranyuld fragment analizis
eredményeként megallapithatd, hogy a GUJ1 marker esetében hazitylknal 260
bazispar (bp), 262 bp és 264 bp allélméret lathatd, mig a gyongytyukoknal 241
bp és 243 bp. A hibrid egyedek esetében 260 bp vagy 264 bp és 243 bp
allélméret volt megfigyelheté. A GUJ87 marker esetében hazityliknal 161 bp,
gyongytyuknal 153 bp allélméret lathato, a hibridekben mindkét allél (161 bp és
153 bp) detektalhatd volt. A markerek vizsgalatdinak eredménye alapjan
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megallapithat6, hogy mind a 38 vizsgalt egyed a hazityuk és a gyongytyuk fajok
hibridje volt.

3.2.4. Az ivarszervek fejlodésének vizsgalata a nevelés soran

Az ivarszervek vizsgalata soran megfigyelhetd volt, hogy minden hibrid
egyed két ivarszervvel rendelkezett, ezek altaldban nem egy magassagban
helyezkedtek el €s enyhén hajlott format mutattak. A 16. és 30. élethét kozott
méretiik 1ényegesen nem valtozott. A 16-20 hetes egyedek ivarszerveinek
szOvettani metszetén spermatocitak ¢és spermiumképzddésre utald jel nem
latszik, minimalis osztdédasi aktivitassal inaktiv, illetve infantilis herék
figyelhetok meg. A 22. és 30. élethét kozott vizsgalt egyedek ivarszervei
normalis tubulus szerkezettel jellemezhetok, azonban a sejtek polimorfiat
mutatnak, a csiraham inaktiv, spermiumképzddésre utald jelek ezekben sem
lathatok.

A kontrollként megfigyelt gyongytytkok esetében a himek heréi kifejlodtek,
méretiik nagymértékben meghaladta a hibridek ivarszerveinek méretét. A tojok
petefészke is kifejlodott a 16. élethétre, a 26. héten pedig tojni kezdtek.

Az embrionalis ivarszervek vizsgalati eredményeitdl eltéréen, a nevelés soran

vizsgalt 38 egyed mindegyike himivaru volt.
3.2.5. A termékenyitéképesség in vitro vizsgalatai

A sikertelen keresztezési kombinacional (hazityuk tojo x gyongytyuk kakas)
begylijtott keltettojasok vizsgalatanak eredményei azt mutattak, hogy az esetek
37 %-aban nem volt lathatd penetracios nyilas a szikmembranon. 42 %-ban nem
a csirakorong felett, hanem a kdrnyezd régioban nagyon sok, nem jellegzetes
penetracios nyilas volt megfigyelhetd. Az eredmény alapjan feltételezhetd, hogy
a gyongytyuk spermiumok képesek ugyan a termékenyités helyszinére eljutni,
azonban a feltételezett kémiai vagy egyéb jelatviteli ut (chemotaxis) gatolt,

illetve a spermiumkotd receptorok fajspecifikussdga miatt a két faj
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keresztezésének ez a kombinacidja nem miikddik. Emellett az is elmondhato,
hogy a megfigyelt penetracidos nyilasok nem olyan kifejezettek, mint normal
esetben, aminek feltételezett oka az lehet, hogy a gyongytyik spermiumok
akrozinja nem tudja megfelelden bontani a membrén szerkezetét.

Az in vitro membranteszt soran lathatd volt, hogy csak nagyon kevés
gyongytyuk spermium volt képes penetracios nyilast késziteni a hazityuk tojas

perivitellin membranjan.

3.3. GFP-t tartalmazé dsivarsejtek injektalasa 3 napos hibrid

embriokba
3.3.1. A fejlodés soran elhalt injektalt embriok fenotipusos vizsgalata

Az injektalt embriok 57,85%-a a keltetés els6é 5 napjaban halt el, ezen beliil
az injektalas idépontjdban (a 3.napon) elhaltak az dsszes injektalt embrid 32%-at
teszik ki. A 6. és 10. nap kozott elhaltak ardnya 21,85%, a 11. és 15. nap kozott
5,54%, a 16. és 20. nap kozott 4,62%, a 21. és 27. nap kozott pedig 4,31%. Az
embriok 2,77%-anal volt megfigyelhetd fejlodési rendellenesség, ez az esetek
tobbségében nyitott hasfalat, néhany esetben pedig a felsd és/vagy als6 csérkava
rendellenességét jelenti. A befulladt egyedek aranya 1,54% volt, valamint az
injektalt tojasok 1,54%-a kelt ki.

A nem injektalt (kontroll) és injektalt hibridek keltetésének adatait
Osszehasonlitva, a keltetés elsé 10 napjaban elhalt, a 11. és 20. napja kozott
elhalt 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 embridk ardanyaban nem figyelhetd meg szignifikans eltérés.

Az injektalt embriok elhaldsdnak kimagaslé szamat a keltetés elsd tiz
napjaban a 3. napon végzett injektalasi eljaras okozhatta, valamint a keltetés
késobbi iddszakaban (a 11-20. napon) is szignifikans eltérés oka lehet, hogy az
injektalt tojasok inkubaldsa parafilmmel lezart ablakkal folytatddott, ugyanis

ezen az ablakon keresztil a kiilonboz6 korokozok konnyebben jutnak be a
12



tojasba és megfertozhetik a fejlodé embridt. A befulladt és kikelt egyedek
esetében a kontroll csoportndl megfigyelheté nagyobb szamu befulladt csibe azt
jelzi, hogy a gyongytyuktojas vastag héja megneheziti az embridk kelését. A
kelést megel6zéen nehéz megallapitani, hogy a csibének sziiksége van-e emberi
beavatkozasra a kelés megkonnyitéséhez és ha igen, akkor az mikor sziikséges
az elhuzodo kelési id6szak (21-27 nap) alatt. A hazitytk és gyongytyuk fajok
keltetésének paraméterei is jelentésen eltérnek. A  keltetések soran
megfigyelhetd volt, hogy a paraméterek modositasaval, példaul a paratartalom
megemelésével novelhetd a kikelt egyedek aranya. Az injektalt egyedek
esetében bujtatdskor hatékonyabban segithet6 az embri6 az ablaknak
koszonhetden, azonban az ablak jelenléte a hibrid egyedek optimalis keltetési

paramétereire is hatassal lehet.

3.3.2. Az injektalt sejtek jelenlétének vizsgadlata az embriondlis

ivarszervekben

7,5 napos korban 30 injektalt embrio koziil 15 volt életben a vizsgalat
idépontjaban, ezek koziil 12 db tartalmazott integralodott injektalt sejteket.
Tovéabbi 75 embriot vizsgaltam 14,5 napos, 42 embriot pedig 18,5 napos korban.
Az Osivarsejtek azonositasara a fejlodés teljes 1ideje alatt alkalmas,
citoplazmaban expresszal6 CVH antitestet hasznaltam. A vizsgalat idején €16
embriok mindegyikében megfigyelhetok voltak az injektalt, ivarszervbe épiilt

donor eredetii dsivarsejtek.
3.3.3. Az ivarérett egyedek ivarszerveinek vizsgalati eredményei

A felnevelt injektalt hibridek ivarszervei a kontroll egyedhez hasonl6an nem
egy magassagban helyezkednek el és kissé meghajlott format mutatnak. A
hazityak him ivarszerveinek fejlédéséhez hasonlitva a hibridek heréinek érése

joval lassabb folyamat.
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Az egyik injektalt egyed ivarszervét 46 hetes korban szdvettani metszeteken
vizsgdlva megallapithatd, hogy az ¢érés kiilonbozé stadiumdban 1évo
spermatidak, tovabba érett spermiumok is megfigyelhetdk a herecsatornakban.
Az immunhisztokémiai vizsgalat eredménye mutatja, hogy az ivarszerv szinte
100%-ban a donor eredetii GFP-t expresszald sejtekbdl fejlodott ki. A
metszeteken jol lathatova valt, hogy az ivarszervben kiilonb6zd érési fazisban
1év6 ivarsejtek donor eredetiiek.

A masik, 42 hetes korban vizsgalt injektalt hibrid ivarszervének szoévettani
metszetén érett spermiumok még nem, azonban korai €rési stddiumban 1évo
spermatidak lathatok a herecsatornakban. Az immunfestett metszeteken ebben
az esetben is lathatok a donor eredetii dsivarsejtekbol fejlodott ivarszervszovet-
részek.

A kontroll egyed ivarszerve is normalis tubulus struktarat mutat, azonban
ivarsejtek és azok eldalakjai nem lathatok a herecsatorndkban. Az injektalt
egyedektdl eltéréen, a kontroll hibrid ivarszervének metszetén kizardlag a
magfestés 1athato.

Osszegezve az eredményeket elmondhatd, hogy sikeresen iiltettem be
hazityuk Osivarsejteket fajok kozotti steril hibrid recipiens embridba. A
betiltetett sejtek kolonizaltdk a dajka szervezet gonddjat, és azokbdl érett

spermiumok fejlédtek.
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4, KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A madarak génmegdrzése soran nehézséget jelentd ndivar hosszutava
megOrzését célzd kutatdmunkahoz kapcsolodva, a dolgozatban leirt kisérlet-
sorozat célja fajhibridek létrehozasa és azok alkalmassaganak tesztelése az
6sivarsejtek (PGC-k) befogadasara vonatkozoan.

A fajhibridek eldallitasa gyongytyuk és hazityuk fajok keresztezésével
tortént, mely soran a gyongytyuk tojok €s hazityuk kakasok keresztezése sikeres
volt, azonban a hazityuk tojok gyongytyik kakasokkal torténd keresztezésekor a
terméketlen tojasok ardnya drasztikusan megemelkedett, igy sikertelennek
bizonyult. A nagyaranyt terméketlenséget az okozhatja, hogy csak kevés szamui
gyongytyuk spermium képes eljutni a termékenyités helyszinére és a 1étrejovo
penetracios nyilasok nagy része sem a megfeleld helyen (a csirakorong felett)
talalhat6. A spermiumokat a csirakorong megtaldldsdban segitd és az ivarsejtek
kozti fuzidhoz sziikséges jelatviteli utak (kemotaxis, a spermiumkoto receptorok
aktivitasa, akroszoma reakcid) a két faj keresztezésének ebben a
kombindcidjaban feltehetdleg nem miikddnek.

A sikeres keresztezés (gyongytyuk tojo x hazityuk kakas) eredményeként
létrejott €s felnevelt hibridek mindegyike steril him volt. A szovettani
vizsgalatok azt mutattak, hogy a hibridek nem termelnek sajat spermiumokat,
azonban az ivarszerveik tubulusai normal struktaraval rendelkeznek, ami arra
enged kovetkeztetni, hogy képesek lehetnek a donor eredetli Osivarsejtek
befogadasdra. Az immunhisztokémiai vizsgéalat soran megallapitottam, hogy
embrionalis korban a sajat dsivarsejtek is jelen vannak a fejl6do ivarszervekben,
azonban azok nem alakulnak érett spermiumokkd az ivarérés soran. A
létrehozott him hibridek sterilitdsa, valamint a ndivar életképtelensége
Osszhangban van Haldane torvényével; miszerint ha két kiilonboz6 allatfaj F;
utodai koziil az egyik ivar hianyzik, ritkdn fordul eld vagy steril, az a

heterogametikus ivar (Haldane 1922). A gyongytyuk tojok és hazitytk kakasok

15



keresztezésének esetében ennek a szabalynak egy szélséséges formdja nyilvanul
meg, mivel a ndivar (ZW) teljes mértékben hianyzik, a himivar pedig steril.

A hibridek ivarszerveinek vizsgalata arra enged kovetkeztetni, hogy
esetiikben az ivarérés sokkal lassabb folyamat, mint a hazityak vagy akér a
gyongytyuk fajnal, ami feltételezhetben hormonalis okokra vezethetd vissza,
mint példaul a tesztoszteront termeld Leydig-féle interstitialis sejtek
alulmtkodésére vagy akar hianyara (Dimitriadis et al, 2015).

Mivel a felnevelt hibridek kizarélag himivaruak voltak, tovabbi vizsgalatok
sziikségesek annak feltdrasara, hogy a ndivaru (ZW) Osivarsejtek képesek-e a
himivara (ZZ) ivarszerveket kolonizalni, azokba integralddni és fejlodhetnek-e
¢letképes spermiumok ebbdl a genotipusbol (ZW). Tobb korabbi irodalmi adat
alapjan feltételezhetd, hogy lehetséges a ndivari genotipus megjelenése ¢és
orokitése him kimérak felhasznalasaval is (Naito et al. 1999, Liu et al. 2017,
Trefil et al. 2017, Xu et al. 2019, Marinovic et al. 2022, Blank et al. 2024, Park
et al. 2020).

Az elvégzett kisérletsorozat eredményei €s tapasztalatai alapjan érdemes
lehetne injektalt hibrid egyedeket még tovabb (46 hétnél hosszabb ideig) nevelni
az 1ivarszerveikben termelt ivarsejtek kinyeréséhez és a donor genotipus
visszanyerés¢hez. Emellett tovabbi vizsgalatok targya lehet az ivari aktivitas
szempontjabol is sziikséges hormondlis hattér meglétének feltardsa, aminek
eredményétdl fiiggden akar a hibridek hormonkezelése is felmeriilhet az
ivarérés, illetve ivarsejttermelés serkentésének céljabol.

A vizsgalatokat érdemes lehet kiterjeszteni mas hibrid kombinécidk; példaul
facan x hazityuk hibridek alkalmassdganak tesztelésére, mivel az irodalmi
forrasok szerint (Asmundson & Lorenz 1957) ebben a hibridben mindkét ivar

megjelenik.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Molekularis genetikai modszerekkel igazoltam, hogy a gyongytyiknak és a
hazityaknak van hibridje, amelyek koziil kizarélag a himivartak

¢letképesek.

Megallapitottam, hogy hazityuk-gyongytyuk fajhibridek eléallitdsa csak
gyongytyik tojok és hazityik kakasok keresztezésével sikeres. A
keresztezés forditott irdnyban nagyon rossz hatékonysaggal mikddik,
melynek oka az, hogy a gyongytyuk spermiumok nem képesek megtalalni

¢s penetralni a hazitytk csirakorongot.

Immunhisztokémiai vizsgdlatokkal igazoltam, hogy a gyongytyuk x
hazityak hibridje rendelkezik sajat Osivarsejtekkel, azonban ezekbdl az
egyedfejléddés soran nem képzddik érett ivarsejt. Szovettani vizsgalatokkal

igazoltam, hogy a hibrid steril.

A létrehozott fajhibridekrél megallapitottam, hogy alkalmasak az injektalt
donor eredetli 6sivarsejtek befogadasara és immunfestéssel igazoltam, hogy
a felnevelt allatok ivarszerveiben megtalalhatok a beiiltetett dsivarsejtekbdl

szarmaz6 kiilonb6zo stadiumu eldalakok és érett ivarsejtek is.
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