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1. A MUNKA ELOZMENYEIL A KITUZOTT CELOK

1.1. Bevezetés, a téma jelentésége

Foldiink globalis problémai koziil a biodiverzitas megorzése kiemelt fontossagli, azonban a
gazdasagi haszonallataink genetikai sokszinliségének megdrzését a folyamatosan jelen 1évo
élelmiszerhiany neheziti. Emiatt hattérbe szorulnak az 6shonos baromfifajok is, melyek genetikai
eroforrasa adnd a valtozatossag bazisat, amely lehetdvé tenné a helyi kornyezethez alkalmazkodé
uj fajtak létrehozasat.

A génmeg0rzés és a biodiverzitas fontossaganak el6térbe keriilése genom- és adatbankok
létrehozasat és fejlodését vonta maga utan, melyeknek harom fajtajat killonboztetjik meg: (1) Az
in situ génbankokban az eredeti tartdzkodasi helyikdn kisebb-nagyobb allomanyokban, (2) mig
az ex situ in vivo génbankokban erre a célra kialakitott farmokon, nukleusz populacidékban
tartjdk fent és tenyésztik az Gshonos fajtakat. Mivel ezek az allomanyok szamos veszélynek
vannak kitéve a biztonsagos génmeg6rzés érdekében (3) ex situ in vitro génbankok kialakitésa is
szlikséges, ahol az ezen allomanyokbdl szarmazd ritka, értékes genetikai anyagot hordozé him-
¢s ndi ivarsejteket, embriokat, embriondlis sejteket, illetve szdveteket, vagy korai ivarszerv-
szoveteket, valamint DNS mintdkat mélyhiitott allapotban, hosszitavon Orzik.

Az in vitro génmeg6rzés legpraktikusabb modja jelenleg - madarak esetében - az ondo
mélyhiitéses tartositasa. Mivel madarakndl a néivar a heterogametikus szex (ZW), a spermiumok
mélyhtitésével csak a him genomot (ZZ) tudjuk megbrizni. Bar hat-nyolc generacios
visszakeresztezésekkel majdnem 100 %-ban visszanyerhetd6 az eredeti genotipus, emellett
szlikséges Uj, alternativ. mddszerek kidolgozasa a teljes genom fenntartasa érdekében. A
petesejtek mélyhiitésével megdrizhetd lenne a W kromoszéma, azonban a megalecitalis tojas
biofizikai sajatossdgai miatt ez az eljard&s madarak esetében nem alkalmazhaté. A Kkorai
embrionalis sejtek (blasztodermalis sejtek, primordialis dscsirasejtek) felhasznaldsaval torténd
kiméra eldallitas megoldast jelenthet a teljes genetikai anyag megorzésére. Azonban mivel ezen
eljardsok kevésbé hatékonyak és meglehet6sen koltségesek, igy génmegdrzési programokban
valé alkalmazasuk egyelére nem elterjedt. A ndivar genetikai allomanyanak megorzésére
megoldast jelenthet a naposkori petefészekszovet mélyhiitése, majd az igy konzervalt ivarszerv
recipiens allatokba valo beiiltetése. A modszer génmegbrzési programokban vald
alkalmazéasdhoz azonban még varat magara egy hatékony, egyszeriien alkalmazhat6 mélyhiitési
és transzplantacids eljaras kidolgozasa. Ezek a vizsgalatok tébb kutatd-laboratériumban

folyamatban vannak, tébbek koz6tt intézetlinkben is.



A Haszonallat-génmego6rzési Kozpontban (HAGK) évtizedek 6ta meglévd ex situ in vivo
génbank mellett a Baromfi Szaporodasbioldgiai Laboratériumban 2014 6ta fejlesztés alatt all egy
in vitro génbank is, melyben az 6shonos magyar baromfifajtak ondomintainak mélyhiitéses

betarolasa pillanatnyilag is folyik.

1.2. Célkitiizések

1. Kutatadsaim célja olyan fajspecifikus ondémélyhiitési eljarasok kidolgozasa, amelyek a
gyakorlatban egyszertibben, kevesebb beruhazassal, kornyezetkimélobb mddon, mégis
hatékonyan alkalmazhatdk. Vizsgélataim célja a hazi tydk, gyongytyuk, illetve hazi lud
spermiumok programozott mélyhiitési eljardssal és ultragyors technikakkal - pellet-
modszer €s nitrogéngdzben torténd mélyhiités - torténd tartositdsdnak dsszehasonlitasa és
fejlesztése, torekedve az egyes fajok szamara gyakorlati szempontbol legidealisabb

protokollok kidolgozéséra.

2. Munkam célja méasrészt a hazi tydk korai ivarszerv-szoveteinek ultragyors technikéakkal -
nitrogéng6zben torténé mélyhiités, pellet-mddszer, illetve vitrifikacios eljards - torténd
mélyhiitése, valamint a protokollok eredményességének in vitro - szOvettani és

szOvettenyésztési - eljarasokkal torténd dsszehasonlitasa.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Ondémélyhiitési kisérletek hazityuk-fajban

Kisérletinkben a standard glicerolos, programozott mélyhiités és pellet-modszer-
hatékonysagat in vitro és in vivo is értékeltik.

Vizsgalatainkhoz hisz egyéves fogolyszinii magyar kakast helyeztink el egyedi
ketrecekben. Az onddveétel Burrows és Quinn dorso-abdominalis masszazs-technikajaval tortént
heti 2 alkalommal, 2 hénapon keresztul. Az in vitro vizsgalatokra, azaz az ond6 mindsitésére
minden esetben két alkalommal - a mélyhiités el6tt (friss minta), ill. a felengedés utan
(mélyhitott/felengedett minta) - kerllt sor. A mindsités soran meghataroztuk a klasszikus
spermatologiai paramétereket (mennyiseg, motilitas, koncentracid, morfologiai rendellenességek
és ¢é16/holt sejtarany).

A kétféle mélyhiitési eljarasok eredményességét in vivo - mesterséges termékenyitéssel - is
teszteltuk. Harom Kisérleti csoportot alakitottunk ki, a mesterséges termékenyitéseket a
spermadonor  kakasoktol szarmazo  friss, higitott onddval (kontroll csoport) és
mélyhtitétt/felolvasztott (lassu mélyhiités, ill. pellet-mddszer) onddval végeztiik az elsé héten 3
alkalommal, majd hetente kétszer, 3 héten keresztiil. A keltetobe hetente berakott tojasok
termékenységét lampazassal ellendriztiik az inkubacio 7. napjan. A kildmpazott tojasok
vizsgélata soran meghataroztuk a terméketlen, a nagyon korai, még a petevezetdben torténd és az
inkubécios (keltetés alatt torténd) embridelhaldsok, valamint a normadlis fejlédésti embriok

aranyat.

2.2. Ondomélyhiitési kisérletek gyongytyukfajban

Honosult baromfifajunk ondomélyhtitési kisérletei soran 4 protokollt - lassu- és gyors
programozott mélyhiités, nitrogéngdzos eljaras és pellet-modszer - teszteltink a leghatékonyabb
eljaras kidolgozasa érdekében. Emellett harom krioprotektans (10% EG, 6% DMF, 6% DMA)
hatékonysagat is vizsgaltuk.

Vizsgalatainkhoz harminc egyéves magyar parlagi gyongytyuk kakast helyeztink el egyedi
ketrecekben. Az onddvétel és az ondd mindsitése a hazitylk-fajnal leirtak szerint tortént.

A mélyhiitott/felolvasztott ondémintdk mindsitése alapjan a két legeredményesebbnek
bizonyult mélyhiitési protokoll hatékonysagat mesterséges termékenyitéssel is teszteltiik. Tiz
gyongytyukot kontrollként friss, higitott onddval, tizet 10% EG-t tartalmazé lassu eljarasbol

szarmazé  mélyhutott/felolvasztott  mintaval, tizet pedig a  pellet-mddszerrel
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mélyhiitott/felolvasztott onddval termekenyitettiink hetente 3 alkalommal 3 héten keresztul. A
keltetobe hetente berakott tojasok termékenységének ellenérzése és a kilampazott tojasok

vizsgélata a hazitydk-fajnal korabban leirtak szerint tortént.

2.3. Ondémélyhiitési kisérletek hazilud-fajban

A gunarond6é mélyhiitése soran egy - mar ismert - programozott mélyhiités modositott
valtozatat és egy sajat fejlesztésti nitrogéng6zos eljarast hasonlitottuk 6ssze in vitro. A Kisérletet
kiegészitettiik kiilonb6z6 nem permeabilis ozmoprotektiv anyagok (betain, trehaléz, szacharz)
tesztelésével.

Vizsgalatainkhoz harminc szirke landesi gunarat a tavaszi termelési ciklusuk kezdetén
egyedi ketrecekben helyeztink el. Az ondovétel és a spermatoldgiai paraméterek vizsgalata a
hazityuk-fajnal leirtak szerint tortént. Az ondokezelés utan elvégzett mindkét mélyhtitési -
programozott és nitrogéng6zos - eljarasnal 4-4 kiilonbozé krio-, illetve ozmoprotektanst (DMF
kétféle koncentracidban, betain, trehaldz-szachar6z kombinacid) alkalmaztunk.

A  mélyhttott/felolvasztott ondomintdk mindsitése alapjan a legeredményesebbnek
bizonyult mélyhiitési protokoll hatékonysagit mesterséges termékenyitéssel is teszteltiik. 20
tojot friss, higitott onddval 20-at pedig a nitrogéng6zos eljarassal mélyhiitott/felolvasztott
mintaval termékenyitettiink. A mesterséges termékenyitést hetente 2 alkalommal végeztik, 3
héten keresztiil. A keltetdbe hetente berakott tojasok termékenységének ellendrzése és a

kilampazott tojasok vizsgalata a hazityuk-fajnal korabban leirtak szerint tortént.

2.4. A korai ivarszerv szovetek mélyhiitési kisérletei

A korai ivarszervek tartdsitasara kiilonbozd ultragyors mélyhfitési eljarasokat teszteltiink.
A nitrogéngbzben, kriocsOben torténd eljaras mellett vizsgaltuk a pellet-mdodszer és egy specidlis
vitrifikacios technika (akupunktiras tiis modszer) hatékonysagat. Olyan mélyhiitési eljaras
kidolgozésat céloztuk, mely a késdbbiekben lehetdvé teszi a mélyhiitott ivarszerv beiiltetését, igy
segitve a ndivar bevondsat a génmegdrzési programokba.

Ivarszervdonornak autosex Tetra SL naposcsibéket hasznaltunk. Az eltavolitott
ivarszerveket mélyhiitésig (10-40 perc) steril DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
oldatot tartalmazd Petri-csészében taroltuk 0°C-on. A mélyhiitott ivarszervek épségét szovettani

¢és szovettenyésztési vizsgalatokkal ellendriztiik.



3. EREDMENYEK

3.1. Ondomélyhiitési kisérletek hazityuk-fajban

A két mélyhuitési eljaras kozott a vizsgalt paraméterekben szignifikans kiilonbség nem volt
kimutathat6. A mélyhiitést/felolvasztast koveté spermiummindséget vizsgalva azt tapasztaltuk,

hogy a lassu mélyhitési procedurat kovetden az €16 sejtardny 12,7%, mig a pellet mddszer

cres
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10,6%-ot ért el. Az ¢él6, normalis morfologiaju spermiumok tulélési ardnya 9,3% (lassu,
programozott) és 12% (pellet-madszer) volt.

A fentiekhez hasonldan a termékenyitoképesség vizsgalatakor sem taldltunk szignifikans
kiilonbséget a kétféle modon mélyhtitott kisérleti csoport kozott. A friss ondoval torténd
termékenyités esetén mért 88,8% termékenységhez képest a lassi mélyhiitésbdl szarmazo
mintakkal torténd termékenyitést kovetden 32,2%, mig a pellet mddszer esetében 44,2%-0s
termékenyseget értlink el. Korabbi vizsgalatainkhoz hasonléan szoros korrelécidt tapasztaltunk
az inszemindlt €16, normalis morfoldgiaji spermiumok szdma és a normalis fejloddésii embriok
aranya kozott. A kontrollként friss onddval termékenyitett csoportbdl szarmazé tojasok 82,3%-
ban mutattak normalis embriofejléddést lampazaskor, mig a pellet moddszerrel
mélyhiitott/felolvasztott mintakkal torténd termékenyitéseket kovetden ez az érték 22,6% volt,
szignifikansan (p<0,05) magasabb a lassti mélyhtitési csoport tojasaiban talalt normal fejlédést

embriok aranyahoz képest (14,1%).

3.2. Ondomélyhiitési kisérletek gyongytyiukfajban

A mélyhitést/felolvasztast kovetd spermiummindséget vizsgalva megallapitottuk, hogy a
nitrogéng6zos eljarast (16,8%-EG ill. 14,8%-DMF), valamint a gyors programozott
protokollokat (24,5%-EG ill. 21,7%-DMF) kovetéen volt legalacsonyabb az €16 onddsejtek
aranya. Az ¢él6 sejtek aranya a pellet-modszer (31,4%) és a 10% EG-t alkalmaz6 lassu
programozott protokoll (41%) esetében volt a legmagasabb. Annak ellenére, hogy ez utdbbi
modszer eredményezte a legtobb Gsszes €10 sejtet, szignifikdnsan (p<0,05) tobb rendellenes
spermiumot produkalt (23 vs. 10%), mint a pellet-modszer. Igy a legnagyobb é16, normalis

A rendellenesség tipusok vizsgélata soran azt tapasztaltuk, hogy a DMF minden hiitési
sebesség esetében szignifikansan tobb (p<0,01) akroszoma-rendellenességeket produkalt. A

pellet-modszer a feji rendellenességek tekintetében szignifikansan a legmagasabb, mig a farok
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rendellenességek esetében a legalacsonyabb el6fordulast eredményezte (p<0,01), jollehet, az
0sszes protokollhoz képest a legkisebb aranyban itt fordultak elé rendellenes sejtek. A
spermiumok a 10% EG-t tartalmazd lasst, programozott és a pellet-modszer esetében
28,6%). Utdbbival szignifikansan jobb (p<0,05) talélési aranyt értink el.

A két eredményesebb mélyhiitési protokollbdl szarmazo mintakkal, valamint friss, higitott
ondoval 3 gyongytyuk-csoportban végeztiik a termékenyitéseket. A haromhetes termékenyitési
id6szak végére a friss, higitott ondoval 91,7%-os, a lassu programozott protokollal mélyhtitott
ondoval 29,1%-0s, mig a pellet-modszerrel mélyhiitott spermiumokkal 63,6%-0s termékenyseget
értiink el. A petevezetoben torténd embridelhaldsok a mélyhiitott onddéval tortént
termékenyitések utan szignifikansan (p<0,05) magasabb aranyban mutatkoztak a kontroll csoport

tojasaihoz képest.

3.3. Ondémélyhiitési kisérletek hazilad-fajban

A programozott modszert kovetéen az ¢16 ondosejtek aranya 52,5-59% kozott volt az
egyes protokollokban, mig a nitrogéng6zos eljaras esetében 48,3-54,9% €16 sejtaranyt
tapasztaltunk. A programozott eljarasnal, ahol a DMF koncentracitja a legalacsonyabb (7%)
2, 3 és 4 protokollokhoz képest (42,6; 47,9; 48,5; 50,3%). A nitrogéngdézos modszernél nem
tapasztunk szignifikans kilonbséget az egyes protokollok spermium-tulélése kozott (43-46%).
Az ozmoprotektansok nem javitottdk a mélyhiitott ginar spermiumok talélését a nitrogéngdz0s
protokollokban.

Mivel az in vitro vizsgalatok alapjan nem talaltunk szignifikans kulonbséget a
programozott és a nitrogéngdzos eljaras sejttalélése kozott, ezért a gyakorlati tenyésztoi
munkaban egyszeriibben kivitelezheté, 9% DMF-et tartalmazd nitrogéng6zos eljaras (1
protokoll) hatékonysagat teszteltik mesterséges termeékenyitessel. A termékenyitési Kisérlet
soran a mélyhiitott ondoval 58,5%-o0s, mig a friss, higitott ondoval szignifikansan (p<0,01)
magasabb 81,8%-0s termékenységet értlink el. A korai, petevezetdben torténé embrioelhalasok
aranya a mélyhtitott onddval torténd termékenyitések (12,8%) esetében szignifikansan (p<0,01)

magasabb volt a friss sperméas termékenyitésekhez (3,4%) viszonyitva.



3.4. A Korai ivarszerv szovetek mélyhiitési kisérletei

A haromféle mélyhtitési moddszerrel Osszesen 104 db petefészek és 175 db here
mélyhiitéses tartositasat végeztiik el. A szovetek strukturajanak, szerkezeti épségének vizsgalata
soran sszehasonlitottuk az egyes modszerek szerint mélyhiitott korai ivarszervek, illetve a friss
(kontroll) naposkori ivarszervek szovettani képét. A harom kiilonb6zd eljarassal mélyhiitott
naposkori herék szovettani vizsgalata alapjan azt tapasztaltuk, hogy a vitrifikacios eljaras Orizte
meg leginkabb a herék eredeti szerkezetét. A mddszer alkalmazésa utan az interstitium és a
herecsatornacskak aradnya a friss here szerkezetét mutatta, tehat feltételezhetéen mitkodoképes,
mig a nitrogéngbzos és a pellet-madszer esetében ez kevessé mondhatd el.

A harom kiilonb6z6 eljarassal mélyhiitott naposkori petefészkek szOvettani vizsgélata
igazolta, hogy a petefészkek eredeti szerkezete megtartott, még ott is, ahol a veseszovet mar
lathatdan karosodott.

A szbvettenyésztés soran - mindharom protokoll szerint mélyhtitott/felolvasztott-
szovetekbdl fibroblasztok néttek ki, amely bizonyitja, hogy az ivarszervek talélték a

mélyhtités/felolvasztas folyamatat.



4. KOVETKEZTESEK ES JAVASLATOK

4.1. Ondomélyhiitési kisérletek

A madarak ondomélyhiitésével kapcsolatos elmualt 20-30 év kutatasai alapjan
nyilvanvaldva valt, hogy fajspecifikus mélyhiitési protokollokat kell kidolgozni. Pillanatnyilag a
baromfifajok kodzll csupén a hazityuk-faj ondomélyhiitésével kapcsolatban talélhatunk ajanlott
mélyhiitési protokollt a génbankok kialakitasat célzo6 FAO ajanlasban, ezért fontosnak tartottuk a
kiilonbozé mélyhiitési eljarasok hatékonysaganak dsszehasonlitasat.

A hazityak-fajon az altalunk kidolgozott egyszerlsitett és gyors pellet-modszer a
Klasszikus lassu, programozott eljardshoz hasonléan hatékonynak bizonyult, ezért olyan ritka,
veszélyeztetett tyukfajtak esetében javasoljuk a modszer alkalmazasat, ahol kevesebb egyeddel,
illetve kisebb ondémennyiséggel kell szamolni, illetve olyan esetekben, amikor nem all
rendelkezésre programozhaté mélyhiit6-berendezés.

A gyongytyukfaj ondomélyhiitésével kapcsolatban a spermabanki tarolas céljainak
megfeleld mélyhiitési protokoll eddig varatott magara. A termékenyitési Kisérletek soran a pellet-
modszerrel mélyhitott spermiumokkal a vilagon els6ként 63,6%-0s termékenységet sikertlt
elérnlink gyongytyukfajban, mellyel a génbanki tarolas mar megoldhato az ilyen kis mennyiségii
spermat produkald faj esetében.

A gunarondd mélyhiitésére elsGsorban programozott eljarasokat alkalmaz az ezzel
foglalkozé néhany laboratérium. A dolgozatban bemutatott vizsgalatainkban az egyszeriibben és
igy gazdasagosabban kivitelezhetd nitrogéng6zos eljarassal kozel 60%-0s termékenységet
sikerdilt elérni. A génmeg0rzési hasznositas mellett az eljaras a hétkdznapi tenyészt6i munkaba is
beilleszthetd ¢és hatékonysaga nem sokkal marad el a friss, higitott ondoval torténd
termékenyitések eredményességétol (70-80%). A mélyhtitésnek ez a modszere akar egy allattarto
telepen 1s megvalosithatd és nincs sziikség draga programozhatdé mélyhiitd berendezésre, ezért
ajanljuk a modszer alkalmazasat a tenyesztésben, kiilondsen a tenyészallomanyok eléallitasanal.

Az elmult évek ondomélyhiitésekkel kapcsolatos vizsgalatai alapjan megfigyeltik, hogy a
nagyon korai, még a petevezetdben torténd embridelhaldsok a mélyhiitott ondoval tortént elsd
néhany termékenyités utan szignifikansan magasabb aranyban mutatkoztak egyrészt a friss
spermas termékenyitésekhez képest, masrészt az egyeb korai embridelhaldsokhoz keépest. Ennek
hatterében az all, hogy a gyengébb mindségli mélyhiitott/felolvasztott spermiumok koziil nem
rakodik be elegendd a spermiumtarold tubulusokba, amely a normalis embriofejlédéshez

szilkséges lenne. Ezért javasoljuk, hogy mélyhtitétt ondd hasznalata esetén a sikeresség



érdekében az els6 heti termékenyitéseket gyakran, akar naponta ¢és minél nagyobb

spermiummennyiséggel végezzék el.

4.2. Korai ivarszervszovetek mélyhiitési kisérletei

A néi genetikai anyag megOrzése a naposkori petefészek szovetek mélyhiitésével és
recipiens allatba torténé belltetésével valosithatdé meg. Emellett bizonyos esetekben szlikség
lehet a hereszdvetek mélyhiitéses tartositasara is.

Vizsgalataink alapjan megallapithatd, hogy a hereszdévet vitrifikacios eljarassal torténd
mélyhtitése lehetévé teszi a veszélyeztetett fajok esetében az értékes himek genetikai
alloméanyanak megorzését. Javasoljuk a modszer alkalmazésat olyan nagy genetikai értékli himek
esetében, ahol az ondd mélyhiitése valamilyen okbol nem kivitelezhet6. A naposkori
petefészekszovetek esetében mindharom mélyhiitési eljaras megdrizte a szervek normalis
szerkezetét. A mélyhiitott ivarszervek épségét szOvettenyésztési vizsgalatainkkal is
alatamasztottuk.

Osszességében elmondhatd, hogy az in vitro génmegdrzést elésegitd vizsgalataink soran
hatékony ondomeélyhiitési protokollt sikeriilt kidolgoznunk harom baromfifa; (hazi tyuk,
gyongytyuk, hazi lad) esetében a spermabanki tarolds és a gyakorlati tenyésztémunka szamara,
valamint kozelebb keriiltink a ndi genom megdérzéséhez is a korai petefészekszovetek

mélyhiitésének adaptalasaval hazityuk-fajra.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Bebizonyitottam, hogy a pellet-modszer a klasszikus lassd, programozott eljarashoz
hasonléan eredményesen hasznalhato fogolyszini magyar tyak esetében, ezért
alkalmazhat6 olyan ritka, veszélyeztetett 6shonos tyukfajtdk esetében is ahol kevesebb

onddémennyiséggel kell szamolni és/vagy nem all rendelkezésre mélyhiité berendezés.

Elsoként sikeriilt olyan ondémélyhiitési eljarast kidolgoznom gyongytyuk spermiumok
tartésitasara, melynek alkalmazéasaval 63,6%-0s termékenységet sikerllt elérni,

elosegitve ezzel a faj in vitro génmegorzését.

Igazoltam, hogy ludfaj esetében kdzel 60%-os termékenység érhetd el a laboratériumunk
altal ginaronddo mélyhltésére kifejlesztett nitrogéngdzos eljarassal. A mélyhiitési
maodszerrel tartositott onddval valo inszeminalas megkdzelitette a friss, higitott onddval

torténd mesterséges termékenyités eredményességét.

Megéllapitottam, hogy mindhidrom baromfifaj esetében a mélyhiitétt ondoval valod
termékenyitések utdn a nagyon korai, petevezetOben torténd embridelhaldsok aranya nd
meg az 0sszes embridelhalas kozil a friss, higitott ondoval torténd inszeminéalasokhoz

képest.
Igazoltam, hogy mindkét ivarban a korai ivarszerv-szovetek mélyhtitésével megOrizhetd

az ivarszervek szerkezeti épsége, melyet mind a szdvettani, mind a szOvettenyésztési

vizsgalatok alatdmasztottak.
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