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A formdazasra adott kritikai megjegyzések jogosak, elkeriilhetd hibdimért elnézést kérek. A
,, Priyadarshi et al 2020” hivatkozas az irodalomjegyzék 95. oldalaban megtalalhatd, azonban
EndNote-ban szerkesztett hivatkozasi listaban 6sszecsuszott Peter et al. 1988. hivatkozassal.

Biraloi kérdés: Honnan jott az otlet, mikor az inszemindcis otletet kitalalta? Ismerte-e mar

crer

tiizetesebben utana e szaporodasi modnak?

Az 6tletet az angolna szaporitasa soran fellép6 egyik gyakorlati probléma megoldasi kényszere
0sztonozte. Habar kutatocsoportunknak szamos alkalommal sikertilt ikratermékenytilést elérni
a fajban, azonban csak ivatasos szaporitasi modszerrel, igy a két ivar beérésének
szinkronizalasa kulcsfontossagu. Kisérleteink soran nem minden esetben sikeriilt ez az
0sszehangolas, mivel az angolnak hormonalisan indukalt ivarérlelésének egyik sajatossaga,
hogy az ikrdsok és a tejesek gametogenezise mas ritmust. A tejesek esetén a herében az
ivarsejtek érési folyamata gyorsabb, hormonalisan indukalt eljarassal 5-6 hét alatt érett
spermiumsejtekkel rendelkez6 spermat lehet fejni, a legjobb minéségii sperma termelést a 8-10
hét kozott lehet elérni. Ezzel szemben az ikrasok indukalt ovogenezise 4tlagosan kortilbeliil 9-
18 hét alatt megy végbe — nagy egyedi kiillonbségek kozott — koszonhetden részben a
szikbeépiilés lassti folyamatanak is. Tobb alkalommal eléfordult, hogy az ikrasok beérésekor
nem allt rendelkezésiinkre olyan tejes példany, ami j0 mindségli spermat termelt volna.
Kézenfekvé megoldas, hogy ilyen esetekben megprobalkozzunk az in vitro termékenyitési
modszerrel és mélyhiitott spermamintak felhasznalasaval. Azonban az ikrasok donté adagu,
ovulacio kivaltasara hasznalt ugynevezett DHP hormonkezelésre adott reagalasaban nagy
egyedi kiilonbségeket figyeltiink meg. 12-20 ora kozott barmikor ovulaltak az ikrasok és
szortak el ikratételeiket. Bonyolitotta a helyzetet, hogy ovulacidt kovetéen roppant gyors az
ikrak talérése, a termékenyitoképesség csokkenése (néhany perc), igy a végsé hormonkezelést
kovetd 10 oratol 20 oraig folyamatosan figyelniink kellett az ikrasokat, hogy nehogy
lemaradjunk az ikraszorasrol.



Ekkor gondolkodtunk azon, hogy megvizsgaljuk annak a lehet6ségét, hogy a donté adagu
hormonkezeléskor a boditott ikrasok hasiiregébe jutatott sperma (az angolnaalaktiaknak
gimnovarium tipust petefészke van, tehat nincs kialakult petevezeték) Spontan ikraszdéraskor
(tehat tejesek jelenléte nélkiil) lehetséges-e termékeny ikratételeket nyerni ezzel a modszerrel.
Ezt kovetden az irodalmazas sordn akadtam ra a kiilsé megtermékenyitésti tengeri kolontefélék
sajatsagos szaporodasi stratégidjara, amely reményt adott rd, hogy mas kiilsd
megtermékenyitésit fajok petefészek koriilményei IS megdrizhetik a spermiumsejtek
termékenyitd képességét a beérési id6 alatt (hormonkezeléstdl ovulacidig). Ebbol az 6tletbol
sziilettek azok a kisérletsorozatok, amik a dolgozatot is alkotjak. Szeretném megjegyezni, hogy

a dolgozat nem tartalmazza, de sikeriilt igy szaporitani angolnat is.

Biraloi kérdés: Miért lehet elonyos evoluciosan ez a stratégia, miért nem terjedt el jobban a
halak korében, illetve miért e ritka esetben alakulhatott ki?

A szakirodalmi adatok alapjan tobb kiilonb6z6 taxonban is megtalalhatok olyan halfajok,
amelyek belso ivarsejt egyesiiléssel szaporodnak (Ito et al., 2022); kolontefélékben (Cottidae,
Munehara et al., 1989), a pikofélékhez kozeli csovescsorii-félékben (Aulorhynchidae, Akagawa
et al., 2008; Okiyama et al., 1993), pontylazacfélékben (Characidae, Pecio et al., 2005), és
harcsa alaktak rendjében (Siluriformes, Ito et al., 2022; Parreira et al., 2009). Tehat a bels6
ivarsejt egyesiilés nem biztos, hogy ritka a bels6 termékenyitéstinek vélt halak kozott (zigopar
fajok), és evolucidsan stabil stratégia lehet (Takeshi Ito személyes véleménye alapjan). Koya
et al. (2002) kisérletei alapjan a spermiumsejtek egy honapig is termékenyitdképesek maradtak
az ovariumban, igy a kopulacio és az ovulacio kozotti id6 viszonylag hosszu. Az ikrasoknak
ezen hossz(i idészak nem kell Dbiztositaniuk azokat a feltételeket, amik a
petefészken/petevezetén beliili embridfejlédéshez mar sziikséges lenne, amik az anyai
szervezetet megterhelné. Ez alkalmat teremt arra, hogy (i) az ikrasok tobb tejessel kopulaljanak
(sperma versengés, utddok géndiverzitasanak novelése), (ii) a kopulalast kovetden az
ikrasoknak van lehet6sége kivalasztani a megfeleld ivasi szubsztratot vagy azt/azokat a
tejest/tejeseket, amelyek az utodgondozasra alkalmasnak talalnak.

Személyes véleményem szerint ,,maradvany stratégiat” is feltételezhetliink a belsd
ivarsejt egyesiilés fennmaradasaban. Nem tisztazott, hogy a pancéloshalak (Placodermi) egy
kozvetlen 6se (Long et al., 2015), de szaporodasukat tekintve egyedi jellegzeteséggel birtak.
Paleontologiai bizonyitékok alapjan egyes pancéloshal fajok himjei paros csontos ivarszervvel
rendelkeztek (Lang et al., 2015), igy feltételezések szerint belsé megtermékenyitésii fajaik is
voltak. Gess és Trinajstic (2017) viszont kiemelték, hogy a kiilsé him parzoszervek jelenléte
nem ecléfeltétele a belsé megtermékenytiilésnek. Elképzelhetének tartom, hogy a korabban
emlitett elonyok mellett esetlegesen a ,,belsd ivarsejt egyesiilés” is joval elterjedtebb lehetett.

Elso pillantasra a belsd ivarsejt egyesiilés egy specializalt szaporoddsi mddnak tlinnek
a halak korében, de ha kiterjesztjiik az elméletet a zigopar és embriopar fajokra (belsd
megtermékenyitésti fajok, ahol a megtermékenyitett ikra/tojas zigdta- vagy embrid allapotban
keriil testiiregen kiviilre*), akkor a kopulacio és az ikra vagy tojasrakas meglehetdsen gyakori
szaporodasi forma az allatvilagban.

*tojast rakd capadk; macskacapafélék (Scyliorhinidae), szOnyegcapa-félék (Parascyllidae),
bikafejii capa-alaktak (Heterodontidae) és a rablocapa-alaktiak (Orectolobiformes) egyes
fajai), skorpiohal-alaktiak (Scorpaeniformes), egyes nyalkashal-alakiiak (Blenniiformes)
rendjébe tartozo faj, hiillok (Reptilia), madarak (Aves).
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Biraloi kérdés: Emellett uigy tudom szamos koélonte faj belsé megtermékenyitésiinek hittek a
kutatok. Lehet, hogy sok halfaj valoban ugyanilyen stratégiat folytat, csak egyszeriien még nem

crer

Egyetértek a Biraloval, hogy a gazdasagilag nem hasznositott halak pontos szaporodasi
stratégiaja nem teljesen feltart, a belsé ivarsejt egyesiilés, mint szaporodasi forma joval
elterjedtebb lehet. Példaul a hazai skorpiohal-alaktak rendjébe tartozo kolontefélék csaladjat
egy faj képviseli, a botos kolonte (Cottus gobio) és éppen ennek a fajnak a szaporodasbiologiaja
sajatsagos jellegzetességeket mutat. A spermium finomszerkezete* ¢és fiziologidja** a belsd
megtermékenyitésii halakhoz hasonlatos, azonban a megtermékenyités modja még is kiilsd
(Lahnsteiner et al., 1997).

* Mig a kiilsé6 megtermékenyitésii halak altalaban gombdolyl vagy tojasdad spermium fejjel és
kis kozéprésszel rendelkeznek, a belsd megtermékenyitésii halak spermiumai hosszikas fejjel
¢és bonyolultabb felépitésii kozéprésszel rendelkeznek. A botoskdlonte spermiuma az utdbbi
jellegzetességeket mutatja. ** Masfeldl a kiilsé megtermékenyitésii édesvizi halfajok dontd
tobbségénél a spermiumok motilitasa nem hosszabbithaté meg 10-15 masodpercnél hosszabb
ideig fiziologias sooldatban. Ezzel szemben a C. gobio spermiumai akar 2 oran at is usznak
foszfatpufferelt sdoldatban (50 mmol 11 NaCl). Ez a leghosszabb mozgasi idétartam, amelyet
kiils6leg megtermékenyiilé halak spermiumai esetében valaha is kimutattak (Lahnsteiner et al.,
1997).

Jelenleg egy doktori téman beliil vizsgaljuk a botos kolonte szaporodasbiologiai
jellemzoit, amely keretén beliill kisérleteket tervezziink az ivas-, valamint az ikra
megtermékenyiilés koriilményeinek részletesebb feltarasara (Imecs Istvan: Botos kolonte
(Cottus gobio) allomanyok megérzésére iranyuld ex situ és in situ konzervacidbiologiai
kutatasok; 2022-2026, témavezetdk: Dr. Miiller Tamads és Dr. Urbanyi Béla).

Lahnsteiner F., Berger B., Weismann T. & Patzner R.A. (1997). Sperm structure and motility of the freshwater
teleost Cottus gobio. J. Fish Biol. 50, 564-574.



Biraloi kérdés: Altaldnosan  kiilsé  megtermékenyitésii  fajokban is leirtak belsé
megtermékenyiilést. Mikent mehetett végbe a megtermékenyiilés? Mi lehet a legvalosziniibb
modja?

Dean et al. (2019) el6szor sikeriilt haromtiiskés piko ikrasbol kinyert embridkat kikeltetni és
ivaréretté nevelni. A bels0 megtermékenylilés tényét genetikai vizsgélatokkal is igazoltak,
kizérva a ginogenetikus és dnmegtermékenyités valosziniiségét (a vizsgalt egyed hermafrodita
volt). Arra a kérdésre azonban, hogy ténylegesen hogyan mehetett végbe a belsé
megtermékenyiilés csak feltételezésekre szoritkoztak. Ugyanebbe a rendbe tartozo
(Gasterosteoidei) fajok kozott vannak bels6 ivarsejt egyesiiléssel Aulichthys japonicus fajok is.

Eddig nem publikalt kisérleti eredményeink soran sikeriilt belsé termékenyitést elérni
zebradanio és afrikai harcsa fajokban. Mindkét fajban szamos kisérletet hajtottunk végre és arra
Azonban sikeres ,,belso termékenyiiléskor’” az embriok nem voltak képesek blasztula allapotnal
tovabb fejlodni az anyai Szervezetben. Valoszinlileg a 1égzési gazok cseréjéhez
nélkiilozhetetlen vérkeringési rendszer kialakulasara lenne sziikség, hogy biztonsagosan tovabb
fejlédjenek. A zebradanioban és afrikai harcsaban elért eredményeket is figyelembe véve ugy
gondolom, hogy a vizsgalt egyed petevezetdje ,,nyitott” allapotban maradhatott (fejlodési
rendellenesség), igy a testen kiviilr6l volt biztositva az embridfejlédéshez sziikséges
oxigénutanpotlas.

Dean, L.L, Robertson, S., Mahmud, M., MacColl, A.D.C. (2019) Internal embryonic development in a non-
copulatory, egg-laying teleost, the three-spined stickleback, Gasterosteus aculeatus. Scientific Reports 9: 2395.

Biraloi kérdés: A sperma inszeminaldason alapulo szaporitasbol szarmazo utodok életképessége
eltér-e az altalanos kiils6 megtermékenyitésii sziiletett utodok életképességétol? Varna-e
kiilonbséget?

A mult évben kozoltiink le egy hibridizacios kisérlet eredményeit, ami részben valaszt
ad az opponensi kérdésre. Hibridizacidos szaporitas céljabol ugyanazon Heterobranchus
longifilis tejes ketté osztott spermatételével ,termékenyitettiink” Clarias gariepinus
ikratételeket; (1) inszeminacidval (10 oras petefészki tarolast kovetden ivatas) és (2) in vitro
termékenyitési eljarassal (ikragylitést kovetd szaraz termékenyités eljaras). Mindkét
szaporitasbol szarmazo utdédokat felneveltiik 28 napig. Az in vitro fertilizaciobol szarmazo
halak két genotipusbol szarmaztak: 50 hibrid és 50 afrikai harcsa / nevelési egység 4
ismétlésben, mig az ivatasbol szdrmazo halak (n=3 par) 100 hal / nevelési egység szintén 4
ismétlésben. Egytényezds ANOVA szignifikdns kiillonbségeket mutatott ki a talélési
aranyokban (ANOVA: F=7,827; df=3, p=0,0037). A post hoc tesztek szerint mind a harom
inszeminalt ikrasbol szarmazo ivadékok statisztikailag igazolhat6 mdodon (p<0,05) magasabb
tulélési aranyt mutattak (66,75+5,52 %, min-max: 58—75 %, hibrid:afrikai harcsa arany 98,1:1,9
%) mint az in vitro fertilizaciobol sziiletett halak (43 + 12,19 %, min-max: 23-55%,
hibrid:afrikai harcsa ardny 45,8:54,2 %). Messzemend kovetkeztetést ebbdl nem lehet levonni,
de elképzelhetd, hogy a spermiumok 10 o6ras petefészek koriilmények kozotti tarolasa alatt
olyan szelekcios folyamatok zajlanak le (példaul sperma kompatibilitds, spermium verseny),
amelynek sorédn életerésebb ivadékokat nyerhetiink. A kérdés pontos megvalaszoldsahoz ujabb
kisérletsorozatokra van sziikség. Fontosnak tartom még kiemelni, hogy ivarérett afrikai harcsa
szaporitdallomanyaink  jelenleg inszemindciés  szaporitasi  eljarasbol  szarmaznak,
problémamentesen tovabb szaporithatok.

Okomoda et al. (2023) kisérleteikben afrikai harcsa fajban Osszehasonlitottak az
inszeminaciés modszert (24 oras petefészki expozicid), kétféle in vitro termékenyitési
eljarassal; egyfeldl frissen gytjtott-, és 24 oran 4 CC°-on tarolt spermat hasznaltak fel.



Eredményeik alapjan a harom kezelés kozott nem volt statisztikailag igazolhato kiilonbség
(p<0,05) termékenyitoképességében (91-93%), kelési aranyban (81-83%). Vizsgaltak a
kiilonféle kezelésbdl szarmazé halak ttlélési aranyat — 1arvak szdma a szikfelszivodasi fazisban
/ kelt larvak szama x 100 — és nem talaltak kiilonbséget a megmaradasban (72-74%).

Okomoda, V.T., Amighty, R.O., Bem, T.M., Amaantimin, J., Nurizzati, ., Koh, I.C.C., Abol-Munafi, A.B.,
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L., Urbanyi, B., Miiller, T. Practical application of inseminated sperm method for production of interspecific
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Biraloi kérdés: Hogyan latja, vajon lehet-e majd mesterségesen szaporitani (némikepp
megoldott) és nevelni eurdopai angolnat? Miért lehet ez sokkal keményebb dio, mint japan
angolna esetében? Mennyire sokan kisérleteznek ezzel, mekkora a verseny az egyes laborok
kozott és részt vesz-e ebben még a jelolt és csoportja?

Az utébbi évtizedben mar nem egyediilallé dolog leszaporitani az eurdpai angolnat, kisérleti
rendszerekben olasz (Bologna University), dan (Technical University of Denmark) és holland
kutatok (Glasaal Volendam B) rendszeresen allitanak el larvat nagy tételben. A kulcs
probléma jelenleg a larvanevelés, amely szdmos kihivést tartogat, mint példaul a larvak
specialis tartasa (kreisel edényrendszer), takarmanyozas a neveld viz minéségének fenntartasa
mellett, bakterialis megbetegedés elleni kezelések (elsésorban vibridzis) stb. Japan angolna
esetében nagyon hosszu kutatasi folyamat elézte meg a fogsagban torténd szaporitast, nevelést.
1974-ben szaporitottak eldszor japan angolnat (Yamamoto és Yamauchi, 1974), 2003-ban,
tehat 29 év kutatast kovetden sikeriilt laboratoriumi koriilmények k6zott az elsé angolna larvat
tivegangolna korig felnevelni (Tanaka et al., 2003). 2011-ben sikeriilt bezarni a ciklust
(fogsagban szaporitott halakat sikeriilt leszaporitani, ljiri et al. (2011)). Tavaly az INAGI Co
6. generacios angolnat neveltek fel és idén terveznek szaporitani (Dr. Akihiro Okamura szdbeli
kozlése alapjan, 2022, november), azonban fontos kihangsulyozni, hogy messze elmaradnak az
ipari méretli neveléstdl (néhany ezer egyed / év). Japanban nincs tiltva a telepi angolnak
feminizalasa hormontartalmu tapok etetésével, a szaporitd allomanyt ellendrzott koriilmények
kozott nevelik és készitik fel. Az ivarérlelésre kivalasztott ikrasok petefészke a gametogenezis
magasabb érettségi fokan 1€vo oocitaval rendelkeznek, a beérési idejiik is 1ényegesen rovidebb,
mint az europai angolna esetében. Ugyanez vonatkozik a larvanevelés idejére. Matsubara et al.
(2010) leirtak, hogy azonos koriilmények kozott nevelt hibrid angolnaknak (4. japonica * A.
anguilla) 322 napra van sziikségiik a metamorfozist kovet6 tivegangolna fazis eléréséig, mig ez
japan angolna larvak esetében jelentdsen rovidebb (179 nap) id6 alatt végbemegy, ami arra utal,
hogy a larvafejlodés sebessége — valdsziniileg mar a korai fazisokban is — minden bizonnyal
eltér egymastol. Fontos kihangstlyozni, hogy a japan angolna larvak kezdeti taplalasat olyan
specialis étrenddel biztositjdk, ami jelenleg nem publikus (leirdsok alapjan egy mélytengeri
capafa] petefészek homogenizatumat keverik 0Ossze bizonyos d4svanyi €s vitamin
kiegészit6kkel), ami a kisérleti eredmények alapjan nagyban megkdnnyiti a kezdeti nevelést.
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Hazai angolna allomanyok specidlis helyzete miatt ,,versenyhatranyba” keriiltiink
eurdpai szinten is. Mi a szaporitdédllomanyt részben hazai allomanyokbdl szerezziik be.
Vizsgalataink alapjan a balatoni angolna allomany 99%-ban ikras egyedekbdl all, a
szaporitashoz sziikséges tejeseket Olaszorszagbol kell beszerezniink. Masfel6l a balatoni
ikrasok populaciobiologiai, ivarérettségi, €s egészségiigyi felmérései azt mutattak, hogy a
vandorlasaban akadalyozott, tilkoros halak (31- 48 ¢letév) szaporodd képessége lecsokkent, az
ivaréréssel jaro intenziv fizioldgiai folyamatok jelentette megterhelést nem képesek ttlélni, az
allomany konzervacio biologiai értéke ma mar eleny€szo. Ez a felhalmozddo szubletalis szerves
vegyiiletek és nehézfémek ivarérés soran bekovetkezd karositd hatasanak tudhatd be. Horvath
Laszlo6 Professzor ur otlete altal kifejlesztett kiilonbozd 1jszerli biomanipulacids-
biotechnologiai eljarasok ¢€s technologiai fejlesztések révén sikeriilt elérni a halak sikeres
felkészitését egy gyogykezelési, valamint egy kéarosanyagmentesitési eljarast kdvetden
(tézegkivonat, illetve tdzeg-zeolit fiirdetéssel), mely kezelések nehézfémeket képesek
k6zombdsiteni in vivo. Ezt kovetden ivarérleltiik halainkat heti gonadotrop kezeléssel. A hossza
16 hetes kezelési iddszak végén spontan, illetve indukalt ovulaciot értiink el, sikeres
termékenytilést kovetden életképes larvakat is sikeriilt keltetniink. Azonban a szaporitd
allomany felkészitése mar olyan tobblet energiat igényel, hogy nem vagyunk képesek a
larvanevelésre fokuszalni és tobbi kutatocsoporttal 1épést tartani. Dan, holland és olasz
kutatocsoportoknak nem sziikséges ilyen felkészitési eljarasnak alavetni a halakat, mert kivald
mindségi fiatal szaporitd allomanyok allnak rendelkezésre (tengeri vandorl6 angolnak, illetve
specialis takarmanyokon nevelt-, parazitamentes farmangolnak), valamint a larvaneveléshez
szlikséges feltételek eredetileg is ott adottak a nagy multa tengeri akvakultirai termelés-
kutatasuk révén (példaul sosvizi taplalékszervezetek nevelése, tengeri hallarvak neveléséhez
alkalmas berendezések, szakértelem stb.).

2016. oktober 20-an alakult Wageningenben az EELRIC (Eel Reproduction Innovation
Centre), melynek deklaralt célja a kiilonboz6é kutatocsoportok egyiittmitkodésének eldsegitése
angolna szaporitas, larvanevelés témakorben, kapcsolatot nyujtani a termelés €s a kutatoi szféra
kozott, érdekképviseleti eréfeszitések palydzati forrasok allokaldsdban. A megalakulastol a
csoportunk tagja ennek a nemzetkozi szervezetnek. gy tobbé-kevésbé a kutatocsoportok jol
ismerik egymast. Az alabbi tablazatban (1. tdblazat) osszegytijtottem az egyik ,,mérdszamot”,
ami jellemezheti a csoportok elérehaladasanak mértékét az angolna kutatasban.

Jelenleg nem folytatunk angolna ivarérlelési munkakat, ugyanakkor egyiittmitkddésben
dolgozzunk a lengyel, torok, és olasz kutatocsoportokkal (k6zos publikaciok, kutatd cserék),
valamint tervezés alatt van Vietnamban A. bicolor bicolor ivarérlelési kisérleti inditas.



1. tablazat. Kiilonb6zd kutatocsoportok dsszefoglaldo eredményei az eurdpai angolna
szaporitasbol szarmazé larvanevelés sikerességének szempontjabol.
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#2016 6ta nem volt angolna szaporitas.
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