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Tisztelt Opponens Ur!

Elészor is szeretném megkOszonni Professzor Gr doktori értekezésem szakmai biralatara
forditott idejét és energidjat! Kiilon koszondm Professzor Ur kritikai észrevételeit és 1ényegre
tord kérdéseit!

Kérem engedje meg, hogy el6szor a dolgozat tartalmat érint kritikai megjegyzésekre,
kérdésekre valaszoljak.

A spermiumok energiaellatasanak kérdésére adott javaslatot elfogadom, a jovobeni kisérletek
tervezésekor mindenképpen figyelembe fogom venni.

Biraloi kérdés: ,, Homolog vagy heterolog szemindlis plazmat hasznaltunk fel a
spermakezelésekhez?”. Amennyiben az Opponens ur arra gondolt, hogy ugyanazon fajbol
szdrmazd szeminalis plazmat hasznaltunk-e fel, akkor az eldkisérletben homolog és heterolog,
mig a fokisérletben kizardlag heterolog plazmat hasznaltunk fel. Amennyiben az Professzor ur
arra gondolt, hogy ugyanabbdl a fajbol, ugyanabbol az egyedbdl szarmazé szeminalis plazmat
hasznaltunk-e fel, akkor kizardlag heterolog mintakat hasznaltunk mindkét kisérleti ciklusban.
Halak esetében nincs tudomasunk az inszeminacio allategészségiigyi kockazatairol, valamint,
hogy ezzel kapcsolatban valaki vizsgalatot végzett volna-e. A dolgozatban (42. oldal) jeleztem,
hogy az ilyen modon kezelt ikras halak életben maradnak és tovabb tartottuk azokat. ,,Fontos
kiemelni, hogy a kezelést kovetéen nyomon kovettiik az anyakat — minden egyed tulélte a
beavatkozast — és egy héttel szaporitasuk utan a felkinalt taplalékot mindegyik elfogadta.”.
Kiegésziteném a hivatkozast azzal, hogy a kezelt halak reprodukcios tulajdonsagai nem sériiltek
¢s ismételt sikeres szaporitasra voltak foghatok (afrikai harcsa, nem publikalt adatok).

A fluoreszcens mikroszkopos hullamhossz-értékek kozlésénél valoban gerjesztési és emissziods
értékeket mértiink.

32. oldalon talalhaté ,,n=4 tejes” valdban eliras. Helyesen: 2. csoport (negativ kontroll, (AB?))
a zebradanio ivo tartdlyokban nem voltak himek (n =4 ikras / ivat6 tartaly, 2. tablazat, 8. abra).
Az ikrasokat nem kezeltik.

lgaza van az Opponens Urnak abban, hogy nem paraméteres statisztikai elemzéssel (Mann-
Whitney-féle U-proba) ki lehetett volna értékelni az eredményeket. A hivatkozott munka
elékisérletében a két leirt kezelés ,mitkodéképességét” teszteltiik (igen-nem valasz). Ugy



gondoltuk, hogy az alkalmazott kis szamu ismétlés felett nincs gyakorlati vagy statisztikai elény
az eredmények értékelésében. Magyaran elsdsorban azt vizsgaltuk, hogy a poritott
pontyhipofizisben 1évé gonadotrop hormonok vivd anyaga lehet-e a petefészekfalon felszivodo
nativ sperma szemindlis plazma, illetve, hogy a petefészekiiregben tarol6d6 spermiumsejtek a
beérési id6 alatt megorzik-e termékenyitoképességeiket. Az elért eldkisérleti eredmények
alapjan terveztiik meg a fokisérletet.

Valdban pontatlanul fogalmaztam meg, hogy a két genotipusbdl szarmazéd oOrokitéanyag
megléte az utédokban nem jelenti feltétleniil azt, hogy diploid egyedek lennének. Az egyes
mintak ploiditasi szintjét szamos modszerrel hatarozhatjuk meg, mint példaul aramlési
sejtanalizis (flow cytometry), a sejtmag (altalaban eritrocita) kromatin allomany Feulgen-
festése (denzitometria), az eritrocitdk magméret vizsgalata (Drozd et al., 2010) korlatozott
mértékben ikranagysag (csikfélék, Matsubara et al., 1995), vagy citogenetika (kromoszéma
kariotipizalas) segitségével (példaul, Buza et al., 2018). Ploiditas vizsgalatot nem folytattunk
le.
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Biraloi kérdés: ,, A Szerzo tervezi-e a munka folytatdsat a spermiumok petefészeklebenybe
torténd tartozkodasa soran esetlegesen fellépo kromdtin elvaltozasok dinamikdjanak nyomon
kovetése. A kromatin esetleges karosoddsa ugyanis nem a termékenyiilést, hanem a késébbi
embriondlis fejlodést, esetleg az utodgenerdcio egyedeinek életmiikodéseit zavarhatjak meg.”

A mult évben kozoltiink le egy hibridizacios kisérlet eredményeit, ami részben valaszt ad az
opponensi kérdésre. Hibridizacios szaporitas céljabol ugyanazon Heterobranchus longifilis
tejes ketté osztott spermatételével ,termékenyitettiink” Clarias gariepinus ikratételeket; (1)
inszeminacioval (10 oras petefészki tarolast kovet6en ivatas) és (2) in vitro termékenyitési
eljarassal (ikragyitést kovetd szaraz termékenyités eljaras). Mindkét szaporitasbol szarmazo
utodokat felneveltitk 28 napig. Az in vitro fertilizaciobol szarmazé halak két genotipusbol
szarmaztak: 50 hibrid és 50 afrikai harcsa / nevelési egység 4 ismétlésben, mig az ivatasbol
szarmazé halak (n=3 par) 100 hal / nevelési egység szintén 4 ismétlésben. EgytényezOs
ANOVA szignifikans kiilonbségeket mutatott ki a tulélési aranyokban (ANOVA: F=7,827;
df=3, p=0,0037). A post hoc tesztek szerint mind a harom inszeminalt ikrasbol szarmazo
ivadékok statisztikailag igazolhatdé moddon (p<0,05) magasabb talélési 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 arany
45,8:54,2 %). Messzemend kovetkeztetést ebbdl nem lehet levonni, de elképzelhetd, hogy a
spermiumok 10 oras petefészek koriilmények kozotti tarolasa alatt olyan szelekcios folyamatok
zajlanak le (példaul sperma kompatibilitas, spermium verseny), amelynek soran életer6sebb
ivadékokat nyerhetiink. A kérdés pontos megvalaszolasdhoz ujabb kisérletsorozatokra van
sziikség. Fontosnak tartom még kiemelni, hogy ivarérett afrikai harcsa szaporitéallomanyaink
jelenleg inszeminacids szaporitdsi eljarasbol szarmaznak, problémamentesen tovabb
szaporithatok.

Okomoda et al. (2023) kisérleteikben afrikai harcsa fajban harom szaporitasi modszert
hasonlitottak Ossze; (i) inszemindciés modszer (a sperma termékenyitoképessége 24 Oras



petefészek tarolast kovetden), (ii) in vitro fertilizacio frissen gytjtott-, valamint (ii) 24 6ran 4
C°-on tarolt spermat felhasznalva. Eredményeik alapjan a harom kezelés kozott nem volt
statisztikailag igazolhatd kiilonbség (p<0,05) termékenyitOképességében (91-93%), kelési
aranyban (81-83%). Vizsgaltdk a kiilonféle kezelésbdl szdrmazo halak tulélési aranyat —
szamitas = larvak szama a szikfelszivodasi fazisban / kelt larvak szama x 100 — és nem talaltak
kiilonbséget a megmaradasban (72-74%).
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A helyesirdsra, értelmezési pontatlansagokra, esetenként el6forduld zavard
megfogalmazasokra adott kritikai megjegyzések jogosak, elkeriilhet hibaimért elnézést kérek.
keresztiil a termékenyiilést 0sztonoztilk, de dnmagaban a vizzel termékenyiteni nem lehet.
Gyakorlati halszaporitas soran alkalmazott néhany szakszeriitlennek hat6 szo-, és szoosszetétel
zavar6 egy tudomanyos dolgozatban (hasonl6 problémas dsszetételek: mesterséges szaporitas
versus indukalt szaporitas, oltas versus hormonkezelés stb.).

A cimmel kapcsolatos megjegyzését elfogadom, habar a kétféle kutatasi teriiletet
(inszeminacié ¢€s indukalt ivarérlelés-, szaporitds mélyhiitott spermaval) egy cimben
osszefoglalni nem egyszerti feladat. Ugy gondolom a disszertacid cime pontositsa soran
szlikségszerilien hosszabbd is valik. ,, Szamomra nehezen értelmezheté az ,,ujszerii” kifejezés”.
A magyar nyelv értelmez0 szotara szerint az ujszeri sz6 jelentése: ,,a megszokottol eltéro, eddig
nem ismert, nem tapasztalt, tartalmi vagy formai tekintetben — esetleg mindkét szempontbol —
valami ujat ado, ujdonsagot tartalmazo.” Az 1) sz6 pedig: ,,még eddig nem ismert, nem probalt,
nem tapasztalt, nem érzett, az eddig megszokottol eltérd, szokatlan.”. Ertelemzésem szerint az
angolna fajban végzett kisérleteinkben, mar korabban leirt eljarasok fejlesztése révén értiink el
— megitélésem szerint jelent6s — eredményeket, amit ujszerii modszernek tekintek. Ezzel
szemben a hormon és sperma Osszekeverése és egylittes alkalmazasa ovulacio kivaltasara és az
ikraszemek termékenyitése — tudomasom szerint — el6zménynélkiili eljaras, ami uj modszer. A
két sz6 jelentése kozott van — elismerve, hogy nem jelentds — kiilonbség, amit itt is érzékeltetni
szerettem volna.

Szeretném még egyszer megkdszonni Professzor Ur biralatat, bizom benne, hogy kérdéseire
adott valaszaimat is eltudja fogadni és timogatja az MTA doktori cim odaitélését!

Godolls, 2023.01.18.

Dr. Miiller Tamas



