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Bevezetés

A tObbsejtli él61ények szamara allandd veszélyt jelentenek a sériilések, kornyezeti
faktorok, betegségek vagy a stressz. A keletkezett karosodadssal szembeni
védekezésként két fo folyamat alakult ki az evolucid sordn: a sebképzddés és a
regeneracio (Stocum, 2018). A sebképzddés az elvesztett testrész potlasa nélkiil
torténik, és a funkcionalitds csokkentése révén az adott teriilet integritdsdnak
meg6rzésére szolgal (Stocum, 2018). Ezzel szemben, a regeneracié a negativ
hatasok helyreallito folyamatait foglalja magaba (Stocum, 2018). Az altalanosabban
elterjedt definicio szerint a regeneracié az elveszett testrészek potlasat jelenti, am
ezen szlikebb megfogalmazas szerint is vonatkozhat sejt, szovet, szerv vagy akar

s

A regeneracioval kapcsolatban felmeriil néhany olyan alapvetd kérdés, minthogy
minek kdszonhet6 egyedi filogenetikai elterjedése (Bely & Nyberg, 2010) vagy mi
lehet az, ami egyes fajokban és egyedekben gatolja vagy eldsegiti a regeneraciod
képességét? Ezeknek a tagabb, altalanos kérdéseknek alapjaihoz  és
megvalaszolasahoz kdzelebb vihet minket, ha a regeneraciot mint életmenet jelleget,
vagyis mint szaporodast és tulélést befolyasolo tulajdonsagot vizsgaljuk. Ehhez
fontos figyelembe venni, hogy a regeneracio egyértelmii elényei ellenére, koltséggel
is rendelkezik. Ennek kovetkeztében, a regeneracido fennalld energia és
forraskoltsége révén az élélények szamos mas, életmenetiikhdz tartozo jellegére is
hatassal lehet. Ez igen jelentds tulajdonsdg, ugyanis az egyed életmenetének a
sziiletésétol halalaig tartd idészakot tekintjiik, mely magaba foglalja azokat a kor- és
allapotfiiggd mintazatokat amik a ivarérést, szaporodast, talélést és halalt hatarozzak
meg (Flatt & Heyland, 2011).

Az életmenet jellegek altal felhasznalt forrasok limitaltak, igy elkeriilhetetlen
kozottik a negativ kapcsoltsag, azaz csereviszonyi kapcsolatok kialakulasa (Flatt &
Heyland, 2011). Limitald tényezOk lehetnek tobbek k6zott a makro- és mikro
tapanyagok (Catoni et al., 2008; Cotter et al., 2011; Zera & Zhao, 2006), metabolikus
tartalékok (Ellers, 1995), de ezeken feliil barmilyen tobb életmenet jelleg szaimara
sziikséges anyag is a csereviszonyi kapcsolatok targyat képezhetik. A nagy szdveti
plaszticitassal rendelkezé allatoknal (pl. szivacsok, korallok, csalanozok,
laposférgek) az Ossejtek elérhetdsége is ilyen limitalo tényezé lehet (Rinkevich,
1996). Ezen gerinctelen allatok teste nagy aranyban tartalmaz Ossejteket, melyek
egyfeldl résztvevdi lehetnek a talélésért felelds jellegek széles skaldjanak
kialakitiasaban és a regeneracio szerepiik is jelent6s (Gold & Jacobs, 2013; Henry &
Hart, 2005). Masfeldl viszont, ugyanezen &ssejtek bizonyitottan felelések az ivaros
€s ivartalan szaporodasban résztvevd sejtek képzésében is (példaul Simpson 1984;
Gahan et al., 2016; Newmark, Wang & Chong, 2008). A k6zos Ossejt készlet alapjan
elméleti megfontolasok szerint véarhatd, hogy ha példaul a szaporodasba valo
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befektetés intenziv, akkor annak fiziologiai koltsége is megnd, aminek
eredményeképp az Gssejtek szomatikus funkcidji, tobbek kozott regeneracioban
résztvevd sejtekké valo differencialodasi képessége csokken a fennallo
csereviszonynak koszonhetéen (Henry & Hart, 2005; Rinkevich, 1996).

A szaporodas és az Onfenntartas kozotti csereviszonyt azonban befolyédsolhatja a
szaporodas moédja, mely lehet ivaros és ivartalan is. Az utdédok szaporodasi értéke
fontos szerepet jatszhat abban, hogy mely szaporodasi mod a sikeresebb, példaul
annak kdszonhetden, hogy az utddok tulélési esélyei eltérdek az adott koriilmények
kozott. Ha az ivaros és ivartalan utddok szaporodasi értéke eltérd, varhatéoan a
befektetett forrds mennyisége is kiilonbozik, mely gyakran tapasztalt jelenség az
allatok kozott (pl. zsakallatok: (Yund et al., 1997), levéltetvek: (Nespolo et al.,
2009), Daphnia: (Innes & Singleton, 2000), hidra: (Kaliszewicz, 2011)). Arrél
azonban sokkal kevesebbet tudunk, hogy a szaporodasi modtol fiiggd eltérd
befektetett energia mennyiség milyen fiziologiai koltségekben nyilvanul meg,
valamint milyen hatassal van az allatok regeneracios képességeire és dnfenntartasért
felelos jellegeire. Az Ossejtek lehetséges mediator szerepéhez kapcsolodo
vizsgalatok pedig kiilondsen hianyoznak a korabbi elméletek alatdmasztashoz, mely
kérdéskor az elsé tanulmany (I) vizsgalatinak egyik kozponti eleme. A
disszertaciom ezen részében az ivaros és ivartalan szaporodasi mdédok, az dssejt
forrasok elérhetésége, és a téle fiiggé regeneriacio valamint csalinsejt szam
csereviszonyi halozatanak feltérképezését tiiztem ki célul.

A limitalt fiziologiai forrasok mellett a regeneracio belso szabalyoz6 tényezdje lehet
az életkor és élet szakasz is, ami a fenotipikus plaszticitds egyik mozgatorugoja
(Fischer et al., 2014). A szomatikus sériilések helyreallitdo képességérol,
regeneracidjarol altalaban elmondhatd, hogy mértéke fiatal korban magasabb,
ivarérést kovetéen csokken, majd szinte teljesen megsziinik a maximalis varhato
élettartam vége el6tt (Cichon & Koztowski, 2000). Tekintve, hogy a regeneracio a
forras limitaltsag miatt kapcsoltsagban allhat mas jellegekkel is, szabalyozasa
szempontjabol érdemes megvizsgalnunk a szaporodasi mintazatokat is. Véges és
végtelen novekedéssel bird szervezetekre is gyakran igaz, hogy fekunditasuk az
életkorral n6 (Clutton-Brock, 1984; Martin, 1995). Klonalis vagy parcidlisan
klonalis (vagyis ivaros és ivartalan szaporodasra is képes) allatok esetében azonban
a kor fiiggd mintazatok sokkal bonyolultabbak lehetnek és eltérhetnek a nem klonalis
allatoknal tapasztaltaktol (Clutton-Brock, 1984; Engen & Saether, 1994; Stearns,
1992), ezért az onfenntartast is tartalmazo életmenet modellekbe vald integralasuk
is komplikalt (Glazier & Calow, 1992). A parcidlisan ivartalanul szaporodo6
allatoknal fontos életmenet dontés az ivartalanrdl ivaros szaporodasra valé valtas is,
melynek iddzitése rugalmas és lehetséges kivalto tényezdje az ivartalan szaporodas
kiils6 kornyezeti tényezOk altali gatoltsaga (Burke & Bonduriansky, 2018; Gerber et
al., 2018; Harvell & Grosberg, 1988).


https://www.zotero.org/google-docs/?qMMfnR
https://www.zotero.org/google-docs/?qMMfnR
https://www.zotero.org/google-docs/?qMMfnR
https://www.zotero.org/google-docs/?uV5a2L
https://www.zotero.org/google-docs/?zlVNjr
https://www.zotero.org/google-docs/?zlVNjr
https://www.zotero.org/google-docs/?SsxJZ5
https://www.zotero.org/google-docs/?SsxJZ5
https://www.zotero.org/google-docs/?SsxJZ5
https://www.zotero.org/google-docs/?2HuDar
https://www.zotero.org/google-docs/?8tL2PF
https://www.zotero.org/google-docs/?3RsEXZ
https://www.zotero.org/google-docs/?3RsEXZ
https://www.zotero.org/google-docs/?3RsEXZ
https://www.zotero.org/google-docs/?EvNl8Y
https://www.zotero.org/google-docs/?cJlpEa
https://www.zotero.org/google-docs/?cJlpEa
https://www.zotero.org/google-docs/?cJlpEa
https://www.zotero.org/google-docs/?cJlpEa
https://www.zotero.org/google-docs/?ikbT6w
https://www.zotero.org/google-docs/?ikbT6w
https://www.zotero.org/google-docs/?ikbT6w
https://www.zotero.org/google-docs/?BEcvhv
https://www.zotero.org/google-docs/?BEcvhv
https://www.zotero.org/google-docs/?BEcvhv
https://www.zotero.org/google-docs/?BEcvhv
https://www.zotero.org/google-docs/?BEcvhv
https://www.zotero.org/google-docs/?BEcvhv

Mig az ivaros és ivartalan szaporodas kozotti kiilonbségek jobban ismertek
(6sszefoglalva példaul: Meirmans et al., 2012; Neiman et al., 2014), a szaporodasi
modokkal pdrhuzamosan, a regeneracidban és mas Onfenntartasért felelds
jellegekben korral bekovetkezd valtozasok kevésbé kutatottak. A szaporodasi
modok tekintetében a regenerdcid is mutathat eltéréseket, melyre altalaban az
jellemzd, hogy az ivartalan egyedek gyorsabb regeneracidos képességgel
rendelkeznek (példaul: Krois et al., 2013; Saccucci et al., 2016). Az is bizonyos,
hogy lehetségesek szokatlan mintazatok a regeneracioban az életkor valtozasaval,
igy példaul fiatal szivacsok regeneracidja teljesen gatolt lehet (vélhetéen az dssejtek
intenziv novekedésben vald részvétele miatt, (Simpson, 1984)), valamint egyes
parcialisan ivartalan fajok regeneracios képessége az életkor elérehaladtaval sem
csokken (Bodnar & Coffman, 2016; Yun, 2015). Az ivartalan egyedekre altalanosan
magas Onfenntartasi jellegek jellemzdéek (Skold & Obst, 2011), ugyanakkor, az
¢életkor eldrehaladtaval bekdvetkezé csokkenés is tapasztalhatd tobbek kozott a
regeneracioban (Meesters & Bak, 1995), tulélésben (Orive, 1995) és telomeraz
aktivitasban is (Skold et al., 2011). Ahogyan a fenti, né¢hol ellentmondasos példak is
bizonyitjak, a regeneracio életkorral torténd valtozasait korantsem értjiik teljesen, a
valtoz6 szaporodasi modok €s a regeneracio (és mas Onfenntartasért felelds jellegek)
kozotti forrasallokacios mintazatokrol pedig kiilonosen keveset tudunk klonalis és
parcialisan klonalis allatok esetében. Ehhez kapcsolodd ismereteinket bovitésére
szolgal a masodik tanulmany (II). Nyeles hidrakon végzett vizsgalatunkban, a
szaporodashoz (gametogenézis és ivartalan szaporodas) és onfenntartiashoz
(fejregeneracios képesség és tilélés) kapcsolodo életmenet jellegek kor fiiggo
plaszticitasat vizsgaltuk.

A regeneracios folyamatok széles kore kapcsolatban allhat nem csak a korral torténd
valtozasokban, hanem az 6regedés jelenségével is. Stocum (2018) leirasa alapjan a
sériilés indukalta regeneracio mellett egy masik tipus, a fiziologids vagy fenntarto
regenerdcio is meghatarozhato. A fiziologias regeneracio soran a régi sejtek tjakkal
torténd helyettesitése (azaz a sejt “turnover”) az a homeosztatikus folyamat, mely
fenntartja és biztositja a szovetek normal szerkezetét és funkcidjat (Stocum, 2018).
Ez a kiviilr6l lathatatlan folyamat az Osszes tObbsejtii él61énynél megtalalhatd,
példaul olyan formaban mint az epidermisz, vér és gyomor sejtek cseréje
(Kostyuchenko et al., 2016). A sériilés indukalta regeneracié mellett az 6regedési
mechanizmusok erre a fizioldgias regeneraciora is hatassal vannak.

Az eddigi tanulmanyok nagy része meger0siti, hogy az oregedés folyamataval
parhuzamosan a fiziologias regeneraldo folyamatok csokkenése is altalanosan
jelentkezik (Yun, 2015). Eppen ezért, egyes elméletek szerint a regeneracios
képesség csokkenésének és a megfeleld funkcidju sejtek és szovetek fenntartasanak
elégtelenségének kovetkezménye az 6regedés (Sharpless & DePinho, 2004). Ezt az
elgondolast forditott szcenarioval igazolja azoknak az él6lényeknek a létezése,
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melyek regeneracios képességei igen rendkiviiliek és mérhetd funkcionalis
hanyatlassal nem rendelkeznek, amik az elhanyagolhatdé oregedés jeleinek
tekinthet6k (Finch, 1994). S6t, az erds javito és regeneracios képességli fajoknal a
negativ oregedés (vagyis a csokkend mortalitas és novekvd fekunditas jelensége) is
eléfordulhat(Vaupel et al., 2004).

Az Oregedé és nem Oregedd mintazatok kialakuldsanak kedvezd és azt kivalto
kényszerekrdl azonban nem teljesen egyértelmiick (Baudisch & Vaupel, 2012). llyen
kényszer lehet példaul a tuléléshez sziikséges minimum metabolikus befektetés vagy
a forrasok elérhetésége is (Davison et al., 2014). A forrasok elérhetdsége,
limitaltsaga Osszefliggésbe hozhatd tobbféle tulélést és szaporodast érintd
valtozassal. Az elégtelen taplalék azonban jelzésként szolgalhat egy ellentétes
folyamatra is, a végso befektetés (“terminal investment”) soran ugyanis a talélés
lecsokken, mig az energiabefektetés a szaporodas intenziv ndvelésére iranyul
(Clutton-Brock, 1984; Fischer et al., 2009). Az azonos hatasra adott eltéré valaszok
azonban nem egyediek az allatvilagban. Az is lehetséges, hogy a javitd és
onfenntartd mechanismusokba valo fokozott befektetés egyes fajokban csokkentik a
fertilitdst, masoknal csak kis hatdssal van ra, mig megint masoknal a jelenlegi
fekunditas csokkenésével és a jovObeli fekunditas novelésével jar egyiitt (Baudisch,
2012). Ezeknek a fajokra jellemzd ‘beadllitisi lehet6ségeknek (“option sets™)
tanulmanyozasa a megoregedé és nem megoregedd Oregedési mintazatok
nagyobb kutatasi hangsulyt érdemelnének (Baudisch & Vaupel, 2012). Ezért is
fontos, hogy a “beallitasi lehetdségek” vizsgalatara potencialisan alkalmas a Hydra
nemzetség egy tagjan végzett kutatdsunkkal (harmadik tanulmany (III)) bovitsiik
a forrasallokaciot, szaporodast és tulélést egyszerre érintd tudasunkat. Disszertacios
munkam ezen részében, az intenziv posztreproduktiv degeneraciét mutato
nyeles hidraknal vizsgiltuk a taplalék elérhetéség hatasat az ivaros
szaporodasra és tulélésre.

A regeneracio hidrak esetében is egy plasztikus jelleg, amire példaként szolgal a
nyeles hidra (Hydra oligactis) faj, mely ivaros egyedeinél késleltetett vagy gatolt
regeneraciot irtak le (Galliot et al., 2018; Tomczyk et al., 2017). A regeneracios
képességiik elvesztésének hatterében vélhetden a szaporodasi modjuk all: dsszel a
hémérséklet csokkenés hatasara ivartalan szaporodasrdl ivarosra valtanak, hogy mas
Hydra fajokhoz képest nagy szamban hozzanak létre a zord iddjarasi
koriilményeknek ellenallo kitartd petéket (Reisa, 1973; Schuchert, 2010). A tobbi
fajtol eltéren a nyeles hidraknal az ivaros szaporodas alatt és azt kovetden jelentds
valtozasok tapasztalhatok, ugyanis az ivarsejtek szamanak novekedésével a
sejtkozotti (interszticialis) dssejtjeik szdma erdsen csokken, majd ivaros szaporodas
utan testiik degeneralddik és elpusztulnak (Tardent, 1974; Yoshida et al., 2006). A
drasztikus valtozasok miatt az ivaros szaporodas utani dregedést “gametikus krizis”
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kovetkezményének tartjdk, melyet Ossejtjeik ivarsejtekké valo intenziv
differencialodasa soran valo kimeriilése és igy a szomatikus funkciok ellatasanak
gatoltsaga idézhet elé (Bosch, 2009; Brien, 1966; Tardent, 1974). Meg kell azonban
jegyezni, hogy ezek a megfigyelések eddig csak néhany, laboratériumi vonal alapjan
sziilettek, befolyasolo tényezdit (pl. taplalék vagy életkor) nem vizsgalva. Az eddigi
hidrakon végzett regeneracié kutatdsok foleg a folyamat fiziologiai, fejlédési és
molekularis aspektusait vizsgaljak (Bode, 2003; Kemmner & Chica Schaller, 1984;
Tardent, 1974), a regeneracidval, mint életmenet jelleggel vald Osszefliggéseket
viszont sokkal kevésbé értjiik, ezért munkammal erre a teriiletre fokuszaltam.
Tovabba, a természetes populaciokban megjelend szaporodasi stratégiakkal,
valamint azokban a sejtszintli forrasokért valod versengés mediator szerepével sem
vagyunk tisztaban, mely kérdéseket a I, II és III tanulmanyokban talalhatd
munkakban vizsgaltunk meg. Tekintve, hogy 6regedé és nem Oregedd titvonalak
vizsgalata a hidraknal kozelrokon fajoknal, nyeles hidraknal pedig akar fajon beliil
lehetséges, idealis modellszervezetként szolgalnak a regeneracid, oregedés és ezek
¢letmenet jellegeket érintd kovetkezményeinek tanulmanyozasara, melyek
disszertaciés munkam alapvetd kérdéskoreit is alkotjak

Anyagok és mddszerek

() A nyeles hidra egyedeket természetes él6helyiikrol, egy Tiszadorogma melletti
Tisza holtagbol gytijtottiik az 6szi-téli szaporodasi iddszak alatt, négy alkalommal.
A viz alatti vegetaciordl begytijtott egyedeket Eppendorf csébe helyeztiik és
hiitéladaban még aznap a laborba szallitottuk. A kévetkezd napon az egyedek
randomizalva kivalasztott felén megkezdtem a fejregeneracios mérést. Ennek elsé
1épéseként eltavolitottam a feji részt, majd négy nap mulva binaris rendszer szerint,
a Uj tapogatok jelenléte vagy hianya alapjan értékeltem a regeneraciot. Az allatokat
ez alatt klimakamraban, a természetes él6helyiikon mért hdmérsékletnek
megfelelden tartottam. Az allatok egy masik részét sejtosszetétel vizsgalatnak
vetettiik ala. A standard eljaras szerinti maceralast a gy{ijtés utani napon
elvégeztiik, kés6bb pedig az alabbi sejttipusokat megszamlalasara kerdilt sor: epitél
sejtek, intersticialis dssejtek, nematoblaszt (csalansejt) sejtcsoportok és reproduktiv
sejtek (sperma prekurzor sejtcsoportok a himeknél és dajka sejtek a ndstényeknél).
A statisztikai elemzéshez Altalanositott Linearis Kevert Modelleket (GLMM)
hasznaltam, az adatoknak megfeleld hiba eloszlassal (Bayesian kdrnyezetben ahol
sziikséges volt).

(1) A kisérletben hasznalt him és ndstény nyeles hidra vonalak egy Tiszadorogma
melletti holtagbol szarmaztak, amiket torzstenyészetben tartottunk a kisérletet
megel6z6 egy évben. Az allatokat standard hidra médiumban, alland6 koriilmények
kozott, 18 Celsius fokon, klimakamraban tartottuk. A kisérletben frissen levalt
bimbokat hasznaltunk. Kisérleti kezelésként hdmérséklet csokkentést alkalmaztunk
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7 Celsius fokra 3 vagy 24 nap elteltével a kisérlet megkezdése utan. Az allatokat heti
tobb alkalommal megvizsgaltuk, hogy rogzitsiik ivartalan szaporodasi ratajukat és
ivarszerveik szamat. A regeneracié mérését két honapon at hetente elvégeztem az
allatok egy részén, a feji rész eltavolitasat kovetden egy héttel, az 1) tapogatok
megjelenések binaris kodolasa szerint. A sejtosszetétel méréseket szintén két
hénapon at koriilbeliil hetente elvégeztiik, az epitél sejtek, az intersticialis dssejtek,
a sperma prekurzor sejtcsoportok és a dajka sejtek szamanak feljegyzése révén. A
kisérleti allatokat 5 honapon at tartottuk, feljegyezve a haldleseteket, binarisan
kodolva a talélést. Az adatok elemzéséhez Altalanositott Linedris Kevert modelleket
hasznaltam megfelel6 hiba eloszlassal, melyeket ‘Likelihood ratio test’ kovetett.

(1) A kisérletben hasznalt 10 nyeles hidra vonal a Tiszadorogmahoz kozeli
holtagbol szarmaztak. A 10 allatot gytijtését kovetden azokat standard laboratoriumi
koriilmények kozott tartottuk 20 Celsius fokon és két honap alatt az egyedeket
ivartalanul felszaporitottuk. A kisérlet ideje alatt az allatokat heti haromszor etettiik,
4 taplalék csoport szerint, melyeknek 3, 6, 10 vagy 20 ul Artemia sorakot adtunk. A
kisérlet kezdetétdl szamitott masodik héten a hoémérsékletet 7 Celsius fokra
csokkentettiik, annak érdekében, hogy indukaljuk az ivaros szaporodast. Az ivaros
szaporodas mértékének méréséhez rogzitettiik az ivarszervek szamat (leesett petéket
a nostényeknél, testiseket a himeknél). Az allatok halalat is rogzitettiik amennyiben
azok szétestek vagy eltiintek. Kiilonosen iigyeltiink arra, hogy az igen kisméretiire
Osszement allatokat is megtartsuk. Az allatokat 150 napig tartottuk, amikor is a
legtobb allat mar halott volt vagy regeneraldodott az ivaros szaporodas utan és
legalabb egy ivartalan utodott hozott. A statisztikai elemzéshez Altalanositott
Linedris Modelleket (GLM) vagy Altaldnositott Linearis Kevert Modelleket
(GLMM) és ‘Likelihood ratio test’-et alkalmaztunk Poisson vagy binomialis hiba
eloszlassal.

Eredmények

(1) Vizsgalatunk soran azt talaltuk, hogy nyeles hidraknal az ivaros egyedek
fejregeneracios képessége, valamint csalansejt és intersticialis Ossejt készletiik is
csokkent az ivartalanul szaporoddé egyedekhez képest, az ivartalan és nem
szaporodo egyedek kozott azonban nem volt kiillonbség. Tovabba, negativ
korrelaciét talaltunk az ivaros egyedekben mért ivarsejt szam és az intersticialis
Ossejtek valamint csalansejtek szama kozott. A regeneracidos képességre és
sejtosszetételre vonatkozo adataink igazoljak az ivaros és ivartalan szaporodasi
modok kozotti eltérd fiziologiai koltségeket. Méréseink az ivarsejt és intersticidlis
Ossejt adatokkal egyiitt megerdsitik azt az elméletet, miszerint az &ssejtekért folyo
kompeticié mediator szereppel rendelkezik az életmenet dontésekben. A sejt szintii
(6ssejt) forrasok kimeriilésének koszonhetd valdszinlileg a faj intenziv poszt
reproduktiv dregedése is. Tanulmanyunk fontos eredménye, hogy természetes



populaciobol gytijtott allatoknal is igazoltuk az eddig csak néhany, régdta laborban
tartott vonalaknal tapasztalt kiillonb6z6 sejttipusokat érintd mintazatokat.

(1) A korfliggd plaszticitds meglétét igazoltuk az Osszes, nyeles hidrakon mért
valtozoban (fejregeneracios rata, ivartalan szaporodasi rata, ivarszervek szdma,
ivaros szaporodas kezdete, tulélés, ivarsejtek szadma, Ossejtek szdma).
Vizsgalatunkban a fiatalabb egyedek magasabb ivartalan szaporodassal, mig az
idésebb egyedek intenzivebb gametogenezissel és ivarsejt képzéssel rendelkeztek.
A szaporodasban mutatott eltérésekkel parhuzamosan, az 6nfenntartasi jellegekben
is eltérés mutatkozott: az iddsebb egyedek alacsonyabb fejregeneracios képességgel,
tuléléssel és Ossejt szammal rendelkeztek. A fejregeneracios rata és az Ossejtek
szamanak valtozasa a plasztikus hatas mellett ontogenetikus hatasra is utaltak.

(1) Kisérletiinkben az ivaros szaporodast csokkent tulélés kovetett, azonban a
korabbi kisérletekkel ellentétben, az allatok egy jelentOs része a regeneralodott az
ivaros szaporodas utani degeneraciot kovetden és ivartalanul is tovabb szaporodott.
A taplalék elérhet6ség nem volt hatassal az ivaros szaporodas megkezdésére, az
ivarszervek szamara viszont igen, magas taplalékszinten nagyszamu ivarszerv
képzését eredményezve. A tilélési ratait nem befolyasolta az elérhetd taplalék
mennyisége, ezzel azt sugallva hogy a tilélés egy konzervalt jelleg, fenntartasa
alacsony taplalékszint esetén is fontos. Az ivarszervek szama és a tulélés kozott nem
volt egyedi szintli 6sszefliggés. A kisérletiinkbe bevont nyeles hidra vonalak kdzott
eltérés mutatkozott azok ivaros szaporodasra vald hajlamaban, ivarszerveinek
szamaban ¢és tilélésében is. Az ivaros szaporodast csak kis aranyban vagy egyaltalan
nem megkezdd vonalat is talaltunk.

Diszkusszio

Munkam soran a regeneraciot, mint széles korben megjelend életmenet jelleget
vizsgaltam, szaporodashoz és dnfenntartashoz kapcsolodo jellegekkel parhuzamos
kutatasokat elvégezve. A regeneraciot és a hozza kapcsolddod jellegeket harom 6
tényezovel Osszefliggésben vizsgaltam édesvizi hidraknal: éssejtek forrasok, életkor
és taplalék elérhetdség. Mind a harom esetében szoros Osszefliggéseket fedeztiink
fel az ellentétes életmenet komponsekhez tartozo jellegek és a regeneracio kozott
valamint két esetben megfigyeltiink ivaros és ivartalan szaporodasi modok kodzotti
kiilonbségeket is.

Az Ossejtek forrasok tekintetében, természetes éléhelyiikrol gyijtott nyeles
hidraknal az eltér6 szaporodasi modu csoportokban markans kiilonbségek
mutatkoztak, melyek regeneraciojukban is tapasztalhato volt (1). Az ivaros egyedek
csokkent fejregeneracios képességekkel, Ossejt szammal és a taplalkozasban
szerepet jatszo csalansejt készlettel rendelkeztek a nem szaporod6 egyedekhez



képest, mig az ivartalan csoport nem mutatott eltérést a nem szaporodoktol. Az
ivaros szaporodassal dsszefiiggd csokkent szomatikus funkciok evolucios oka lehet
egy olyan szelekcios hatds, mely a hosszabb tavi talélés helyett a jelenlegi
szaporodast priorizdlja. Az evolucids Oregedés elméletek szerint, magas kiilsé
tényezok okozta mortalitds esetén ugyanis a talélésre karos mutaciok elterjedhetnek
a populaciokban (mutacié felhalmozodas elmélet: Medawar, 1952, antagonista
pleiotropia elmélet: Kirkwood & Rose, 1991, eldobhatd test elmélet: Williams,
1957). A potencidlisan megndvekedett mortalitdas mérsékelt 6vi hidra populdcidkra
is igaz, a hideg id6 és a fagy beallta kiilonosen a sekély vizekben jelent veszélyt.
Ilyen esetekben a megfagyasnak is ellenallo kitartdé peték létrehozasa nagyobb
reprodukcios értékkel bir az ivartalan utodokkal szemben, igy szelekcid hatasara
elterjedhet az ivaros szaporodasba vald intenziv befektetés, akar a szomatikus
funkcidk fenntartasanak karara is. Az ivartalanul szaporodd egyedek stratégiaja
ezzel szemben azon alapulhat, hogy az alacsony szaporodasi értékkel rendelkezé
utddaik 1étrehozésa alacsony koltséggel is jar. Ezek fényében, a szaporodas és a
tulélés kozotti csereviszony varhatéan a ivaros egyedeknél hangsulyosabb, amit
eredményeink is aldtdmasztanak. Valoszinlileg ez allhat a hatterében a nyeles
hidraknal is tapasztalt oregedési és szomatikus funkcidkat érintd mintazatok
megjelenésére, mely jelenség fiziologiai alapjat a limitalt Jssejt készletek
elérhetdségére jelentheti.

Nagy szoveti plaszticitasu allatoknal a multipotens Ossejtek szamos életfunkcio
kialakitasaban részt vesznek, ezért az egyik funkcidba vald intenziv befektetés az
Ossejt forrasok kimeriilése révén mas funkciok csokkentésével jarhat egyiitt. A
nagyobb reprodukciés befektetés soran példaul a nagy szamu ivarsejtképzés az
Ossejtek nagyarany( elkotelez6dését igényelheti a csiravonal tGtvonal irant, ami az
Ossejtek limitaltsagabol adodoan a szomatikus funkciokat ellatd sejtek és maganak
az Ossejt készletnek a csokkenésével jarhat. Ezt vizsgalatunk sejtszam mérései is
alatamasztjak, mivel az ivarsejtek szama és dssejtek valamint csalansejtek kdzott
negativ korrelaciot talaltunk himek esetében.

Az Ossejt készlettel parhuzamosan, a fejregeneracios képesség is lecsokkent az
ivarosan szaporodd egyedeknél, az ivartalanoknal viszont megmaradt. Az
Ossejteknél és a regenerdcional tapasztalt valtozasok erdsen Osszefiigghetnek,
ugyanis az Ossejtek szerepe kritikus tobb regeneracios tipusban is (Alvarado, 2000;
Bely & Nyberg, 2010; Sugimoto et al., 2011). Azonban, ha barmilyen fiziologiai
folyamat csokkenti az Ossejtek elérhetdségét, akkor varhatéan a regeneracid is
korlatozotta valhat (Henry & Hart, 2005; Kramarsky-Winter & Loya, 2000). Ahogy
koréabbi kutatasok is alatdmasztjak, a regeneracid része az allokacios stratégidknak
és csereviszonyi kapcsolatoknak (Gross, 1925; Rinkevich & Loyla, 1989; Zattara &
Bely, 2013), valamint a sejt szintli forrasok elérhetdségének a szerepe is lehetséges
magyarazatként meriilt fel példaul hidrak tobbszori amputacios esemény kovetd
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mérsékelt regeneraciojanal (Martinez, 1996; Tardent, 1963). Vizsgalatunk ezek
megerdsitése mellett ravilagit arra is, hogy a szaporodasi modok eltéréen hathatnak
a regeneracios képességre, mely kiillonbségek oka valészinilileg az eltérd Gssejt
koltségiikben rejlik.

Plasztikus jelleg 1évén, a regeneracios képesség alakulasa szempontjabdl az életkor
is 1ényegesen befolydsold tényezd lehet. Az életkor elérehaladtaval valtozhatnak a
priorizalt életmenet jellegek, ami parcidlisan klonalis allatok esetében igen Osszetett
jelenség lehet, mivel ¢életmenetiik soran kiillonbozd szaporoddsi modok is
elé6fordulhatnak (ivaros és ivartalan). Ezt a kérdéskort vettiik gorcsé ald egy masik,
kisérletes vizsgalatunkban (I1). Ennek eredménye alapjan elmondhato, hogy a nyeles
hidrak életmenet jellegei az életkor altal jelentdsen befolyasoltak. Az ivaros
szaporodas kisérletes indukalasa altal felfedeztiik, hogy a kor fliggd szaporodasi
modokhoz kapcsolodo stratégiak kiilonbozé mértékii onfenntartassal tarsulnak. Ez a
kapcsolat fontos része lehet a kiilonb6z6 oregedési mintazatoknak is. Habar eddigi
tanulmanyok alapjan az a tendencia latszik kirajzoldédni, hogy az ivartalan
szaporodasu allatok gyakran elhanyagolhatd vagy negativ dregedéssel rendelkeznek
(Vaupel et al., 2004), mig az ivaros szaporodasu allatok onfenntartisa az életkor
elérehaladtaval hanyatlani kezd (Kirkwood & Rose, 1991), vizsgalatunk ramutat
arra, hogy ezek a mintazatok valtozhatnak az életkor soran.

Ahhoz, hogy a klonalis és nem klonalis ¢l6lények olyan f6 életmenet
komponenseket, mint a novekedést, szaporodast, regeneraciot és dnfenntartast érintd
allokacidos mintazatait és prioritasait valdban megértsiik, érdemes figyelembe
venniink egy Iényegi kiilonbséget a két csoport kozott. Fontos lehet ugyanis, hogy
klonalis és parcialisan klonalis él61ényeknél a novekedés nem csak a test méretbeli
fokozodasat jelentheti, hanem a testbdl szomatikusan létrehozott ivartalan utédok
képzését is (Harvell & Grosberg, 1988). Ivartalan szaporodas révén az adott
kornyezethez alkalmazkodott genotipus az ivaros szaporodasnal kisebb koltséggel
(Rispe et al., 1998), gyorsan képes egy él6helyet kolonizalni. A nem klonalis
¢élélényeknél tapasztalhatéakkal ellentétben ezért lehetséges, hogy az ivartalan
szaporodasba valo befektetés jo kondicio esetén mar korai €letszakaszban elényos
lehet (Burke & Bonduriansky, 2018). A parcialisan klonalis fajoknal a genetikai
diverzitas ndvelése pedig csak késébb, az ivaros szaporodas révén valhat elonydssé
(Burke & Bonduriansky, 2018). Kutatasunk megerésiti ezt a feltevést, mivel azt
talaltuk, hogy nyeles hidrak élete soran az ivartalan szaporodas fiatalabb korban, az
ivaros szaporodas pedig csak késObb priotitds. Habar vannak példak a kor fiiggo,
szaporodassal kapcsolatos mintazatokra (Burke & Bonduriansky, 2018; Kai &
Sakai, 2008; Olive, 2002), a szaporodasi médok kozotti valtas kisérletes indukaldsa
sokkal kevésbé vizsgalt, holott a valtas befolyasold tényezdinek, eldnyeinek és
koltségeinek megbecsiiléséhez elengedhetetlen.
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Vizsgalatunk soran a szaporodasi modok eltéré onfenntartasi koltségekkel tarsultak:
a fiatalabb egyedek, akik magasabb ivartalan szaporodasi rataval és késleltetett,
kevésbé intenziv gametogenezissel rendelkeztek, magasabb regeneracios és tulélési
értékeket mutattak, mig ezek ellenkezdje volt igaz az idésebb hidra polipokra. A
korral bekovetkezd valtozasok tekintetében elmondhatd, hogy az ivartalan
szaporodas képességével altalaban nem csokkend regeneracios képességek és tulélés
tarsul (Tanner, 2001; Yun, 2015), azonban egyes esetekben ezek csokkenése is
eléfordulhat (Meesters & Bak, 1995; Orive, 1995; Skold et al., 2011). Ezen
jelenségre is magyarazatul szolgalhat, hogy az dnfenntartas korral torténd valtozasai
mas életmenet jellegekt6l is fiiggnek (Orive, 1995), mint példaul a vizsgalatunkban
is szereplé szaporodasi modoktél. A korabbi tanulméanyok azonban a két
szaporodasi mod és az onfenntartasi jellegek kapcsolatat altalaban nem egyszerre,
egy fajon beliil vizsgaljak, és nem foglalkoznak az életkor hatasara bekovetkezd
valtozasokkal, mely fontosagara eredményeink is ramutatnak.

Proximalis szinten nézve, sejt szinti méréseink lehetséges magyarazatot adhatnak a
korral névekvd ivaros szaporodasra valo hajlandosagra és annak nagyobb koltségére
is. Az ivarsejtek eldallitasa hidraknal a csiravonal dssejtek révén torténik, melyek a
multipotens Gssejtekbdl szarmaztathatéak (Nishimiya-Fujisawa & Kobayashi,
2012), melyek egyszerre a szomatikus sejtek (csalan-, mirigy ¢és idegsejtek)
képzéséért is felelések. Ebbol adododan, az ivarérés kovetkeztében a multipotens
Ossejtek differencialodasa a szomatikus sejtek helyett az ivarsejt képzési utvonal felé
tolodhat. Ezen csokkent elérhet6sége az Gssejteknek a szomatikus funkciok felé az
ivaros szaporodas egyik f6 koltségét is jelentheti, mivel a szomatikus sejtek felelések
a regeneracioért, ivartalan szaporodasért és altalanossagban a test fenntartasaért is
(Nishimiya-Fujisawa & Kobayashi, 2012). N&stény nyeles hidrak esetében korabban
dokumentaltak mar korral ndvekvé csiravonal 6ssejt szamot (Littlefield, 1991), mely
egy bizonyos késziiltséget jelez az ivaros szaporodasra. Ennek fényében lehetséges,
hogy kisérletiinkben a fiatalabb allatok a megfelelé mennyiségli csiravonal Ossejt
hianyaban nem voltak képesek nagy szamu ivarsejt produkciora sem. Az ivarsejtek
és Ossejtek idobeli dinamikaja, a regeneracidos mérésékkel egyiitt eredményeink
tovabbi lehetséges magyarazataként az ontogenetikus hatas szerepét is felvetik. A
fiatalabb, ‘1 hetes” csoportban ugyanis ezen valtozok értékeiben egy 3 hét cstszas
figyelheté meg a ‘4 hetes’ csoporthoz képest. Ugyanakkor, ha az allatok abszolut
(sziil6 allatrol valo levalas idopontjatol szamitott) korara is kontrollalunk, az ivaros
szaporodas indukalasa szerinti életkor csoportjuk hatasa igy is megmarad. igy
0sszességében megallapithatd, hogy az ontogenetikus hatas és kor fliggd plaszticitas
egylittesen jatszhatott szerepet a nyeles hidrak életmenet stratégiaiban tapasztalt
eltéréseiben.

Az életkor elérehaladtaval, az dregedés soran csokkend tendencia tapasztalhato a
fiziologias regeneracioban (Yun, 2015), mely a talélés egyik kulcsa. Az életkor
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hatasat az oregedés elméletek is figyelembe veszik, a forrasok elérhetésége ilyen
szempontbol azonban kisebb tudomanyos figyelmet kap (Baudisch & Vaupel,
2012). Az allokaciés elmélet szerint, a taplalék jelenti az életmenet jellegek
kifejez6désének és mukodésének egyik alapvetd forrasat, ami a hidrak érdekes
¢letmenet stratégidival is Osszefiiggésben allhat. Ezt vizsgdltuk meg harmadik
kisérletiinkben (111), melyben méréseink a poszt-reproduktiv dregedéssel rendelkezd
nyeles hidra faj ivaros szaporodasara és az azt kovetd talélésére iranyultak 4 taplalék
szint bevonasaval, 10 ivartalanul felszaporitott vonal esetében.

Kisérletlinkben az elérhetd taplalék mennyiségének novekedésével az ivarszervek
szama is ndvekedett, azonban a gonadogenezis megkezdése a taplalékelérhetdségtol
fiiggetlennek bizonyult, ahogyan az ivaros szaporodast kovetd tulélés is. Ezek
alapjan megallapithatd, hogy - az alkalmazott taplalékszintek esetében - a nyeles
hidrak képesek meg6rizni tulélési képességiiket ivaros szaporodas esetén is. Ezen
eredményeink tobb szempontbol is meglepdek. Egyfeldl, nyeles hidraknal az ivaros
szaporodas egyfajta vészhelyzeti stratégia, és a kitartd peték létrehozasat a fagy
és/vagy az ¢hezés miatti magas mortalitas teszi sziikségessé. Azonban, kisérletiink
megfigyelései alapjan ez a hipotézis nem magyarazhatja teljesen a jelenséget, mivel
a taplalék mennyisége nem volt hatdssal az ivaros szaporodds megkezdésének
valoszintiségére (Kaliszewicz és Lipinska (2012) eredményeihez hasonldan). Az
sem tamogatja a fenti hipotézist, hogy hideg homérsékleten az ivartalan szaporodas
nem volt folyamatosan gatolt, és az ivaros szaporodas megkezdése el6tt is képesek
voltak az ivartalan utodok vagyis bimbok létrehozasara. Ez azt sugallja, hogy a
hémérséklet csokkenés inkabb jelként szolgal az Okologiailag optimalis ivaros
szaporodas megkezdésére, mintsem fiziologiai kényszer lenne (Reisa, 1973).

Meglepd tovabba, hogy a vizsgalatban szerepld kisérleti allatoknal tapasztalhato volt
a korabban leirtakhoz (Yoshida et al., 2006) hasonld ivaros szaporodast kovetd
degeneracio, test- és tapogatokar méretbeli csdkkenés és elhalalozas, azonban az
allatok jelents része ezt kdvetden tulélt, regeneralodott és tjra ivartalanul
szaporodott. Ez a mintazat nem magyarazhat6é sem a “terminal investment”, sem a
“dietary restriction” jelenségeivel”, valamit olyan modellel sem, melyben a
szaporodas és a tulélés egyarant fliigg a taplalék elérhetdségétol. Ahogy az el6zd
kisérleteknél (I és IT) emlitésre keriilt, az intenziv poszt-reproduktiv degeneracio {6
oka valdszintileg az Ossejtek kimeriilése (Bosch, 2008; Brien, 1953; Reisa, 1973;
Tardent, 1974; Yoshida et al., 2006). A “gametikus krizis” elmélete alapjan a magas
poszt-reproduktiv tulélési ratara kézenfekvé magyarazat, hogy ezeknél a vonalaknal
valdsziniileg az dssejtek kisebb ardnyban kotelezddtek el a csiravonal utvonal felé
¢és az Ossejtek egy kelléen nagy populdcidja megmaradt ahhoz, hogy a teljes test
sziikséges igen alacsony szovet méretét (Shimizu et al., 1993), ez egy potencialis
magyarazatnak tekinthetd.
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Harmadsorban, eredményeink nem tamogatjak azt a hipotézist, miszerint a poszt-
reproduktiv degeneracio a taplalék forrasok szomatikus funkciok ellatasara torténd
csokkent allokacio kovetkezménye. A tulélési ratara ugyanis nem volt hatassal az
elérhetd taplalék mennyisége, valamint nem taldltunk egyedi szintli 6sszefiiggést az
ivarszervek szama és a talélés kozott, ami pedig a kulcs eleme a csereviszonyi
kapcsolatra épiilé hipotézisnek. Lehetséges azonban, hogy a mintazott vonalak
szama nem volt elegendd egy ilyen kapcsolat detektalasahoz.

Mindazonaltal, a vizsgalatba bevont tiz, azonos populaciobol szarmazoé nyeles hidra
vonal ravilagit a fajon beliili eltérd életmenet stratégiak lehetséges jelenlétére. Még
ezen a viszonylag korlatozott vonal szamon beliil is akadt olyan klonokbdl allo
vonal, amely nagy aranyban szaporodott ivarosan és eléfordult olyan is, ami végig
csak ivartalanul (a kizarolag ivartalan vonalak adatai nem keriiltek bemutatasra).
Tovabba, egyes vonalak talélési valoszinlisége igen magas volt, mig masoké
kevesebb mint 25%. Ezek az eltérések részét képezhetik eltéré életmenet
stratégiaknak vagy lehetséges, hogy az idészakosan valtozo, életmenet jellegekre
hato szelekcionak koszonhet6 (Mojica et al., 2012). A sok vonalnal tapasztalt, ivaros
szaporodast kdvetd magas talélési arany inkabb az iteropar szervezetekre jellemzo,
melyeknél gyakran dokumentalt, hogy a szomatikus funkciok fenntartidsa akar a
szaporodasi rata csokkentése révén is biztositott példaul taplalék szempontjabol
kihivast jelento koriilmények esetén (példaul: Gaillard et al., 2000; Therrien et al.,
2008). Ez alapjan a taplalék elérhetéség, tilélés és szaporodas kapcsolata is eltérhet
az iteropar ¢és az alacsony talélést mutatd szemelpar vonalak/populaciok kozott.
Habar két korabbi kutatasnal (Tomczyk et al., 2015; Yoshida et al., 2006) is
megjelenik ez a két mortalitdsi mintazat, a fenti hipotézis tesztelése kiilonbozo
vonalak és populaciok szélesebb koril tesztelésére lenne sziikség a jovében.

Mindent egybevetve, diszetdciés munkam révén a regeneracié tobb aspektusaval
kapcsolatban is tjabb Osszefliggéseket sikeriilt felfedezni, melyek tovabbi kutatasi
iranyokat is segithetnek. A csokkent regeneracios képességek ¢és az Ossejtek
kimeriilése alapjan az ivaros szaporodds visszafordithatatlan szaporodasi
stratégianak tlinik, mely az ivarsejt képzést helyezi elotérbe a szomatikus funkciok
helyett. A nyeles hidrak klén vonalon beliil mutatott jelentds korfiiggd plaszticitasa
ramutathat a laborban tartott, klonalis vagy parcialisan klonalis fajokon végzett
kutatasok ismételhetdségének egy fejlesztési iranyara. Meglepd moddon, ivaros
szaporodds utani degeneraciét kovetben az allatok egy része képes volt
regeneralddni, igy felvetették egy ujabb, iteropar szaporodasi stratégia meglétét
ennél a fajnal. A kiilonb6z6 vonalak kozott is markans eltérések mutatkoztak mind
az ivaros szaporodas indukalhatosaganak, mind a talélésének tekintetében, mely
kiilonbségek egy széleskorii populacid vizsgalat sziikségességét vetitik eldre.
Osszességében azonban elmondhat6, hogy a regeneracié mint fontos életmenet
jelleg vizsgalata segithet jobban megérteni az ¢l6lények csereviszonyi haloézatanak
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kapcsolatait, az eltéré dregedési mintazatok okait és ezek fiziologiai hatterét, mely
vizsgalati célokra a nyeles hidrak igen alkalmasnak bizonyultak.
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2.1. Introduction

Wounds, environmental factors, diseases or stress pose a constant threat to
multicellular organisms. To cope with the ensuing damages, two main processes
have evolved: scar formation and regeneration (Stocum, 2018). Scar formation is
completed without the replacement of the lost body part, and preserves the integrity
of the given area (Stocum, 2018) In contrast, regeneration includes restorative
processes against the negative impacts (Stocum, 2018). According to the prevalent
definition, regeneration implies the restoration of lost body parts, but even this
narrow phrasing can refer to regeneration at a cellular, tissue, organ or whole-body
level (Bely & Nyberg, 2010).

Related to regeneration, some fundamental questions arise such as what is behind
the special phylogenetic distribution of regeneration (Bely & Nyberg, 2010) or what
are the factors which inhibit or prohibit regeneration ability in some species and
individuals? In order to answer these wider, more general questions we should
inspect regeneration as a life history trait, i.e. as a factor influencing reproduction
and survival. In order to do this, it is important to consider that in spite of its
unambiguous advantages, regeneration has disadvantages as well. Hence, via its
energy and resource allocation cost, regeneration can affect several other traits of
organisms belonging to their life history. This is an exceedingly significant feature,
since the life history of an individual covers its time spent from birth to death,
including the age- and state-dependents patterns which determine sexual maturity,
reproduction, survival and death (Flatt & Heyland, 2011).

Resources used by life history traits are limited, hence negative linkages and trade-
offs between them inevitably occur (Flatt & Heyland, 2011). Limiting factors can be
macro- and micronutrients (Catoni et al., 2008; Cotter et al., 2011; Zera & Zhao,
2006), metabolic reserves (Ellers, 1995), but any substance can be a subject of trade-
offs, if it is required by multiple life history traits. In animals with high tissue
plasticity (e.g. sponges, corals, cnidarians and flatworms) the availability of stem
cells can be such a limiting factor (Rinkevich, 1996). The body of these animals
consists of stem cells at a high proportion, which on the one hand can be responsible
for the shaping of a wide variety of traits related to survival, like growth, food
capturing stinging cell production and their role in regeneration is important too as
described above (Gold & Jacobs, 2013; Henry & Hart, 2005). On the other hand, it
is also known that these stem cells can be responsible for the production of sexual
and asexual reproductive cells (e.g. Simpson, 1984, Gahan et al., 2016, Newmark et
al., 2008). Based on the shared stem cell pool, it is theoretically expectable, that if
the investment into reproduction is intensive for example, its physiological cost also
increases which results in the decrease of stem cell differentiation to somatik
functions such as regeneration due to the existing trade-off (Henry & Hart, 2005;
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Rinkevich, 1996).

However, the trade-off between reproduction and self-maintenance can be
influenced by the mode of reproduction, which can be sexual or asexual as well. The
reproductive value of offspring can play an important role in which reproductive
mode is more successful, due to the survival probability of the offspring being
different in given circumstances for instance. If the sexual and asexual offprings’
reproductive values are different, the amount of resources invested should also
differ, and indeed, this is commonly described in animals (e.g. tunicatas: (Yund et
al., 1997), aphids: (Nespolo et al., 2009), Daphnia: (Innes & Singleton, 2000), hydra:
(Kaliszewicz, 2011)). At the same time, we know much less about the physiological
consequences of differential investment of resources depending on reproductive
modes, as well as how animal regeneration and other self-maintenance traits are
affected by this. To support former theories, studies investigating the mediator role
of stem cells are especially lacking, which is a central topic of the research in the
first study (). In this part of my dissertation, | set the objective of mapping the
trade-off net between sexual and asexual reproduction, availability of stem cells
and its dependent traits as regeneration and stinging cell number.

Besides limiting physiological factors, age and life stage are also possible inner
regulators of regeneration and main lever for phenotypic plasticity (Fischer et al.,
2014). Generally, the rate of restoration and regeneration of somatic damages is
higher at a younger age, decreases after maturation and completely stops before the
maximum expected lifespan (Cichon & Koztowski, 2000). Considering that
regeneration is related to other traits because of the resource limitation, to understand
its regulation, we should examine the reproductive patterns as well. It is often true
to both determinate and indeterminate growers, that their fecundity increases with
age (Clutton-Brock, 1984; Martin, 1995). In clonal and partially clonal animals
(capable of both sexual and asexual reproduction), however, age-dependent patterns
can be much more complex and can differ from what is observed in non clonal
organisms (Clutton-Brock, 1984; Engen & Saether, 1994; Stearns, 1992), therefore
their integration into life history models involving self-maintenance is complicated
(Glazier & Calow, 1992). According to conventional life history predictions,
organisms favour growth at first, then growth stops and they start reproduction
(Cichon, 1997). In spite of this, research results of clonal animals shows that
reproduction at early life stages and later growth is also possible, if the individuals
are in good conditions (Glazier & Calow, 1992). In partially clonal animals another
important decision is to switch from asexual to sexual reproduction, the timing of
which can be flexible and might be triggered only when clonal reproduction is
limited by exogenous factors (Burke & Bonduriansky, 2018; Gerber et al., 2018;
Harvell & Grosberg, 1988)
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While the differences between sexual and asexual reproduction are better known
(reviewed for example in: Meirmans et al., 2012; Neiman et al., 2014), the age-
dependent changes in reproduction in parallel with regeneration and other traits
responsible for regeneration are much less studied. Regeneration also shows
differences in relation to reproductive mode, which is usually characterized with
higher regeneration capability in asexual individuals (for example Krois et al., 2013;
Saccucci et al., 2016). It is also clear that unusual patterns in age-dependent changes
in regeneration are also possible, hence in young sponges regeneration can be
completely blocked (likely due to the intensive involvement of stem cells in growth,
(Simpson, 1984) and in certain partially clonal species regeneration ability does not
decrease with age (Bodnar & Coffman, 2016; Yun, 2015). Asexual individuals are
generally characterized with high self-maintenance traits (Skold & Obst, 2011), at
the same time a decrease with age in regeneration (Meesters & Bak, 1995), survival
(Orive, 1995) and telomerase activity (Skold et al., 2011) is also observed. As the
sometimes controversial examples above demonstrate, we are far from completely
understanding age-dependent changes in regeneration, and we know particularly
little about resource allocation patterns between changing reproductive modes and
regeneration (or other traits responsible for self-maintenance) in clonal and partially
clonal animals. Our second study serves to broaden our knowledge in this topic. We
investigated age-dependent plasticity in traits related to reproduction
(gametogenesis and asexual reproduction) and self-maintenance (head
regeneration and survival) in brown hydras.

A wide variety of regeneration processes can relate to not just age-dependent
changes, but to the phenomena of senescence as well. Based on Stocum’s (2018)
description, beside injury-induced regeneration another regeneration type is
definable, the physiological or maintenance regeneration. During physiological
regeneration, the replacement of old cells with new ones (called cell turnover) is a
homeostatic process, which maintains and ensures the normal tissue structure and
function (Stocum, 2018). This invisible process can be found in all multicellular
organisms, in the form of epidermis, blood and gastric cell replacement for instance
(Kostyuchenko et al.,, 2016). Beside the injury induced regeneration, aging
mechanisms influence this physiological regeneration as well.

Most studies until now confirms that a decrease in physiological regeneration
processes in parallel with aging is a generally appearing phenomena (Yun, 2015).
Accordingly, some theories suppose that aging is a result of the decline in
regeneration ability and maintenance of properly functioning cells and tissues
(Sharpless & DePinho, 2004). A reversed scenario also confirms this concept by the
existence of organisms having remarkable regeneration capabilities and lacking
measurable functional decline, which are the sign of negligible senescence (Finch,
1994). Moreover, in species with high reparative and regeneration capabilities even
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negative senescence can occur, usually paired with such characteristics as
continuous oogenesis, high amount of stem cells, lack of somatic and germline
differentiation or the ability to asexaul reproduction (Vaupel et al., 2004).

However, forces favouring and disfavouring senescent and non senescent patterns
are not unambiguously understood (Baudisch & Vaupel, 2012). Such a force can be
minimum required metabolic investment to survival or the availability of resources
(Davison et al., 2014). The availability and limitation of resources can be related to
various changes in survival or reproduction. Insufficient food can be a sign of an
opposite phenomena, since during terminal investment survival is reduced while
energy investment is focused on increasing reproduction (Clutton-Brock, 1984;
Fischer et al., 2009). But different responses to the same impact are not unique
among animals. Possibly, the increased investment into repairing and maintenance
mechanisms reduces fecundity in some species or has a weak effect in other cases,
while reduces present and increases future fecundity in yet another species
(Baudisch, 2012). The investigation of these species specific “option sets” can help
to understand the evolution of senescent and non senescent aging patterns and the
evolution of senescence, therefore they should have higher research interest
(Baudisch & Vaupel, 2012). The genus Hydra is potentially appropriate for the
investigation of different “option sets”, since the members of the genus are generally
thought to have negligible senescence (Danko et al., 2015), but one species shows
intensive degeneration and reduced survival following sexual reproduction, which
are characteristics of senescence (Yoshida et al., 2006). For this reason, it is
important to widen our knowledge about resource allocation, reproduction and
survival in parallel with our research investigating a member of Hydra, a genus
eligible for studying “option sets” (third study (I1II)). In this part of my
dissertation work, we examined the effect of food availability on sexual
reproduction and survival in species showing intense postreproductive
degeneration.

Regeneration is a plastic trait in hydras as well, and well demonstrated in the brown
hydra species (Hydra oligactis), which shows delayed or arrested regeneration in
sexual individuals (Galliot et al., 2018; Tomczyk et al., 2017). The loss of their
regeneration ability is likely explained by their reproductive mode: they switch from
asexual to sexual reproduction to the stimuli of temperature drop in autumn, in order
to produce eggs resistant to the harsh environment at a high number compared to
other Hydra species (Reisa, 1973; Schuchert, 2010). Differently from other species,
significant changes can be observed in brown hydras during and following sexual
reproduction, because their interstitial stem cell number strongly decreases with
increase of reproductive cell number, then following sexual reproduction their body
degenerates and they die (Tardent, 1974; Yoshida et al., 2006). Because of these
drastic changes the senescence after sexual reproduction is thought to be a
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consequence of’gametic crisis”, which can be caused by the exhaustion of their stem
cells during the intensive differentiation to germ cells and hence their ability to
maintain somatic functions is probably inhibited (Bosch, 2009; Brien, 1966; Tardent,
1974). Although we have to notice the facts that these studies contain observations
about a few laboratory strains, without investigating the influential factors (e.g. food
or age). Researches of hydras so far studied mainly the physiological, developmental
and molecular aspects of this phenomena (Bode, 2003; Kemmner & Chica Schaller,
1984; Tardent, 1974) and we much less understand the nexus of regeneration as a
life history trait, therefore | focused on this area with my work. Furthermore, we do
not understand the reproductive strategies in natural populations and the regulatory
roles of competition for cellular resources therein, which questions are raised and
studied in studies I, 11 and I11. Considering that the investigation of senescent and
non senescent pathways is possible in closely related hydra species and even within
species in brown hydra, they can serve as ideal model organisms to study
regeneration, senescence and their consequences related to life history traits, which
are fundamental topics in my dissertation.

Material and methods

() We collected brown hydras from their natural habitat (an oxbow lake near
Tiszadorogma) on four occasions in the reproductive period during autumn and fall.
We gathered individuals from submerged vegetation, placed them into Eppendorf
tubes, then brought back to the laboratory in a cooling box. The following day, |
began the head regeneration experiment on a randomized half of the individuals. |
cut the head region of the animals as a first step, then | measured regeneration with
a binary code system, based upon the presence or absence of newly emerged
tentacles after four days. We kept animals in climate chambers during this
experiment, according to temperatures measured in their natural habitat. Another
part of the animals participated in cellular measurements. We macerated the animals
following the standard procedure on the first day after collection, and counted the
following cell types later: epithelial cells, interstitial stem cells, nematoblast
(stinging cells) cell clusters, and reproductive cells (sperm precursor clusters in
males and nurse cells in females). For statistical analyses, | used Generalized Linear
Mixed Models (GLMMs), with error distributions according to the data (and
performed in a Bayesian environment if it was needed).

(11) The male and female strains used in this experiment originated from an oxbow
lake near Tiszadorogma, then kept in strain cultures for one year prior to the
experiment. We kept the animals in standard conditions, constant temperature at 18
°C in a climate chamber. We used freshly detached buds for the experiment. As an
experimental treatment, we reduced the temperature to 7 °C , 3 or 24 days after the
beginning of the experiment. We examined the animals several times a week, to
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record their asexual reproduction rate and the number of sexual organs. | measured
regeneration weekly for two months at a subgroup of animals. | binary coded the
emergence of new tentacles following decapitation. We also performed cellular
measurements approximately weekly for two months, counting epithelial cells,
interstitial stem cells, sperm precursor cell clusters and nurse cells. We kept the
experimental animals for 5 months, recording death events, then binary coding
survival. To analyze our data, | used GLMMS with proper error distributions, then
performed Likelihood Ratio Tests (LRTS).

(111) The 10 used brown hydras originated from the oxbow lake near Tiszadorogma.
Firstly, we collected 10 animals then kept under standard conditions at 20 °C for two
months for asexual propagation. We fed the animals three times a week during the
experiment, according to 4 food levels giving 3, 6, 10 or 20 pl Artemia. Two weeks
after the beginning of the experiment, we reduced the temperature to 7 °C to induce
sexual reproduction. In order to measure sexual reproduction rate, we counted sexual
organs (detached eggs in females and testes in males). We recorded the death of
animals if they disintegrated or disappeared. We were especially careful to retain
animals shrank to a really small size. We kept the animals for 150 days, until most
animals were dead or regenerated after sexual reproduction and produced at least
one asexual offspring. For the statistical analyses we used Generalized Linear
Models (GLMs) or Generalized Linear Mixed Models (GLMMs), followed by
Likelihood Ratio Tests with Poisson or Binomial error distribution.

Major results

(D) In our study we found that sexual individuals had reduced regeneration ability
and stinging and interstitial stem cell pool, compared to asexually reproducing polys
of brown hydras, but we found no difference between asexual and nonreproductive
individuals. The number of germ cells measured in sexual individuals negatively
correlated with the number of interstitial stem cells and stinging cells. Our results of
regeneration ability and cell composition confirms the differing physiological costs
of sexual and asexual reproduction. Our measurements containing germ cell and
interstitial stem cell data support the theory, according to which the competition for
stem cell resources has a mediator role in life history decisions. The intensive post
reproductive senescence is also likely caused by the exhaustion of cellular (stem cell)
resources. An important result of our research is that we confirmed the previously
observed cell types patterns in animals collected from a natural population, yet
known from only a few, long-term laboratory kept strains.

(11) We confirmed the presence of age-dependent plasticity in all of our measured

traits (head regeneration rate, asexual reproduction rate, number of sexual organs,
start of sexual reproduction, survival, number of reproductive cells, number of stem
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cells). Younger individuals had higher asexual reproduction, while older animals
shower more intense gametogenesis and reproductive cell production in our
experiment. In parallel with the differences in reproduction, we observed differences
in self-maintenance traits as well; older individuals had lower head regeneration
ability, survival and stem cell number. The changes in head regeneration rate and
stem cell number also imply ontogenetic effects, besides the impact of plasticity.

(111) In our experiment, sexual reproduction was followed by reduced survival in
brown hydras, but in spite of previous studies, a significant proportion of animals
regenerated following degeneration after sexual reproduction, and they even started
asexual reproduction. Food availability didn’t have an impact on the start of sexual
reproduction, but had an effect on the number of sexual organs, resulting in sexual
organ production at a high rate. Survival rate was not influenced by the amount of
available food, suggesting that survival is a conserved trait, and its maintenance is
important even at a low food level. There was no linkage between the number of
sexual organs and survival at individual levels. We observed a difference between
brown hydra strains involved in our experiment in the aspects of the propensity to
sexual reproduction, number of sexual organs and survival. We also found strains
with lacking or low propensity to initiate sexual reproduction.

Discussion

In my dissertation work, | studied regeneration as a widespread life history trait,
investigating it in parallel with traits related to reproduction and somatic
maintenance. | studied regeneration and related traits in freshwater hydras, in
accordance with three main factors: stem cell resources, age and food availability.
We discovered strong relations between regeneration and traits related to opposing
life history components in all cases, furthermore we described differences between
sexual and asexual reproductive modes as well.

Regarding stem cells, we found marked differences in regeneration and other traits,
depending on reproductive modes in hydras collected from their natural habitat (1).
Compared to the nonreproductive group, sexual individuals showed lower head
regeneration ability, reduced stem cell and food capturing stinging cell pool, while
asexuals did not differ. The evolutionary cause of reduced somatic functions related
to sexual reproduction might be an effect of selection, prioritizing reproduction
instead of long term survival. Several evolutionary theories of aging say that
mutations deleterious to survival can spread in a population, if the externally caused
mortality is high (mutation accommodation theory: Medawar, 1952, antagonistic
pleiotropy theory: Kirkwood & Rose, 1991, disposable soma theory: Williams,
1957). The potentially high mortality risk is true for hydras living in the temperate
zone, because the onset of cold weather and frost is especially dangerous in shallow
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water bodies. In these cases, the production of frost resistant resting eggs can have a
higher reproductive value than asexual offsprings, therefore an intensive investment
into sexual reproduction could spread under a selection pressure, even at the expense
somatic maitenance. In contrast, the strategy of asexual individuals can be based
upon that the production of offspings with low reproductive value has a low cost as
well. In the light of this, the trade-off between reproduction and survival
prospectively highlighted in sexual individuals, and can be a major cause of the
aging and somatic maintenance patterns in brown hydras. A possible physiological
explanation for the described phenomenon might be found in the availability of
limited stem cell resources.

Multipotent stem cells contribute to several life functions in animals with high tissue
plasticity, hence intense investment into one function can lead to reduction in other
functions, due to the depletion of the stem cell pool. During higher reproductive
investment for instance, the production of gametes at high numbers requires a
commitment of stem cells into the germline pathway at a high proportion, which due
to the limitation of stem cells, can reduce the number of cells involved in somatic
maintenance and the stem cell pool itself. This is supported by the results of our cell
number measurements, because we found a negative correlation between the number
of reproductive cells and stem cells together with stinging cells in males.

In parallel with the stem cell pool, regeneration ability was also decreased in sexually
reproducing individuals, while it was maintained in asexuals. The changes in stem
cells and regeneration ability can be strongly related, since the role of stem cells is
critical in the formation of new body parts, either by their proliferation or movement
to the wound (Alvarado, 2000; Bely & Nyberg, 2010; Sugimoto et al., 2011).
However, if any physiological process decreases the availability of stem cells,
regeneration is also prospectively restricted (Henry & Hart, 2005; Kramarsky-
Winter & Loya, 2000). As previous researches support as well, regeneration is part
of the allocation strategy and trade-offs (Gross, 1925; Rinkevich & Loyla, 1989;
Zattara & Bely, 2013), and the role of available cellular resources is a possible
explanation for the restrained regeneration of hydras following subsequent
regeneration events (Martinez, 1996; Tardent, 1963). Our investigation confirmed
this relatedness, and even highlighted that reproductive modes can differently affect
regeneration ability, probably because of the different stem cell requirements of
these reproduction modes.

Since regeneration is a plastic trait, age can be one of its influential factors.
Prioritized life history traits can change with advancing age, which is a particularly
complex phenomena in partially clonal animals, because different reproductive
modes (sexual and asexual) can appear during their lifetime. We put this topic under
the microscope in our other experimental research (I11). Our results showed that life
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history traits are significantly influenced by age in brown hydras. Via the
experimental induction of sexual reproduction, we discovered that age-dependent
reproductive strategies are paired with different somatic maintenance rates. This
relation is likely an important part of senescent patterns as well. Although previous
studies suggests a tendency describing animals capable of asexual reproduction as
organisms with negligible or negative senescene (Vaupel et al., 2004), while the self-
maintenance of sexually reproducing animals decline with age (Kirkwood & Rose,
1991), our study shows that these patterns can change during their lifetime.

To understand allocation patterns and priorities of traits affecting major life history
components in clonal and non clonal organisms, such as growth, reproduction,
regeneration and self-maintenance, we have to consider a substantial difference
between the two groups. Importantly, growth is not just an increase in size in clonal
and partially clonal organisms, but it means production of offspring from the body
and somatic cells as well (Harvell & Grosberg, 1988). Asexual reproduction enables
genotype adapted to local conditions to quickly colonize a habitat at a low expense
(Rispe et al., 1998). Therefore in contrary with non clonal organisms, an investment
into asexual reproduction can be advantageous early in life, in case of good condition
(Burke & Bonduriansky, 2018). In partially clonal organisms, the increase of genetic
diversity via sexual reproduction might become beneficial only later in life (Burke
& Bonduriansky, 2018). Our research support this hypothesis, since we found that
asexual reproduction is more important early in life in brown hydras, while sexual
reproduction is priotized later. Although there are examples of age-dependent
changes (Burke & Bonduriansky, 2018; Kai & Sakai, 2008; Olive, 2002), the
reproductive patterns and experimental induction of change between reproductive
modes is much less studied, albeit, these are indispensable to evaluate the influential
factors and costs and benefits of reproductive mode switch.

As age and senescence progresses, there is a decreasing tendency in physiological
regeneration (Yun, 2015), which is a key for survival. The effect of age is considered
by aging theories, but the availability of resources receives little scientific interest
(Baudisch & Vaupel, 2012). According to the allocation theory, food is one of the
fundamental resources for the expression and function of life history traits, and it is
probably in relation to the interesting life history strategy of hydras. We investigated
this in our third experiment (I11), in which we measured sexual reproduction and
following survival at 4 food levels in 10 asexually propagated strains of the species
Hydra oligactis with post-reproductive senescence.

In our experiment, the number of sexual organs increased with amount of food,
however, gonadogenesis and survival after sexual reproduction were independent
from food levels. Based on our results, it seems that - at the used food levels - brown
hydras are able to preserve survival ability, even in case of sexual reproduction.
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These results are surprising in many aspects. Firstly, sexual reproduction is thought
to be a type of escaping strategy in brown hydras, and the production of resting eggs
is required because of frost and/or starvation causing high mortality. Our observation
does not confirm this hypothesis, since the amount of food did not have an effect on
the probability of sexual reproduction initiation (similar to Kaliszewicz & Lipinska
(2012)). The hypothesis above is also not confirmed by the fact that asexual
reproduction was not constantly impeded at low temperature, and animals were able
to produce asexual offsprings (namely buds) before the initiation of sexual
reproduction. This suggests that temperature drop is rather cue to ecologically
optimal sexual reproduction, than a physiological constraint (Reisa, 1973).

Furthermore, it is also surprising that although we observed the degeneration, body
and tentacle size shrinkage and death after sexual reproduction as previously
reported (Yoshida et al., 2006), a substantial proportion of animals were able to
regenerate, survive and reproduce asexually. This pattern is not explainable by either
the phenomenon of terminal investment or dietary restriction, or by a model in which
both reproduction and survival are dependent on food availability. Like I mentioned
related to the previous experiments (I and Il), the main cause of intensive post-
reproductive degeneration is probably the exhaustion of stem cells (Bosch, 2008;
Brien, 1953; Reisa, 1973; Tardent, 1974; Yoshida et al., 2006). Based on the theory
of “gametic crisis”, a plausible explanation for the high post-reproductive survival
rate is that in these strains, stem cells were likely committed to the germline pathway
at a lower rate. Therefore, a sufficiently big population of stem cells remained, and
was able to regenerate the whole body. Considering that the minimum tissue size
required for whole body regeneration is really small in hydras (Shimizu et al., 1993),
this is a potential explanation.

Thirdly, our results do not support the hypothesis, according to which post-
reproductive degeneration is a consequence of reduced allocation of food resources
to somatic functions. Food availability did not have an effect on survival rate, and
we did not find a relation between the number of sexual organs and survival at an
individual level, what would be a key component of the hypothesis relying on trade-
offs. However, it is possible that the number strains involved in our experiment was
not enough to detect such a relation.

Nevertheless, the 10 strains involved in our investigation highlight the possible
presence of different life history strategies within the species. Even within this
relatively restricted number of strains, there were strains consisting of clones, which
reproduced sexually at a high rate and which remained asexuals during the
measurements (results not shown). Furthermore, the survival probability of some
strains was really high, while in others it was lower than 25 %. These differences
can be a part of different life history strategies, or maybe caused by a periodically
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changing selection pressure on life history traits (Mojica et al., 2012). The high
survival rate following sexual reproduction observed in many strains, is rather a
characteristic of iteroparous animals. In these animals the maintenance of somatic
functions is often documented, even via the reduction of reproduction rate in
challenging circumstances like in terms of food (e.g. Gaillard et al., 2000; Therrien
et al., 2008). On that measure, the relation of food availability, survival and
reproduction can differ between iteroparous strains/population and semelparous
ones with low survival. Although these two mortality patterns are shown by a few
former studies (Tomczyk et al., 2015; Yoshida et al., 2006), to test the hypothesis
above, we need to investigate varying strains and populations at larger scale in the
future.

Taking everything into account, in my dissertation work we could discover new
relations in several aspects of regeneration, which may facilitate new research
directions. Based on the reduced regeneration ability and depletion of stem cells,
sexual reproduction seems to be an irreversible reproduction strategy, prioritizing
gamete production at the expense of somatic functions. The significant age-
dependent plasticity in brown hydra clones can highlight a new, improved direction
of research enhancing repeatability of studies done with clonal or partially clonal
species kept in the laboratory. Surprisingly, a notable proportion of animals were
able to regenerate from degeneration after sexual reproduction, therefore raised the
possibility of a subsequent, iteroparous strategy in this species. Overall, my
dissertation work suggests that the investigation regeneration, as an important life
history trait can help to understand trade-off networks, differing senescent patterns
and their causes, and the physiological background of these. Via our researches, we
have demonstrated that brown hydras are suitable for all of these study purposes.
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