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Roviditések jegyzéke

ATK NOVI: Agrartudomanyi Kutatokdzpont, Novényvédelmi Intézet

RSW: reconstituted soft water (reverz-ozmozis szlrt, visszasozott lagy viz)

MS222: az eutanizalashoz hasznalt altatdszer (etil-3-aminobenzoat-metanszulfonat)

HRM: High Resolution Melting (nagyfelbontasu olvadasgorbe analizis)



1. Bevezetés

1.1. Az antropogén kornyezet-atalakitas és az élovilag alkalmazkodasa

Napjainkban fajunk tevékenysége szamtalan valtozést idéz eld kornyezetében, annak szamos
aspektusat érintve, melyek koziil az egyik legjelentésebb a homérséklet. A kornyezet
homérsékletének emelkedését az emberi jelenlét szamos forméaban eredményezheti. Ilyen
kétségkiviil a klimavaltozas, mely a héhullamok intenzitasat és gyakorisdgat egyarant fokozza,
tovabba a varosokban megfigyelhetd hdsziget hatds (,,urban heat island effect”) is, melynek
keretében a jardakon, utakon, épiileteken €s mas struktirdkon keresztil a nap melege
abszorbedlodik, majd visszasugarzdodik, hevitve a kornyezet mikroklimajat. Ez a véarosi hdsziget
hatas a 1éghdémérsékleten til a helyi viztestek hdmérsékletében is detektalhato [1]. Mindezeken
feliil, a természetes, arnyékold vegetacié hidnya, és az annak kiirtdsaval megvaltoztatott
evapotranszspiracido mértéke is lokalis felmelegedést okoz a mezdgazdasagi és varosi teriileteken
[2—4]. Ezek az emberi eredetll, azaz antropogén kornyezeti eltérések, melyek sokszor érzékenyen
érintik az élovilagot, kiilonosen veszélyesek lehetnek a kétéltiiek csoportjara nézve. E taxon
fajainak szama vildgszerte apad, és kozel 40%-uk mara a kihalds kiiszobén all, jelentds
természetvédelmi szerepet kdlesondzve szdmukra [5]. E folyamatban a klimavaltozéson til féleg
az élohelyek szamanak csokkenése, a kornyezetszennyezés, az invaziv fajok megjelenése, valamint

a korokozok terjedése jatssza a foszerepet [6—8].

Az emberi eredetli kornyezeti valtozasok mind-mind kiilonféle stresszhatasnak teszik ki bolygonk
¢élovilagat. Annak megértése, hogy e hatdsok miképp befolyasoljak az 6koszisztémat, tovabba,
hogy hogyan képes az éldvilag alkalmazkodni e valtozasokhoz, fontos kérdések az dkologia, az
evollcidbiologia, tovabba a természetvédelmi biologia teriiletén. Az él6lények fenotipusdnak a
kornyezethez vald alkalmazkodasa tobb modon torténhet, példaul fenotipusos plaszticitas [9], vagy
adaptiv evolucio utjan [10-12], de akar ezek kombinacidja is el6fordulhat [13]. Fenotipusos
plaszticitasnal ugyanaz a genotipus eltéré kornyezetben mas-mas fenotipust alakit ki, mig adaptiv
evolucio esetében ha egy jellegben 6rokdlhetd valtozatossag van, és a valtozatok fitnesze egy adott
kornyezetben eltérd, akkor az adott kornyezetben legnagyobb eldnyt biztositd valtozat (genotipus)
terjed el a populdcidban generaciordl generaciora. Latvanyos kiilonbség tehat, hogy mig az elsd
jelenségnél csupan fenotipusos elkiiloniilés van, addig a masodiknal az abbéli eltéréseket genetikai

elkiiloniilés 1s indokolja. A populaciok kozti fenotipusos valtozdsok mechanizmusainak



felderitésére megfeleld modszert szolgaltat a ,,common-garden” kisérlet, melynek Iényege, hogy
azonos koriilmények kozott neveljiik fol eltérd kdrnyezetbdl szarmazo, ott eltérd fenotipust mutatd
populaciok egyedeit [3, 13]. Amennyiben az alkalmazkodas evoluciés mddon zajlik (a populécio
genetikai 6sszetételének generaciordl generaciora torténd valtozasaval), az eltérd kornyezetekben
jelenlevo kiilonboz6é fenotipusok (lokalis adaptaciok) azonos koriilmények kozti ontogenezis
folyamén is megmaradnak. Viszont, ha fenotipusos plaszticitds Utjan jonnek 1étre a populaciok
kozti fenotipusos kiilonbségek (tehat azonos genotipusok hozzdk 1étre a kiilonboz6 fenotipusokat
az aktualisan tapasztalt kornyezeti koriilmények hatasara), akkor kozos kornyezetben nevelkedve

e kiilonbségek eltlinnek, nem alakulnak ki az egyedekben.

1.2. A kornyezet altal indukalt ivarvaltas

Kétéltliek esetén, a kiilonféle stresszorok egyik kovetkezménye az allatok szexualis fejlodésének
befolyasolasa lehet. Ehhez elengedhetetlen tudni, hogy a gerincesek korében harom {6
ivarmeghatarozasi rendszer 1étezik: genetikai (amikor csak az egyed genotipusa, példaul az ivari
kromoszomai hatarozzak meg az ivari fenotipusat), kornyezeti (amikor a korai egyedfejlédés soran
a kornyezet, példaul a homérséklet hatdrozza meg, melyik fenotipusos ivar alakul ki), és e két tipus
kombindciodja [14]. A harmadik formanal a genetikai ivardetermindciot a kornyezet befolydsolni
képes, ezaltal ivarvaltast indukalva. Az ivarvaltas, angol szaknyelvi néven ,,sex reversal” Iényege,
hogy az él6lényben egyedfejlodése korai szakaszdban, embrionalis vagy larvalis korban tapasztalt
kornyezeti koriilmények hatasara, az ivari kromoszomain kodolt genetikai ivaraval ellentétes
fenotipusos ivar fejlédik ki. Fenotipusos ivar alatt az els6dleges ivarmirigyeket értjiik (himekben

herék, néstényekben petefészkek), melyek a masodlagos szexudlis jellegek kialakulasat iranyitjak.

Az ivarvaltas megértése, tanulméanyozasa rendkiviili jelenséggel bir az elméleti munkak alapjan
varhato kulcsfontossagli kovetkezményei miatt. Populaciok ivararanyanak eltolodasédhoz vezethet,
egyrészt valamelyik fenotipusos ivar felszaporodasan keresztiil, masrészt az ivarvaltott egyedek
utodaiban kialakult ivari kromoszéma gyakorisdgok megvaltozasaval [15]. Ezen felill, az
ivarvaltott egyedek szaporodasa 1) genotipusok (YY vagy WW) létrejottét is eredményezheti,
melyek életképtelenek vagy sterilek lehetnek [16]. A fenotipusos ivararanyok -eltolédasa
csokkentheti a parzoképes, ellentétes ivarti egyedek egymadsra talalasanak esélyét, mely a populéciod

egyedszamat is csokkentheti, a beltenyésztettség fokozasa altal pedig az evolucids alkalmazkodasi



potencialt is ronthatja, mely szélsdséges esetben az adott csoportosulds kipusztulasat

eredményezheti [17].

Az ivarvaltast kritikus jelentosége ellenére eddig kevés fajban vizsgaltdk, mivel az ektoterm
gerincesek genotipusos ivaranak megallapitdsa sokszor nehézségekbe iitkozik. Ennek oka, hogy
hozza gyakran fajspecifikus markerek kifejlesztésére van sziikség [18], tovabba némely esetben az
is megesik, hogy fajon beliil, kiilonb6z6 populacidk kozott is eltér az ivarmeghatarozasi rendszer
[19]. Végiil a fenotipusos ivar megallapitisa egyes fajoknal kizardlag ivarérett korban,
naszidOszakban lehetséges, viszont azon kiviil csupan invaziv vagy destruktiv modon, gonadjaik

vizsgalata altal torténhet [20].

Az ivarvaltas jelenségével ektoterm gerincesek korében taldlkozhatunk, igy a halak, kétéltiiek és a
hiillék csoportjaban egyarant [21-23]. Bekovetkezését szamtalan hatas indukalhatja, melyek koziil
a legismertebb az extrém hoémérséklet, melybdl a felsd tartomany halakban és kétéltlieckben
tobbnyire maszkulinizal6 hatassal bir, mig hiilloknél fajtol fiiggben mind az alacsony, mind a
magas hdmérséklet okozhat ivarvaltast, és annak iranya is valtozo a fajok kozott [24]. Az el6zd
kijelentésre megfeleld példat szolgaltat két gyikfaj, egyrészt a Bassiana duperreyi, mely XX/XY
ivari kromoszomarendszerrel bir, és maszkulinizaciés ivarvaltast (XX himek) produkal alacsony
inkubacids hémérsékleten, valamint a belfoldi szakéallasagama (Pogona vitticeps), mely az el6z6
példaval ellentétesen ZZ/ZW ivari kromoszoémarendszerrel rendelkezik, és feminizacioval jaro
ivarvaltast (ZZ ndéstények) mutat emelkedett inkubacios hdmérsékleti koriilmények kozott [25]. Az
emlitett extrém homérsékleten tal ivarvaltast egyéb hatasok is indukalhatnak, példaul kiilonb6z6
fajokon végzett laboratoriumi kisérletekben eltolodott fenotipusos ivararanyt eredményezett a
kiszaradas ¢és vizvesztés [26], az ¢hezés [27], valamint egyes vegyszerek, példaul utak

jégmentesitésére hasznalt sk haszndlata is [28].

Az ivarvaltas proximalis okainal kevésbé ismerjiik az ultimalis mozgatorugoéit. Elméleti modellek
alapjan az ivarvaltds a koriilményektdl fiiggden lehet eldnyds, semleges, vagy hatranyos, és a
folyamatos kdrnyezeti valtozas szelekcids nyomast gyakorolhat az ivarvaltas valoszintiségére [29].
Erdemes tehat megvizsgalni, hogy melyek a természetes szelekcionak a feltételei, melyek
teljesiilése révén az ivarvaltasra vald hajlam megvaltozhat adaptiv evolicios uton. Ezekbdl az
egyik, hogy 6rokolhetd valtozatossagnak kell lenni a kérdéses tulajdonsagban. Erre szolgal példaul

egy teknOsoknél végzett vizsgalat. A diszes ékszertekndsoknél (Chrysemys picta) sikeresen



kimutattak az tigynevezett pivotalis hdmérséklet heritabilitasat, mely érték felett egy fészekaljban
foként az egyik, alatta pedig inkdbb a masik ivar képviseldi jelennek meg a hdmérsékletfiiggd
ivarmeghatarozasu fajoknal [30]. Ehhez hasonldan elképzelhetd orokolhetd valtozatossag az
ivarvaltasra valo érzékenységben is (pl. abban, hogy milyen magas hdmérséklet okoz ivarvaltast
az egyedben). A masik feltétel, hogy a kérdéses tulajdonsagbéli valtozatok fitneszének kiilonbozni
kell. A hdmérsékletfiiggd ivarmeghatarozas akkor adaptiv, ha az egyedfejlodés kezdetén tapasztalt
hémeérséklet eltérdéen befolydsolja a himek és a ndstények fitneszét, mint példaul az alligatorok
esetében [31]. Hasonl6 koriilmények kozott lehet adaptiv a kdrnyezet altal indukalt ivarvaltas is,
azonban errfl még nem 4allnak rendelkezésre empirikus adatok. Néhany faj esetében
Osszehasonlitottak az ivarvaltott egyedek kiilonféle fitneszmutatoit a nem ivarvaltott egyedekével,
azonban ezek vegyes eredményekre vezettek. Belfoldi szakallasagamakon (Pogona vitticeps)
végzett tanulmany, példanak okaért kimutatta, hogy az ivarvaltott ndstények szignifikdnsan tobb
tojast raknak évente, mint genetikailag is ndstény fajtarsaik [32]. Egy masik, halakon végzett
tanulmany pedig, mely hormonkezeléssel indukalt ivarvaltassal foglalkozott, felfedte, hogy a
gonado-szomatikus index kisebb az ivarvaltott egyedeknél, ami csokkent szaporodasi sikerre utal
[33]. Arra is van példa, amikor sem pozitiv, sem negativ irdnyban nem talaltak kiilonbséget az
ivarvaltott és nem ivarvaltott fajtdrsak fitneszmutatéi kozott, példaul halak spermiumainak

tulajdonsagaiban [33].

Amennyiben az ivarvaltds nem semleges a fitnesz szempontjabdl, feltételezhetjiik, hogy eltérd
mértékll vagy iranyu természetes szelekcio hat az ivarvaltas gyakorisagara azokon az ¢él6helyeken,
amelyek kozott példaul az eltéréd mikroklima miatt eltérd gyakorisdggal érhetik a fejlodo egyedeket
olyan kornyezeti hatasok, amelyek ivarvaltast indukalnak. Ilyen esetben, ha az ivarvaltasra valo
hajlamnak van 6rokdlhetdsége, az eltérd szelekcids nyomas eredményeként az varhato, hogy ennek
a hajlamnak a mértéke evoluciésan megvaltozik: ndvekszik ott, ahol elényds a fitneszre nézve,
illetve csokken ott, ahol karos. Ilyen evolucids elkiiloniilésre utal az a tanulmany, amelyet egy
ausztraliai elevensziilé gyikfélén (Carinascincus ocellatus) végeztek [34]. E fajnél terepi
megfigyelésekkel felfedezték, hogy a kornyezet hdmérsékletének hatdsa az egyes populaciok
ivararanyara a tengerszint feletti magassag fliggvényében varial: hegyvidéken a hdmérséklettdl
fliggetleniil kiegyenlitett az ivararany, mig az alacsonyabb teriileteken meleg koriilmények kozott
tobb ndstény, mig hidegben tobb him sziiletik. Ez felvetette annak lehetdségét, hogy a két populacio

evolucidsan elkiiloniilt oly médon, hogy magasfoldon nem vagy csak kevéssé érzékeny a
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homérsékletre az ivarmeghatarozas, mig az alacsonyabb teriileteken a homérséklet erds(ebb)en
befolyasolja az utodok ivarat. Ennek tesztelésére kiilonbozé élohelyrdl (alacsony és magas
tengerszint feletti magassagrol) szarmazo gravid ndstényeket azonos koriilmények kozott, vagy az
egyik vagy a masik ¢€l6helyre jellemz6 homérsékleti koriilmények kozott tartottak, a sziiletendd
utodok ivardeterminacidja szempontjabdl kritikus periodust is érintve. A vizsgélat soran azt
talaltak, hogy a szdrmazasi élOhely és a homérséklet kezelés is befolyasolta az ivarvaltas
(maszkulinizacio) gyakorisagat (mind az alacsony hdmérséklet, valamint az alacsony tengerszint
feletti magassagrol valo szarmazas ndvelte azt), de e két tényezd interakcidja nem volt szignifikans.
A vizsgalat eredményei azt sugalljak, hogy az emlitett két él6hely populécioi kozott van evolicids
divergencia az ivarvaltasi hajlamban, de nem a hémérsékleti érzékenységben, ugyanis a hokezelés
egyforma mértékben novelte meg az ivarvaltasi ratdit mindkét szarmazasi populacié utddaiban.
Hasonlé mikroevolicids véltozas varhatd az antropogén teriileteken is a melegebb mikroklima

miatt, azonban ezt empirikusan még nem vizsgaltak egyetlen faj esetében sem.



2. Célkitiizések

Kutatasunk célja a hdstressz altal indukalt ivarvaltasra vald hajlam Osszehasonlitasa erdei és
antropogén teriileteken ¢16 populaciok kozott erdei békanal (Rana dalmatina). Hipotézisiink, hogy
az antropogén teriileteken a melegebb mikroklima miatt az ivarvaltasra valo hajlam mértéke
evoluciosan megvaltozott a természetes ¢lohelyeken €16 populaciokhoz képest. Predikcionk ezek
alapjan, hogy amennyiben egy ,,common garden” kisérlet soran azonos mértékii hdstressznek
tesziink ki eltérd kornyezetbdl szarmazo erdei béka egyedeket, azok eltérd mértékben valtanak
ivart. A kutatashoz az emlitett fajt szdmos ismert tulajdonsdga teszi alkalmassa. E taxon XX / XY
ivari kromoszomarendszerrel bir, egyedei pedig hdstressz hatdsdra maszkulinizalédnak, azaz
laboratériumi kisérletek szerint a ndstény genotipusit egyedekben egy larvakori héhullamot
kovetden herék alakulnak ki [35]. Terepi megfigyelések alapjan a vadon €16 populaciokban a
fenotipusosan him felndttek kb. 20%-a genetikailag néstény, foleg a varosi és mezdgazdasagi

teriileteken [36]. Vizsgalatunk kérdése tehat 6koldgiailag relevans a fajban.



3. Anyag és modszer

3.1. Természetvédelmi engedélyek

Kisérletiinket a Pest Varmegyei Kormdnyhivatal Kornyezetvédelmi és Természetvédelmi
Féosztalya  engedélyezte = (PE-06/KTF/00754-8/2022,  PE-06/KTF/00754-9/2022,  PE-
06/KTF/00754-10/2022, PE/EA/295-7/2018), tovabba az ATK NOVI Etikai Bizottsaga is

jovahagyta kivitelezését.

3.2. A kisérleti allatok

A kisérlethez az allatok az erdei-antropogén teriileti felosztdsnak megfeleléen hat kiilonb6zo
populaciobdl szarmaztak (1. 4bra), melyhez populacionként hat csaladbol (petecsomobol)
kortlbeliil 50-50 friss petét gyttt kutatocsoportunk 2023. marcius 13. és 14. kozott. A fent
emlitett hat populaciob6él harom hegyvolgyes erdei ¢€léhelyen talalhatdo (Felséhosszurét:
47°43'37.00" 19°01'02.00", Mélymocsar: 47°4227.00" 19°0224.00", Paprét: 47°44'20.00"
19°00'43.00"), mig a tovabbi harom gylijtési helyszin olyan tavakbol allt, amelyek 500 m-es
korzetének legalabb 70%-at antropogén teriiletek teszik ki: fdleg varosi (Pilisvordsvar:
47°36'39.14" 18°55'21.49", Pilisszentivan: 47°36'21.89" 18°54'32.68") illetve mezdgazdasagi
(Hatarréti-t6: 47°38'48.20" 18°54'31.25") teriiletek. Ezeken az antropogén helyeken a viztestek
hémeérséklete szignifikansan magasabbnak bizonyult az erdei él6helyeken tapasztaltakhoz képest

a kutatocsoport altal elvégzett mérések alapjan [37].
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Budapest

1. abra: A hat populécio foldrajzi elhelyezkedése: Fels6hosszurét (kék), Mélymocsar (piros),

Paprét (sarga), Pilisvorosvar (lila), Pilisszentivan (sziirke), Pilisszanto (z61d)

Ezutan a begyijtott petéket a kutatdcsoport laboratdriumaba széllitottuk, ahol az egyes populaciok
kiilonb6z6 csaladjait egymastdl elkiilonitve, de azonos koriilmények kozott tartottuk. Ehhez az
egyes csaladok kiilon miianyag nevelédobozokba (19 x 30 x 15 cm) kertiltek, melyeket 1 cm
magassagig toltottiink fel vizzel. A teljes kisérlet soran specialis vizet, un. RSW-t hasznaltunk, hogy
ezaltal biztositsuk a peték, majd késébb az ebihalak normalis fejlddéséhez sziikséges
sokoncentracidkat. Ennek eldallitdsahoz 1 liter reverz-ozmozis sziirdn megtisztitott, UV-fénnyel
sterilezett csapvizhez a kovetkez6 sokat adtuk hozza: 48 mg NaHCOs3, 30 mg CaSO4 X 2 H>0, 61
mg MgSO4 x 7 H20, 2 mg KCI, tovabba levegdztetdvel biztositottuk a maximalis oxigéntartalmat.
A kisérlet soran marciustdl juliusig a dobozokat tartalmazo helység 1éghdmérsékletét fokozatosan
16-161 22 °C-ra (atlag £ szorés: 19.7 = 1.7 °C) emeltiik, tovabba a terem megvilagitasi viszonyait

a természetes sotét-vilagos ciklus alapjan hataroztuk meg.

Mikor az allatok elérték a szabadon Uszd fejléddési fazist, mely a Gosner-skdla szerint a 25.

stadiumnak felel meg [38], elkezdhettiik a kisérletet 2023. méarcius 28-an. Ehhez véletlenszeriien
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20-20 egészséges kinézetli ebihalat valasztottunk ki minden csaladbol, mely 6sszesen 720 egyedet
jelentett. A kisérletbe nem valasztott egyedeket ezutan, még ebihal korukban visszaszallitottuk, és

szabadon bocsatottuk eredeti szarmazasi helytikon.

3.3. Az ebihalak nevelése

Akisérlet soran az ebihalakat egyesével két literes miianyag nevelddobozokban tartottuk, melyeket
egy liter RSW-vel toltottiink meg. A dobozok elhelyezését illetéen random blokkos elrendezést
kovettiink (2. édbra), hogy ezaltal biztositsuk a hat populacié homogén eloszlasat a laboratérium
polcain. Az allatok vizét hetente kétszer cseréltiik, mig taplalékként f6zott, apritott spendtot

biztositottunk az ebihalak szdmara ad libitum mennyiségben.

2. abra: A dobozok random blokkos

elrendezése
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3.4. A hokezelés lebonyolitasa

Két héttel a kisérlet kezdete utan egy hat napos hokezelés vette kezdetét, mely egy korabban leirt
metodikat kovetett [35]. Ez id6 alatt az allatokat két liter RSW-ben tartottuk, melyet a dobozokban
kétnaponta cseréltiink, valamint ekkor az allatok etetését is elvégeztiik csdkkentett spenodt porciok
csokkenését. A kezelési idOszak soran a nevelddobozok tizenkettesével egy vizzel teli talcara
kertiltek, melynek tartalma vizpumpa altal volt keringetve, tovabba a hdékezelt csoportokban
akvariummelegitével melegitve is lett. A viz hdmérséklete a dobozokban a kezelés soran 27.7 +
0.4 (4tlag £ szoras) °C volt a hdkezelt allatokndl, mig a kontroll csoport esetében ez az érték 18.2
+ 0.4 (atlag + szorés) °C volt. A kezelés soran minden csaladbdl véletlenszerlien tiz-tiz ebihal lett
a hoékezelt és kontroll csoporthoz rendelve, mely elrendezés dsszesen 60 hokezelt, és 60 kontroll
ebihalat jelentett tavanként (populdcionként). A hat nap letelte utan az allatokat Gjra a fejlédésiik

elsd két hetében leirt mdodszerrel gondoztuk atalakulasuk kezdetéig.

3.5. A metamorfozis idészaka, majd a békak nevelése

Az allatok atalakulasanak, metamorfozisanak kezdetét a mellsé labak kibujésa jelentette, mely a
Gosner-féle skalan a 42-es stadiumnak felel meg. Ekkor viziiket 0.1 liter RSW-re cseréltiik,
dobozuk egyik oldalat pedig nagyjabdl 2 cm-rel megemeltiik, hogy igy biztositsunk az allatoknak
mind vizes, mind széraz életteret. Az emlitetteken feliil a dobozok nyitott tetejét lyukakkal boritott,
fényateresztd fedokkel is ellattuk. A metamorfozis ideje alatt az allatok nem kaptak élelmet,

ugyanis ilyenkor nincs sziikség erre, tekintve, hogy ekkor alakulnak at a szajképletek is.

Mikor az atalakulas teljesen végbement (teljes farok visszaszivas; 46-os stadium), az egyedeket 1j,
korabbival megegyez0, fedeles dobozba helyeztiik, melynek aljat nedves papirtorlovel béleltiik,
tovabba fedezék gyanant karton tojastartdé darabok is kertliltek a dobozokba. A békak ekkor
ugyanolyan laboratoriumi koriilmények kozott voltak tartva, mint ebihal korukban, igy hetente
kétszer, az eredeti vizcsere idOpontjdban lettek etetve, ellatva ad [libitum apré (2-3 mm-es)
tiicskokkel (Acheta domestica), melyeket eldzetesen meghintettiink 3:1 arany Reptiland 76280
(Trixie Heimtierbedarf GmbH & Co. KG, Tarp, Németorszag) €s Promotor 43 (Laboratorios Calier
S.A., Barcelona, Spanyolorszag) keverékkel, hogy igy biztositsuk az allatok sziikséges vitamin,

asvanyi anyag ¢és aminosav adagjat. Az elsd par hétben a tiicskok mellett kiegészitésképpen
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ugrovillasok is a taplalék részét képezték, tovabba, hogy elkertiiljiik a békak esetleges kiszaradasat,

minden etetés elott RSW-vel bespricceltiink dobozaikba.

3.6. A boncolas menete

Az allatok tulaltatasat, majd fenotipusos szexalasat 9-12 héttel metamorfézisuk lezajlasa utan
végeztiikk, mikorra az egyes ivarokra jellemzd gonadok megfelelden kialakultak, kénnyedén
tanulmanyozhatova valtak [39]. Boncolas el6tt az allatokat talaltattuk 6 g/L-es MS222 oldatban,
mely folyamat legalabb egy oran keresztiil tartott a biztos eutanizalas elérése érdekében (3. 4bra).
Az altatoszerhez a pH semlegesitése végett azonos mennyiségli NaH2PO4 st adtunk. Az allatok
tulaltatasat kovetden a DNS mintavételezésre keriilt sor, melyhez az allatok mindkét hatso labfejét
96 %-os etanolt tartalmaz6 eppendorf csébe helyeztiik, langsterilezett ollot és csipeszt hasznalva.
A kés6bbiekben e testrészekbdl tortént a DNS kivondsa, majd az azt kovetd genetikai
ivarmeghatarozas. A DNS mintavételezés kivitelezését kovetden felboncoltuk a testeket, és
megvizsgaltuk a belsd szerveket APOMIC SHD200 digitalis mikroszkop alatt. Az ivarmirigyek
mikroszkop alatt lathatd kiils6é megjelenése alapjan rogzitettiik, hogy az allat herével, vagy
petefészekkel bir (4. abra), meghatarozva fenotipusos ivarat. Az allatok nevelése, illetve a veliik
folytatott kisérletek kivitelezése soran, a kezdeti 720 egyedbdl végiil 438 jutott el a boncolasig,
maradt addig életben, mely szdm 282 egyed elhullasat jelentette. A mortalitas mindkét kezelési
csoportban hasonld volt (kontroll: 134, hokezelt: 148), ugyanakkor az antropogén eredeti
populacidkban joval tekintélyesebb mértékii pusztulds volt tapasztalhatdo, mint az erdei

populacidkban (1. tdblazat).
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3. abra: Az altatdszerben eutanizalt békak
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4. abra: Erdei béka gonaddok 16x nagyitdsndl: normal petefészkek (o), normal herék (t);

zsirtestek () [36]

1. tablazat: Tulélés az egyes €l6helyek kiilonb6zd populacidiban

El6hely Erdei Antropogén

Populacio | Fels6hosszarét | Paprét | Mélymocsar | Hatarrét | Pilisvorosvar | Pilisszentivan

Tulélés 79 92 91 49 80 47
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3.7. Genetikai ivar meghatarozasa

A DNS izolalast az eldzetesen 96%-0s etanolba rakott hats6 labfejek egyikébdl végeztiik el, a
masikat meghagyva a kés6bbi, esetlegesen felmertiil6 izolalasi hibak korrigalasara. A DNS kivonas
E.Z.N.A. Tissue DNA Kit (Omega) segitségével tortént, kdvetve a gyartd utasitasait, leszamitva,
hogy az emésztési idot egy éjszakara meghosszabbitottuk. Az izolalast kdvetden sziikség volt a
mintadk DNS koncentracidinak megallapitdsara, melyet NanoDrop spektrofotométer segitségével
mértiink be. Erre a [épésre azért volt sziikség, hogy a kapott értékek alapjan, megfeleld foku higitast
genotipusos ivar azonositdsdhoz a DNS mintdkat egy nemrégiben publikalt, erdei békara
kifejlesztett molekuldris marker segitségévelt teszteltiik, kovetve a cikkben leirt protokollt [36].
Ennek sordn az izolatumokat Rds3-HRM-F/R markerre (>95%-0s ivarhoz kotottség) teszteltiik,
amihez nagyfelbontasu olvadasgorbe (HRM) analizist alkalmaztunk, mivel a HRM lehetéveé teszi
az SNP-k (egypontos nukleotid-polimorfizmus) kimutatisat az olvadasi hémérséklet pontos
meghatarozasaval, igy biztositva az egyes genotipusok gyors és preciz megkiilonbdztetését. A
reakciokat Roche LightCycler® 96 qPCR késziiléken futtatuk, az eredményeket pedig a
LightCycler 96 v.1.1.0.1320 szoftverrel (Roche Diagnostics International LTD) elemeztiik (5.
abra). Azokat az egyedeket, melyeknél a fenotipusos ivar nem egyezett a marker altal jelzett

genetikai ivarral, ivarvaltottnak nyilvanitottuk.
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5. abra: HRM-alapu genotipizalas az Rds3 markerrel a LightCycler 96 v.1.1.0.1320 szoftver
»Normalized Melting Peaks plot” nevii abraja alapjan. A kék szinli gérbék az XY, a rozsaszintiek
pedig az XX genotipusokat reprezentaljak. Mindkét ivar esetében megfigyelheté egy masodik,
nem ivarhoz kotott SNP is a marker altal amplifikalt szakaszon, ami megvaltoztatja a gorbék
alakjat. Ez lehet6vé teszi négy kiilonboz6 genotipus (1 SNP him, 2 SNP him, 1 SNP ndstény, 2

SNP ndstény) megkiilonboztetését.
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3.8. Statisztikai elemzés

A vizsgélathoz tartoz6 elemzést, melynek egységei az egyes erdei béka egyedek voltak, R
szoftverrel végeztiik [40]. Kérdéseink megvalaszolasara altaldnositott linearis kevert modellt
alkalmaztunk, melynek felallitisdhoz az Ime4 csomag glmer fliggvényét hasznaltuk [41], mig az
elézetes modelldiagnosztikdhoz a DHARMa csomag simulateResiduals parancsat vettiik igénybe

[42].

El6szor tobb, szam szerint hdrom darab potencidlis modellt allitottunk fel (kizarolag az XX
egyedek, azaz genetikai ndstények korére, mivel csak itt kovetkezhet be maszkulinizacio, igy
biztositva az ivarvaltasra vonatkozo6 kérdések pontos vizsgalatat), melyek koziil modellszelekcios
eljarassal (,,likelihood ratio” tesztekkel, majd az AIC értékek biralataval) valasztottuk ki a
legmegfelelobbet. A harom modell egymastol csupan a random faktorok tekintetében tért el: az
egyik modell csak a csaladot, a masik csak helyet (populaciot), a harmadik pedig ezek mindegyikét
tartalmazta, a csalad random hatasat a populécid6 random hatidsaba agyazva. Modelljeinkben a
hibaeloszlas binomialis volt, ugyanis fliggd valtozoként az allatok fenotipusos ivarat (him /
ndstény) adtuk meg. A magyarazé valtozok koziil fix faktornak a kezelést (kontroll / hdkezelt) és
az ¢ldhelyet (erdei / antropogén) valasztottuk, melyek hatdsanak interakciojara voltunk elsésorban
kivancsiak. Miutan megbizonyosodtunk rdla, hogy a modellszelekci6 sordn valasztott modelliink
illesztésének minden statisztikai feltétele teljesiil a diagnosztika alapjan, kiértékelhettiik az

eredményeket, melyek elbirdlasakor 5%-os szignifikancia kiiszobot vettiink alapul.
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4. Eredmények

A vizsgalat soran a sikeresen genotipizalt 438 egyed alapjan kideriilt, hogy az Rds3 marker alapjan
187 ndstény és 213 him esetében megegyezett a fenotipusos ivar a genotipusos ivarral, 38 egyed
pedig ivarvaltottnak bizonyult (2. tabldzat). Bar mind az erdei, mind az antropogén populaciok
esetében a kontroll és a hdkezelt csoportban is egyarant detektdlhatdo volt bizonyos mértéki
ivarvaltas, a hdkezelt csoportokban ez a jelenség mindig gyakoribbnak bizonyult (6. abra). Tovabba
az antropogén populaciokban mind kontroll, mind hdkezelt kezelésben nagyobb mértékii

ivarvaltasi rata volt detektalhatd, mint az erdei ¢l6helyrdl szarmazé egyedek megfeleld kezelési

csoportjaiban (2. tdblazat, 6. abra).

2. tablazat: A genetikai és fenotipusos ivar harom kombinaciojanak megoszlasa szdrmazasi

¢l6hely és kezelési csoport fliggvényében

Eléhely Erdei Antropogén
Kezelési csoport Kontroll Hoékezelt Kontroll Hoékezelt
XX him
(ivarvéltott) 4 1 6 17
Genotipus -
fenotipus | XX ndstény 63 50 47 27
kombinacio
XY him 61 73 45 34
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6. abra: Az egyes fenotipusos ivarok relativ megoszlasa szarmazasi é16hely és kezelési csoport

figgvényében az XX néstények kdzott

A kezdeti harom potencialis modell vizsgalatanal ahhoz a modellhez viszonyitva, melyben mind a
csalad, mind a helyszin (populacio) szerepelt random faktorként, a helyszin elhagyasa nem rontott
a modell illeszkedésén (az AIC 187.75-r6l ugyan 185.75-re csokkent, de a likelihood ratio teszt
alapjan ez a kiilonbség nem volt szignifikans: p > 0.9994), azonban a csalad elhagyasa igen (az
AIC 187.75-r61 193.96-ra nétt, p = 0.004). Ezen eredmény jelzi, hogy a csalddok kozott jelentds
eltérések vannak az ivarvaltasi gyakorisagban. A leirtakra alapozva, végiil csak a csaladot tartottuk

meg random faktorként végleges modelliinkben.

Amennyiben a modell eredményeit attekintjiik (3. tablazat), lathatjuk, hogy az 6. abraval
Osszhangban szignifikans kiilonbség detektalhatd az ivarvaltasi ratdban a hokezelt és a kontroll
csoport kozott, az el6bbiek javara (4-5. tablazat). Az antropogén teriiletekrdl szarmazoé egyedekben
magasabb a maszkulinizacio valoszinilisége, mint az erdei él6helyekrdl szdrmazo egyedeknél (5.
tablazat), de ez a kiilonbség csak margindlisan szignifikdns (3. tablazat). A kezelés és az él6hely
interakcidja nem szignifikans (3. tdbldzat), ami azt jelenti, hogy a hdstressz hasonldé mértékben

novelte az ivarvaltasi ratat az antropogén €s az erdei ¢l6helyekrdl szarmazo egyedek esetében.
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3. tablazat: A genetikai és fenotipusos ivar harom kombinacidéjanak megoszlasa szarmazasi

¢l6hely és kezelési csoport fliggvényében

Fix hatas & Szabadsagi fok P-érték

Kezelés 12.2593 1 0.0005
Szarmazasi él6hely 3.2280 1 0.0724
Kezelés - El6hely interakcio 0.2495 1 0.6174

4. tablazat: Az XX néstények XX himmé valo atalakulasanak (maszkulinizécidjanak)

valosziniisége, tovabba az ehhez tartozd standard hiba és 95%-os konfidenciaintervallum (K.I.)

a binomialis kevert modell becslése alapjan

stiir"m azasi | Kezelési IVZ}I‘V?’I lt,,é s’i Star_ldard K.I. als6 hatara | K.I. fels6 hatara
¢él6hely csoport valésziniiség hiba
Hdokezelt 0.1267 0.0568 0.0504 0.284
Erdei
Kontroll 0.0372 0.0241 0.0102 0.126
Hokezelt 0.3284 0.1057 0.1605 0.556
Antropogén
Kontroll 0.0771 0.0418 0.0258 0.209
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5. tablazat: Az XX néstények XX himmé valo atalakulasanak (maszkulinizaci6janak)

esélyhdnyadosa a hokezelt csoportban a kontroll csoporthoz viszonyitva, tovabba az ehhez

tartozo standard hiba a binomialis kevert modell becslése alapjan.

Szarmazasi

Standard

&l6hely Osszehasonlitas Esélyhanyados hiba P-érték
Erdei Hokezelt / Kontroll 3.75 2.48 0.0458
Antropogén Hokezelt / Kontroll 5.85 3.52 0.0033
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5. Kovetkeztetések

Kisérletlinkben szignifikans kiilonbséget detektaltunk erdei békak ivarvaltasi ratajaban a hokezelt
¢s a kontroll csoport kdzott az elsd csoport javara: a hdstressznek kitett csoportban a genetikailag
néstény egyedek kb. 27%-a fenotipusos himmé fejlédott. Ehhez hasonld eredményrdl szamolt be
egy korabbi tanulmany is [35], melyben ugyanolyan koru ebihalakat tettek ki hdstressznek, mint a
dolgozatomban bemutatott vizsgalatban, és > 94%-0s maszkulinizaciot tapasztaltak. A szdmszer(i
kiilonbség egyik oka lehet, hogy a mi atlagosan 27,7°C-os beallitdsunk (kontroll: 18,2°C) helyett
az allatok 28,1 illetve 30°C-os hokezelésben (kontroll: 19°C) részesiiltek az el6z6 kisérletben.
Tovabbi eltérés volt, hogy e munkiban az allatok bar szintén Pest varmegyébdl szarmaztak, a
konkrét szadrmazdsi populaciok eltértek a két vizsgalat kozott. Kisérletiink altal tovabbi
megerdsitést nyert az a megfigyelés, hogy az erdei békakat hdstressz hatasara fokozott
maszkulinizacids ivarvaltasi rata jellemzi. Ezen feliil vizsgalatunkban nemcsak a hdokezelt, de a
kontroll csoportban is tapasztalhatd volt némi ivarvaltas, csakigy, mint a kutatocsoportunk két
korabbi vizsgalataban [35, 43]. Ez a megfigyelés arra utal, hogy bizonyos egyedek akar viszonylag
stresszmentes koriilmények kozott is valthatnak ivart, azaz létezhet egyfajta intraspecifikus
valtozatossag az ivarvaltasi hajlamban a vizsgalt fajon beliil. Bar e vizsgalatokban a kontroll
csoportban ki lett zarva a hé- illetve a kémiai stressz, egyéb zavard hatasok tovabbra is
megmaradtak ebben az ivarmeghatarozas szempontjabdl kritikus egyedfejlédési periddusban.
Példaul a vizcserék és etetések alkalmaval torténd emberi zavards is jelenthetett az allatoknak
egyfajta predacios stresszt, vagy a nevelddobozok kis méretébdl eredd bezartsagot is érzékelhették
stresszhatasként. Lehetséges, hogy a kontroll csoport néhany egyede ezek hatasara valtott ivart,

feltehetdleg fokozott érzékenység miatt.

Masik eredménylink, hogy az antropogén teriiletekrdl szdrmaz6 egyedekben magasabb volt a
maszkulinizacid valdszinlisége, mint az erdei él6helyekrdl szarmazo egyedeknél, bar ez a
kiilonbség csak marginalisan tekinthetd szignifikdnsnak. Ehhez hasonld trendrdl szdmolt be a
kutatécsoportunk egy kordbbi tanulmdnya is, amely a gliikokortikoidok (e faj esetében
kortikoszteron) szerepét tesztelte az ivarvaltas folyamataban, két varosi és két erdei populacidbol
szarmaz6 erdei békakat vizsgalva (melyek nem egyeznek meg a jelen kisérletben vizsgalt
populéciokkal). Ennek soran az ivarvaltési rata a varosi populaciok esetében a mi eredményeink
tiikrozte trendet kovetve, viszont azzal ellentétben szignifikdnsan jelentésebbnek bizonyult, mint

az erdei szarmazasu fajtarsaknal [43]. Vizsgalatunk, illetve a korabbi ,,common garden” kisérlet
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eredményei arra utalnak, hogy az ivarvaltasra valo hajlam erdsebb az antropogén populaciokban,
mint a természetes erdei éldhelyek esetén. Ez alapjan feltételezhetd, hogy megkezdddott egy
mikroevolucids divergencia az antropogén ¢€s erdei populaciok kozott az ivarvaltasi hajlamban.
Megjegyzendd, hogy efféle tobb generacion ativeld alkalmazkodas nemcsak mikroevolacids
modon, azaz a genetikai differencialodds utjan torténhet, hanem epigenetikai, vagy egyéb
transzgeneracios plaszticitdsi mechanizmusok formajaban egyarant [44]. Ezen feliil azt is érdemes
szem el6tt tartani, hogy mikroevolicié nemcsak természetes szelekcid utjan torténhet. A valtozas
a vizsgalt jellegben lehet neutralis vagy sz€lsdséges esetben akar maladaptiv is az éldlényre nézve
[44]. Ez utobbi forgatdkonyvek kiillondsen azon vérosi populdciok esetében elképzelhetdek,
melyek meglehetdsen izolaltak egymastdl az élohelyek fragmentacidja miatt [45, 46], és igy
példaul a kornyezeti stresszre hiperérzékeny genotipusok gyakoribbak lehetnek az alapité vagy
palacknyak hatas és a beltenyésztettség eredményeként. Kutatdsunk kovetkezd 1épéseként fontos
lenne megvizsgalni a jovoben, hogy az ivarvaltas a fitneszre nézve eldnyds, semleges, vagy éppen
karos, hogy igy eldonthessiik, hogy amennyiben torténik miroevolicids divergencia az ivarvaltasi
hajlamban az é16helyek kozott, az adaptiv-e. Az erdei békaknal eddig csak kozvetett adatok alltak
rendelkezésre ennek a kérdésnek a vizsgalatdhoz. A kutatocsoportunk egy korabbi tanulménya,
mely a fitnesszel kapcsolatos tulajdonsagokat az allatok korai életszakaszaban vizsgalta fogsagban,
sem egyertelmiien eldnyds, sem egyontetiien karos eltéréseket nem talalt az ivarvaltott egyedekben
a nem ivarvaltott fajtarsakhoz képest, hanem végiil azt a hipotézist fogalmazta meg, hogy az
ivarvaltas fitneszre gyakorolt hatdsa annak etiologidjatol fiigg [47]. Azonban egyértelmii valaszt a
kérdésre csak a szabadon ¢él6 allatok tulélésének és szaporodasi sikerének éveken 4t tartd

vizsgalataval kaphatunk majd.

A kezelés és az €l0hely interakcioja nem lett szignifikans vizsgalatunkban, ami arra utal, hogy a
hoéstressz altal indukalt ivarvaltasra valo érzékenység hasonld mértékii az antropogén és az erdei
¢léhelyekrdl szarmazo allatok esetében, tehat feltehetéleg nem tortént mikroevolucios divergenca
az ismertetett allomanyok kozott abban, hogy héhullam hatasara milyen mértékben ndvekszik meg
az ivarvaltds valoszinlisége a kontroll csoportban megfigyelt "alap" valoszinliséghez képest.
Masként fogalmazva: bar az antropogén teriileteken €16 populaciokban magasabb az ivarvaltasi
hajlam, mint a természetes teriileteken, ez a kiilonbség hasonld mértékii a két €léhelytipus kozott a
larvakorban tapasztalt hdmérséklettdl fiiggetleniil: akar éri hdstressz az ebihalakat, akar nem. Ezt

tobbféle indokkal is magyarazhatjuk. Egyrészt, elképzelhetd, hogy nincs sziikség az ivarvaltasra
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crer

befolyasolja az ivarvaltés, igy neutralis tulajdonsag a vizsgalt populdciokban az, hogy a hdstressz
hatasara milyen valosziniiséggel torténik maszkulinizacid. Ennek teszteléséhez olyan vizsgalatra
lesz sziikség, amely Osszehasonlitja a hostressz hatdsara ivart valtott egyedek fitneszét az
ugyanolyan hdstresszt atélt, de nem maszkulinizalt egyedek fitneszével. Masrészt az is lehetséges,
hogy hidba lenne ra szelekcid, nincs az ivarvaltds homérsékletre valod érzékenységének
orokolhetdsége, azaz nincs genetikailag kddolva ez a tulajdonsag. Ez az elképzelés azért szamit
megkérdojelezhetdnek, ugyanis esetiinkben a csalad-hatas szignifikdnsak mutatkozott, jelezve,
hogy bizonyos testvércsoportok kisebb vagy nagyobb mértékben véltanak ivart fiiggetleniil a
kezelés tipusatol. Ez az eredmény arra utal, hogy lehet 6rokolhetdség az ivarvaltasi hajlamban. Ez
alapjan elképzelhetd, hogy az ivarvaltds hdmérsékletre valo érzékenysége is genetikailag kodolt
legyen. Ez utobbit viszont nem tudtuk jol kimérni, mert tal alacsony volt az egyedszam, a mortalitas
miatt szamos egyed kiesett a vizsgélatbol. Mivel az ivarvaltasi hajlamot csak a genetikailag ndstény
egyedek fenotipusos ivaraval tudjuk mérni, ami egy binaris véaltoz6, igen nagy mintaszam
szlikséges annak megfeleld statisztikai erdvel torténo teszteléséhez, hogy a testvércsoportok kdzott
kiilonbozik-e (ismételhetd-e) a hdkezelésre adott valasz mértéke; ehhez tovabbi vizsgéalatok
szlikségesek. Harmadrészt az is lehetséges, hogy, amennyiben az ivarvaltds nem neutralis a
fitneszre, tovabba az ivarvaltds hdmérsékletre valo érzékenysége is genetikailag kodolt, valami
lassitja, akadalyozza a mikroevoltciot. Példaul, tal kevés 1d6 telt el mikroevolucios divergencia
kialakuldsdhoz azota, hogy a klimavaltozas révén a hoéhulldmok gyakorisiga és mértéke az
antropogén ¢élohelyeken elérte azt (az erdeiekhez képest magasabb) szintet, ami a szabadon él6
populéciokban mar elég gyakorivd teszi az ivarvaltdst ahhoz, hogy érvényesiilhessen ra a
természetes szelekcid. Ez mar csak azért is lehetséges, mert az erdei béka generacios ideje
viszonylag hosszabb, atlagosan 2-3 év, és az allatok ivarérettségiiket is himek esetében legkorabban
1-2, ndéstények esetében 2-3 évesen érik el [48]. Az iddbeli korlat mellett, tovabb gatolhatja a
mikroevolucids elkiiloniilést a populdciok kozotti génaramlas, mely kiegyenlitheti a szelekci6 altal
felhalmozott kiilonbségeket a kiilonboz6 allomanyok kozott. Erre azért van lehetdség, mert bar a
faj tobbnyire filopatrikus, azaz ugyanoda tér vissza szaporodni, amely viztestbdl szarmazott,
el6fordulnak olyan egyedek is, melyek képesek komolyabb, akar >1 kilométeres tavolsagok
megtételére [49], igy eldéfordulhat, hogy egy erdei populdciobol szarmazéd egyed egy varosi

populécidban szaporodik, vagy épp forditva. Ugyanakkor az antropogén teriiletek fragmentécio
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altali izolaltsaga miatt feltételezhetjiik, hogy az ilyen génaramlés az erdei béka populacioi kozott

meglehetdsen ritka, példaul az autdutak jelentds migracids barriert jelentenek a faj szdmara [45].

Munkédm eredményeit Osszegezve, mivel az ivarvaltasi hajlamnak valoszinlileg van genetikai
komponense (melyre a testvércsoportok kozt jelentdsen eltéré mértéki ivarvaltas utal), teljesiti a
természetes szelekcio altali adaptacio feltételei koziil az egyiket. Ezéltal, ha a masik feltétel is
fennall, tehat ha az antropogén homérsékletvaltozas szelekcidos nyomast gyakorol az ivarvaltasi
ratara, a populaciok evoluciosan alkalmazkodhatnak ehhez tgy, hogy megvaltoztatjak a hdstresszre
adott valaszukat (azt, hogy milyen mértékben né az ivarvaltas valdsziniisége hohullam hatasara).
Eredményeink szerint a hazai populaciokban ilyen valtozds még nem kovetkezett be, am a
klimavaltozas folytatddasa esetén potencialisan végbe mehet. A vizsgalatunkban megfigyelt trend
alapjan az ivarvaltasra vald hajlam (a larvakorban tapasztalt hdmérséklettdl fliggetleniil) magasabb
az antropogén teriiletekrdl szarmazo populacidkban, és feltételezhetd, hogy ez az ¢éldhelyiikon
gyakrabban el6forduld héhulldmok kovetkeztében nagyobb szamu ivarvaltast eredményez ott,
mint a természetes €élohelyeken. Egy masik, szintén a kutatocsoportunk tagjai altal elvégzett
tanulmany hasonldé megallapitasra jutott. Ez terepen begy(ijtott felndtt egyedeken alapult, és
ivarvaltasi mutatoként a fenotipusos himek kozott mérte az XX genotipusuak ardnyat, igy
jellemezve az ivarvaltasi ratat 11 hazai erdei béka populdcioban. E moddszereket alkalmazva
kimutatta, hogy az antropogén teriileti lefedettség (a t6 500 m-es korzetében a varosi és
mezOgazdasagi terililetek ardnyanak) ndvekedésével szignifikdnsan né a maszkulinizalt egyedek
aranya [36]. Erdekes médon, ugyanezeken az éléhelyeken egy masik fajt, a barna varangyot (Bufo
bufo) vizsgalva, az antropogén lefedettség nem fliggott Ossze az ivarvaltasi rataval, mely a
szabadon ¢l6 felndtteknél igen ritkdnak adodott [50]. Raadéasul a barna varangyok esetében az
allatokat larvalisan egy ,common garden” kisérletben két gyakori Osztrogénikus
szennyezOanyagnak kitéve, nem volt tapasztalhaté kiilonbség a feminizacids ivarvaltasi
gyakorisagban az antropogén ¢€s természetes ¢l6helyek kozott [5S0]. Tehat mind a fajok kézott, mind
a fajokon beliil kiilonbségek lehetnek az ivarvaltasra valo hajlamban, és ezeknek a kiilonbségeknek
természetvédelmi jelentdsége is lehet, ezért fontos lenne tovabbi vizsgalatokkal az okokat és a

kovetkezményeket feltarni.
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6. Osszefoglalas

Az emberi tevékenység nyoman szamos valtozas indukalodik a kornyezetben, melyek biologiai
kovetkezményeinek megértése az 6koldgia €s a természetvédelem fontos céljai kozé tartozik. Az
emberi eredetli valtozasok kdzismert formaja az €lettérek (levegd, viz, szarazfold) homérsékletének
emelkedése, példaul a varosi hdsziget hatas és az arnyékold vegetacid hianya révén. E
mikroklimatikus valtozasok kiilondsen érzékenyen érintik a természetvédelmileg oly fenyegetett
kétéltiieket, tobbek kozott azért, mert az egyedfejlodésiik korai szakaszaban tapasztalt szEélséséges
hémérsékletek hatasara ivarvaltdson eshetnek at. Az ivarvaltott egyedek fenotipusos ivara eltér a
genotipusos ivaruktol, ami hatassal lehet a fitnesziikre és ezaltal a populaciddinamikara is. Mivel
az antropogén kornyezet gyakrabban okozhat ivarvaltast, szelekcids nyomadst gyakorolhat az
ivarvaltasi hajlamra, igy az megvaltozhat mikroevolicido vagy fenotipusos plaszticitds utjan.
Vizsgalatunkban arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy eltér-e az antropogén ¢s erdei ¢l6helyek
kozott az ivarvaltdsi hajlam mikroevolicids adaptacid eredményeként erdei békdk (Rana
dalmatina) populacidiban. Ebben az XX/XY ivari kromoszéma rendszerli fajban a larvakori
héstressz hatasara az XX ndstényekbdl fenotipusos himek fejlédnek ki, és ilyen ivarvaltott egyedek
viszonylag nagy aranyban fordulnak eld a vadon ¢él6 populdciokban, foleg a varosi és
mezdgazdasagi teriileteken. A kisérletlink sordn azonos koriilmények kozott neveltiink fel harom
erdei és harom antropogén él6helyrdl szarmazo6 egyedeket pete koruktol az atalakulds utani két
honapos korig. Az allatok felét a larvafejlédés 3. hetében hatnapos hdstressznek tettiik ki, majd
Osszehasonlitottuk az ivarvaltasi aranyokat. Ahogy vartuk, magasabb volt az ivarvaltasi arany a
hokezelt (26,67%), mint a kontroll csoportban (8,33%), azonban a hdkezelésnek ez a hatdsa
hasonld mértékii volt mindkét éléhelytipusbol szdrmazo egyedeknél (a kezelés és a szarmazasi
¢lohelytipus interakciojanak nem volt szignifikdns hatdsa). Az antropogén populacidk esetében
mind a hdékezelt, mind a kontroll csoportban kb. 2,33-szor gyakoribb volt az ivarvaltds, mint az
erdei populaciok megegyezd csoportjaiban, bar ez a kiilonbség csak marginalisan volt szignifikans.
Az egyes testvércsoportok kozott viszont jelentds variabilitast tapasztaltunk az ivarvaltasi rataban.
Eredményeinkbdl arra kovetkeztethetlink, hogy az erdei békakndl az ivarvaltasra vald hajlam
mértéke 0rokolhetd és az antropogén populacidkban magasabb, ami az él6helyiikon gyakrabban
eléforduld hohullamok kovetkeztében nagyobb szamu ivarvaltdst eredményez ott, mint a
természetes ¢él0helyeken. Az, hogy az antropogén teriiletekrdél szdrmazd egyedek kontroll és

hokezelt koriilmények kozott is magasabb ivarvaltasi ratat produkaltak, mint az erdeiek,
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mikroevolucids elkiilontilésre utal a két ¢€lohelytipus kozott, azonban tovabbi vizsgalatok

szlikségesek annak kideritésére, hogy ez a fokozott ivarvaltasi hajlam adaptiv-e.
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7. Summary

Human activities induce numerous changes in the environment, and understanding the biological
consequences of these changes is one of the key goals of ecology and conservation. A well-known
form of human-induced change is the increase in the temperature of habitats (air, water, land), for
example, due to the urban heat island effect and the lack of shading vegetation. These microclimatic
changes particularly affect amphibians, which are already highly threatened in terms of
conservation, partly because extreme temperatures experienced during the early stages of their
development can lead to sex reversal. In sex-reversed individuals, the phenotypic sex differs from
their genotypic sex, which can impact their fitness and thus population dynamics. Since
anthropogenic environments may more frequently cause sex reversal, they can exert selective
pressure on the propensity for sex reversal, potentially altering it through microevolution or
phenotypic plasticity. In our study, we tested whether the propensity for sex reversal differs between
agile frog (Rana dalmatina) populations from anthropogenic and forest habitats as a result of
microevolutionary adaptation. This species has XX/XY sex chromosome system, and heat stress
during the larval stage results in XX females developing into males. Such individuals are found at
relatively high rates in wild populations, especially in urban and agricultural areas. In our
experiment, we raised individuals from three forest and three anthropogenic habitats under
identical conditions, from the eggs until two months after metamorphosis. Half of the animals were
exposed to six days of heat stress during the third week of larval development, after which we
compared the sex-reversal rates. As expected, the sex-reversal rate was higher in the heat-treated
(26.67%) than in the control group (8.33%). However, the effect of heat treatment was similar in
both habitat types (the interaction between treatment and habitat type had no significant effect). In
the anthropogenic populations, sex reversal was approximately 2.33 times more frequent in both
the heat-treated and control groups compared to the corresponding groups in forest populations,
although this difference was only marginally significant. We also observed significant variability
in sex-reversal rates among sibling groups. Our results suggest that the propensity for sex reversal
in agile frogs is heritable and higher in anthropogenic populations, which results in more frequent
sex reversal due to the higher incidence of heatwaves in their habitats compared to natural habitats.
The fact that individuals from anthropogenic areas produced higher sex-reversal rates under both

control and heat-treated conditions than those from forests suggests microevolutionary divergence
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between the two habitat types. However, further research is needed to determine whether this

increased propensity for sex reversal is adaptive.
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9. Koszonetnyilvanitas

Ezuton is szeretném kiilon megkdszonni témavezetdim, Dr. Bokony Veronika és Balogh Emese
allando6 segitségnyujtasat, utmutatasat, tapasztalataik tovabbadasat, kiknek jelentds szerepe volt
munkam 1étrejottében. Tovabba, halaval tartozom az egész Lendiilet Evolicios Okoldgiai
Kutatocsoportnak, kik egytdl egyig részt vettek az allatok felnevelésében, gondozéasaban, és a
kisérlet lebonyolitdsdban. Mivel munkam molekuléris laboratériumi részét pedig a HUN-REN
Agrartudomanyi Kutatokdzpont Novényvédelmi Intézetében, tovabba az Allatorvostudoményi
Egyetem Gyogyszertani és Méregtani Tanszékén, valamint az Okologiai Tanszék Konzervécio-
Genetikai Kutatocsoportjanak laboratoriumaban végeztem, e laboratoriumoknak is halas vagyok a

befogadasért, a helyszin biztositasaért.
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