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1. Bevezetés

1.1 A Batrachochytrium dendrobatidis jellemzése

A 1980-as, 90-es években, Ausztralidban ¢és Kozép-Amerikdban olyan kétélti
allomanyok hirtelen csokkenését figyelték meg kutatok, amelyek védett, illetve ember altal
¢érintetlen helyeken éltek. Az érintett fajok élohelyei patakok menti, magasabban fekvd
teriiletek voltak. A dramai csokkenést a vizsgalatok alapjan nem indokolta kornyezeti
faktorok valtozasa, igy az eredmények egy vizhez kotott, magas virulenciaja, eddig ismeretlen
patogén jelenlétére mutattak (Laurance 1996, Lips 1998).

Berger ¢s munkatarsai 1998-ban le is irtdk ezt a korokozot, amely a rajzosporas
gombak kozé tartozik, de egyediilallo modon, egyéb kitrid gombékkal ellentétben
gerinceseket, pontosabban kétéltiieket fertdz meg. A csoportba tartozo fajok jellemzden talaj-
vagy vizlako szervezetek, melyek a kornyezetiikben taldlhat6é Kkitint, keratint, ndvényi
detrituszt fogyasztjak és elsédleges lebontoként, szaprofitaként fontos szerepet toltenek be az
okoszisztémaban. Egyes taxonok megtalalhatok gombak, edényes novények, férgek vagy
rovarok parazitaiként is, gerincesek ¢16skoddiként viszont még soha nem irtak le dket ezeldtt.

Az ultrastrukturalis taxondmiai vizsgalatok soran bebizonyosodott, hogy jelen esetben
uj fajrol és egyben 10j genuszrol van szd. Besorolasa: phylum Chytridiomycota, classis
Chytridiomycetes, ordo Chytridiales (Longcore, 1999). A faj a Batrachochytrium
dendrobatidis (késobbiekben: Bd) nevet kapta, a békafaj utan, melyr6l izolaltak (Dendrobates
azureus — kék nyilméregbéka). A genusz név gorog eredetil, jelentése: batracho = béka, chytr
= agyag edény. A B. dendrobatidis sporangiumok kor- illetve ovalis alakuak, a kétéltiiek
epidermiszében talalhatok meg. A fert6zés kizardlag a stratum corneum, stratum granulosum
régetekre korlatozodik, igy a tiinetek is tobbnyire csak a kiiltakaron lathatoak. Ezek a
kovetkezok lehetnek: az epidermisz intenziv hamlasa, borlevalas, esetleges fekélyek (Berger
et al.,, 1998). Egyéb viselkedésbeli tiinetek jelentkeznek a fert6zés utolsd stadiumaban,
példaul az allatok mozdulatlanul és védteleniil iilnek, letargikusak, étvagytalanok. A halal
altalaban par nappal az emlitett szimptomak megjelenése utan kovetkezik be (Berger et al.,
1999).

Maga a sporangium kor alakq, rajta egy kivezetd csatorna talalhatod, melyen keresztiil a

zoosporak tavoznak a kiilvilagba (1. abra).
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1. abra: B. dendrobatidis egy Litoria caerulea egyed bérében. A még éretlen sporangiumok a bér mélyebb
rétegeiben helyezkednek el (nyilheggyel jeldlve). Az érettek sotét zoosporakat (Z) tartalmaznak vagy mar iiresek

és kivezetd csoveik nyitva vannak (D). Forras: Berger et al. 2005.

A zoosporak hosszikas, ovalis alaktiak és egy ostorral rendelkeznek (Berger et al., 1998), 2.

abra.

2. abra: A B. dendrobatidis zoospora hosszmetszete Berger 1998-as cikke alapjan (Rb = riboszomalis teriilet,

N = nukleusz, L = lipidszemcse, m = mikrotest, mi = mitokondrium, k = kinetoszoma, fl = flagellum)

A kivezetd csovon keresztiil tdvozott zoosporak kemotaxissal taldlnak rd a gazdadllatokra és

az epidermiszbe jutast kdvetd 4-5 napban érett sporangiumokka fejlddnek (Longcore, 1999).



Itt a kifejlett allatok borében taldlhatd keratint fogyasztjak. Larvak esetében csak a szajrész
keratinizalt, igy a gomba csak ott taldlhaté meg, ezért a fertdzés nem okoz halalt. A szajképlet
szerkezetének megvaltozasa azonban negativan befolyasolja az ebihalak taplalékfelvételi
képességét, igy ratermettségiik csokkenhet. A metamorfozist kdvetden viszont, mikor a
keratinizacio kiterjed az egész testre, a fiatal allatok nagymértékii elhullasa figyelhetd meg
(Berger et al., 1998).

Arra a kérdésre, hogy a gomba hogyan képes a kétéltiiek halalat okozni ugy, hogy
csupan az epidermiszben van jelen, tobb alternativ magyarazat l1étezik. Egy vizsgalat szerint
lehetséges, hogy a Bd halalos toxinokat termel a fert6zés elétt vagy utan (Blaustein et al.,
2005). Masok ugy gondoljak, hogy a vizfelvételt zavarja az allatokban és igy kiszaradas
kovetkeztében pusztulnak el (Berger et al., 1998). A legval6szinlibb magyarazat viszont az,
hogy a kétéltiiek szervezetében a fertdzés felboritja az ozmotikus egyensulyt, ami a
vizhaztartas szabalyozasanak felborulasahoz és neurologiai zavarokhoz vezet (Voyles et al.,
2007).

1.2 A Bd globalis elterjedése

Ma mar az Antarktisz kivételével minden foldrészen megtalalhaté a B. dendrobatidis
gombafaj, 6sszesen tobb mint 350 kétéltiifajt fertézve meg. Ezek koziil 200 faj allomanyanak
csokkenésében kiemelt szerepe van (Skerratt et al., 2007). Néhany esetben a koérokozod az
nemzetsége (Rheobatrachus sp.), a panamai csonkaujju béka (Atelopus zeteki) és a

Taudactylus acutirostris (Fisher et al. 2009).
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3. abra: B. dendrobatidis pozitiv mintak szama az egyes orszagokban.

Forras: http://www.spatialepidemiology.net/bd-maps/

A legkorabbi adat Bd-vel fert6zott kétéltii egyedrdl 1938-bol szarmazik (Weldon et al.,
2004). A kutatok ugy vélik, hogy a kitridiomikozis egy stabil, endemikus fert6zés volt
Afrikan beliil évtizedeken keresztiil, majd az afrikai karmosbéka (Xenopus laevis) nemzetko6zi
kereskedelme altal kezdett elterjedni vilagszerte.

A terjedés modja egyeldre nem teljesen tisztazott. Az allatkereskedelmen kiviil szamos
uton mehetett végbe a térhoditas. Johnson és munkatarsai 2005-ben in vitro koriilmények
kozott kimutattak, hogy a Bd harom honapig életben maradhat steril, nedves homokban, igy a
kéteéltl ¢éléhelyeken eléfordulod egyéb allatfajok, melyek a vizes talajra 1épnek, terjeszthetik a
gombat. Tovabba azt is bebizonyitottak, hogy madarak tollan a gomba 1-3 orat is tulélhet, ami
felveti annak a lehetdségét, hogy vizi madarak a kitridet egyik kétéltii-¢16helyr6l a masikra
viszik (Johnson and Speare, 2005). Nagy szerepet jatszhatott a fert6zés terjesztésében maga
az ember, még mieldtt a patogént felfedezték volna. A terepi felszerelésen, ruhdzaton
fert6tlenités, megfeleld kiszaritas hianyaban a Bd talélhetett.

A gomba rendkiviil gyors terjedéssel a kovetkezd sorrendben érte el az egyes
foldrészeket és orszagokat: 1961. Eszak-Amerika (Ouellet et al., 2005), 1978. Ausztralia
(Skerratt et al., 2007), 1980. Dél-Amerika (Lips et al. 2008), 1983. Kozép-Amerika (Hale et
al. 2005), 1997. Eurdpa, Spanyolorszag (Bosch, 2001), 1999. Oceania (Waldman, 2001),
2007. Indonézia (Kusrini et al. 2008), 2008. Japan (Goka, 2009). Mara mar 45 orszagban van

jelen, elterjedése a 3. dbran lathato.
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Ugyanakkor a vizsgalatok azt mutatjak, hogy a B. dendrobatidis fertézés nem
egyforman hat az egyes gazdafajokra. Ennek egyik oka klimatikus és foldrajzi tényezék
Osszessége. A gomba jelenléte egy adott él6helyen nagyban fiigg annak hémérsékletétdl, évi
csapadékmennyiségétol, fajgazdagsagatol, biomjatdl (Olson et al., unpublished data) és
tengerszint feletti magassagatol (Berger and Speare, 1998). Laboratoriumi koriilmények
kozott a Bd 4°C és 25°C kozott n6 és szaporodik, novekedési maximuma pedig 17°C és 25°C
kozott van (Piotrowski et al., 2004). Viszont 27°C felett a fert6zésnek kitett allatok fele mar
¢letben marad. Ezeket a kisérleteket alatdmasztjak a természetben megfigyelt és dokumentalt
esetek is: a hidegebb évszakban gyakoribb a stlyos kitridiomikézis elé6fordulasa (Berger et
al., 2004).

A masik ok a fajok kozotti, egyelére nem pontosan ismert anatdmiai- és élettani
kiilonbségek, melyek egyes fajokat érzékennyé tesznek a fert6zés szempontjdbdl, masokat
pedig nem. Ausztralidban példaul szamos Litoria-faj és a Taudactylus acutirostris
allomanyaban okozott csokkenést a betegség (Berger et al., 1998). Panamaban békak és
szalamandrédk nyolc csalddja szenvedett el tomeges pusztulast (Lips et al., 2006). Eszak-
Amerikaban tobb a Rana és a Bufo nemzetséghez tartozd fajt érintett érzékenyen a B.
dendrobatidis okozta fertézés (Daszak et al., 1999). Azonban t6bb kutato talalt bizonyitékot
arra is, hogy a kitridiomikozis jelenléte egy kétéltiipopulacioban nem feltétleniil jar az
egyedek pusztulasaval. Az Ausztralidban vizsgalt Litoria wilcoxii faj egyedein példaul
megtalaltak a gombat, de allomanycsokkenésnek nem lattak jelét (Kriger et al., 2006). Az
Europaba és az amerikai kontinensre is behurcolt okorbéka (Lithobates catesbeianus,
korabban Rana catesbeiana) pedig ugy tiinik, csupan hordozza a fert6zést, potencialis
vektorként szolgalva ezzel a Bd-nek szamos orszagban (Hanselmann 2004, P. Daszak et al.
2004, Garner et al. 2006, Schloegel et al. 2010).

1.3 Elméletek a Bd eredetét illetéen

Alapvetéen két elmélet 1étezik a Batrachochytrium dendrobatidis szarmazasara: a
,»hovel pathogen hypothesis”, roviden NPH (1) korokozo hipotézis) és az ,,endemic pathogen
hypothesis” vagy EPH (endemikus kérokozo hipotézis).

Az 10j korokozo hipotézis szerint a Bd Afrikabol szarmazik, onnan tobbek kozott az
afrikai karmosbéka (Xenopus laevis) globalis kereskedelme altal terjedhetett el, manapsag
pedig az okorbéka is potencialis terjesztoként jatszik szerepet a folyamatban (Rachowicz et
al., 2005). A naiv populaciokba vald hirtelen bekeriilése utan a magas virulenciaji korokozo

hatalmas pusztitast okozott szamos teriileten. Ezt az elméletet tamasztja ala, hogy a Bd
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elterjedése foltos, mozaikos. Ausztralidban, Kozép- és Dél-Amerikaban a jarvany terjedési
frontjait egyértelmiien meg lehetett hatarozni (Laurance, 1996, Lips et al., 2006). Valamint a
mar emlitett kétéltii vektorok a kereskedelemben, illetve a természetes élohelyeken vald
jelenléte is ezt a hipotézist igazolja (Fisher, 2007, Garner et al., 2006).

Az endemikus korokozo hipotézis szerint a B. dendrobatidis széles korben elterjedten
egylitt ¢lt a kétéltliekkel és valamilyen kdrnyezeti valtozas kovetkeztében borult fel a gazda-
parazita egyensuly, ami globalis kétéltli-pusztulasokhoz vezetett. Ezt az elméletet igazolja,
hogy a gomba évtizedekkel a populacid csokkenések eldtt mar jelen volt az allatokon
(Weldon et al., 2004) és hogy a patogén, illetve a kitridiomikozis felbukkanasa egy adott
¢léhelyen bizonyos mértékben kdrnyezeti valtozoktdl fligg. Tovabba kimutathatd 0sszefliggés
van a globdlis felmelegedés, a kétéltliek allapota és a kitridiomikdzis, mint betegség
kialakulasa k6zott (Pounds, 2006, Bosch et al., 2007).

A gomba populacio- és filogenetikai vizsgalatai, amelyek igen alacsony genetikai
diverzitast mutattak és tulajdonképpen egy genetikai vonalra vezették vissza a Bd eredetét,
alatamasztjak, hogy a gomba Dél-Afrikabol szarmazik, és egy rendkiviil gyors radiacié soran
terjedt szét a vilagban (James et al., 2009). Az alacsony diverzitas, a gazda-specifikussag
hidnya, a gyenge korrelacio a genotipus ¢és a foldrajzi elterjedés kozott, az egyetlen genotipusu
gomba altali lokalis pusztitds mind emberhez kotott térhoditast feltételez, tehat a NPH-t
tdmogatja.

Ugyanakkor a kutatok a masik tedria igazolasara is talaltak bizonyitékokat: helyi
skalan felfedeztek mar diverz, rekombinalédd populaciot (Morgan et al., 2007). Tehat
onmagaban egyik elmélet sem fedi teljes mértékben a valosagot, a témaban tovabbi

vizsgalatokra, elemzésekre van sziikség.

1.4 A Bd elterjedése és hatasa az eurépai kétéltiifaunara

A Batrachochytrium dendrobatidis-t 1997-ben fedezték fel az eurdpai kontinensen,
Spanyolorszagban, ahol rendkiviil éles allomanycsokkenést okozott a kozonséges dajkabéka
(Alytes obstetricans) Pefialara Nemzeti Parkbeli populacioiban (Bosch, 2001). Azéta az A.
obstetricans majdnem teljesen kipusztult errél az él6helyrdl, a fert6zés pedig tovabbterjedt a
foltos szalamandra (Salamandra salamandra) és a barna varangy (Bufo bufo) helyi
populacidira is, el6bbinél szintén jelentds allomanycsokkenést okozva (Bosch, 2006).

Németorszagban és Belgiumban eldszor importalt Dendrobates egyedeken talaltak
meg a gombat, majd mas fogsagban szaporitott fajokon is (Mutschmann et al., 2000).

Olaszorszagban 2001-ben dokumentaltak az elsé kitridgomba fertézést: Bologna kozelében



beteg Bombina pachypus példanyokat fedeztek fel a kutatok (Stagni et al. 2002). Késobb
kecskebékaknal (Pelophylax Kl. esculentus) is kimutattak a B. dendrobatidis-t és felmeriilt a
gyanu, hogy ezek a kétéltiiek is szerepet jatszhatnak rezervoarként a kitridiomikozis
terjesztésében (Simoncelli et al., 2005). Dél-Szardinian a veszélyeztetett csukafejii géte
(Euproctus platycephalus) rendkiviil érzékenyen reagalt a fertézésre, allomanyai jelentds
mértékben csokkentek (Bovero et al., 2008).

Svéjcban is megtalaltdk ugyan a gombat, de itt nem tapasztaltak a kutatok kiilondsebb
valtozast a kétéltlikozosségekben, annak ellenére, hogy az itteni fajokbol izolalt B.
dendrobatidis mintdk mennyisége megegyezett a spanyolorszagi mintakéval. Nagy-
Britannidban 6shonos fajokon nem észleltek fertdzést, a behurcolt dokorbékan (Lithobates
catesbeianus) viszont igen (Garner et al., 2005). Az emlitett faj hordozza a gombat, de nem
betegszik meg (Garner et al., 2006).

Hazankhoz legkozelebb Lengyelorszagban talaltak B. dendrobatidis-szal fertézott
egyedeket, melyek mind a Pelophylax genuszhoz tartoztak (Sura et al., 2010).

1.5 A Bd elterjedése Magyarorszagon, elozetes vizsgalatok

Hazankban Voros €s munkatarsai vizsgaljak a kitridgomba eléfordulésat. Ez idaig hat
teriiletrél mutattdk ki a Bd jelenlétét: az Orségbdl, a Koszegi-hegységbél, a Pilisbél, a
Bakonybol, a Matrdbdl és a Zemplénbdl (Vords et al. 2009, Vords, unpublished). Ezen
populaciok koziil a 2008-as évben a Magas-Bakonyban talalhato Iharkiton volt a
legmagasabb a fert6zottségi arany, 36 juvenilis sargahast unka (Bombina variegata) egyedbdl
18 volt fertézott, tehat 50% volt a prevalencia (Voros et al., 2009). Ezen kiviil az Orségben
talaltak még fert6zott B. variegata egyedeket, a Pilisben pedig gyepi béka (Rana temporaria)
példanyokon talaltdk meg a gombat.

Egy laboratoriumi koriilmények kozott tartott Xenopus laevis koloniat is
tanulmanyoztak a kutatok ¢és az 58 egyedbdl 17-nél kimutattak a B. dendrobatidis jelenlétét
(Voros et al. 2009).

Eddig a magyarorszagi ¢l6helyeken nem figyeltek meg allomanycsokkenést. Viszont a
legtobb vizsgalatot kontinensiinkén Nyugat-Eurdpéban végezték el, Kozép-Eurdpabdl nagyon
kevés publikacio taldlhatd a témaban. Mivel a klima jelentdsen kiilonbozik a két teriileten,
ezért rendkiviil fontosnak tartottuk, hogy egy magyarorszagi kétéltiikozosséget alaposan

crer

¢l6helyen.



2. Célkitiizés

Voros és munkatarsai tobb hazai élohelyen kimutattak a kitrid gomba jelenlétét, de a
Magas-Bakonyban talalhat6é iharkuti bauxitbanya melletti toban megmintazott sargahasu
unkaallomany (Bombina variegata) mutatta a legmagasabb fert6zottségi aranyt (Voros et al.
2009).

Szakdolgozatom célja az volt, hogy ezt az ¢ldhelyet alaposan megvizsgalva, minden
az ¢lohelyen el6forduld fajbol mintat véve teljesebb képet kapjunk az allomany
fertdzottségérol. Szeretnénk azon kérdésekre is valaszt kapni, hogy a kétéltliek mely fajai,
illetve mely stddiumai a legérzékenyebbek a fertézésre. Szamos tudomanyos vizsgéalat azt
mutatta, hogy a fajok nem egyforman reagalnak a korokozora, és hogy egy adott él6hely
mikroklimdja nagy hatidssal van a gomba virulencidjara. Fontosnak tartjuk ezért, hogy
megallapitsuk, milyen hatdssal van a Magyarorszagon eléfordulo kétéltiifajokra.

Vizsgalataink hossz(i tavii megfigyelések alapjat képezhetik a B. dendrobatidis
gombafaj hazai kétéltliekre kifejtett hatdsarol, és fontos szerepet jatszhatnak természetvédelmi

intézkedések tekintetében is.
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3. Anyag és modszer

3.1 Az iharkuti él6hely jellemzése

Vizsgalataink helyszinét az Iharkuton talalhat6 bauxitbanya kornyéke képezte.

Tharkit egy Veszprém megyében talalhatd kozség volt, nem messze Németbanyatol és
Bakonyjakotol (foldrajzi koordinatak: 47° 14> 7,67” E, 17° 38 29,90” K). Az 1979-ben
megkezdddott bauxit-kitermelést kovetden fokozatosan csokkent a telepiilés lakossaga, igy
1981-ben elvesztette Onallosadgat ¢és Bakonyjakoéhoz csatoltdk. Az Iharkat helyén 1étrejott
hatalmas kiilszini fejtések néhol 50-60 méter vastagsagban tartak fel Kréta-kori szarazfoldi
rétegeket, melyeket az MTM Oslénytaranak és az ELTE Oslénytani Tanszékének munkatérsai
vizsgalnak. Egy teljes kozépidobdl szarmazd, szarazfoldi gerinces fauna valt ismertté errdl a
Magyarorszagon egyediilallo leléhelyrdl 2000 ota.

(Forras: http://hu.wikipedia.org/wiki/lhark%C3%BAt)

Jelenleg mar nem folyik bauxit-kitermelés ezen a teriileten, igy a banya aljaban és a
felhordott foldutak kozott dsszegylilik az esd- €s talajviz. A banyat pedig erdd veszi koriil,
ami igy egyiitt kivaloé élohelyet biztosit kétéltliek szamdéra. Az uralkod6 fatarsulds a
gyertyanos-biikkds, kdrissel, szillel, juharral elegyedve.

Osszesen négy viztest taldlhaté a vizsgalt teriileten: 1. a banyatd, 2. a foldat mellett
kialakult t6, 3. egy kisebb, allando vizli pocsolya a foldut mellett, 4. egy hosszabb arok a
foldut mellett (4. abra).
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3.2 A teriileten eléforduld kétéltiifajok jellemzése

Az ¢ldhelyen nyolc kétéltiifaj fordul eld. Ezek koziil a pettyes gdtét rendszertanilag a
gerincesek torzsébe, a kétéltiiek osztalyaba és farkos kétéltiiek rendjébe soroljak (Vertebrata /
Amphibia / Caudata), mig a békak a farkatlan kétéltiiek rendjéhez tartoznak (Anura).

Hazéankban minden kétéltiifaj védett.

Lissotriton vulgaris — pettyes géte

Az egyetlen altalunk vizsgalt Caudata faj, amely a szalamandrafélék csaladjaba
(Salamandridae) tartozik. Karcst, torékeny allat, a kifejlett példanyok 10-11 cm nagysagura
nének meg. Hata és oldala sziirkés barna alapon fekete foltos, hasoldaldnak alapszine a sarga.
A himek csipkés vagy hullamos taraja a szemektdl egészen a farok végéig tart, megszakitas
nélkiil. Tavak, mocsarak, patakok mentén épp ugy megtaldlhatd, mint Ut menti
keréknyomokban. Téli rejtekhelyérél igen koran, akidr mar februar végén eldjohet.
Szaporodasuk aprilisban kezddédik, de akar juniusig is elhuzodhat. Peterakas utan az allatok
szarazfoldi életmddra térnek vissza, nappal kovek, gyokerek alatt rejtéznek €s csak sotétedés

utan aktivak. Egyeldre nincs publikalt adat arrol, hogy ez a faj hordozna a kitrid gombat.

Bombina variegata — sargahasu unka

A sargahasu unka és a voroshast unka az unkafélék csaladjahoz tartozik (Bombinatoridae).
Mindkét faj bore mérgezd valadékot termel, melyet az allatok védekezésre hasznalnak, a jol
ismert unkareflex-szel egyiitt. A B. variegata hata sziirkészold és rajta szaruszemdlcsok
talalhatok, melyek tliskések, hegyesek. Hasoldalan citromsarga vagy halvanysarga 6sszefiiggd
foltok vannak. Testfelépitése robosztusabb, mint a vordshasu unkéé, hivohangja viszont joval
halkabb, a hanghodlyag hidnya miatt. A kifejlett allat mérete 40-60 mm ko6zott mozog, mig
larvagja 31-54 mm-re nd meg. Elsdsorban a hegyvidéki vizes ¢éldhelyeket kedveli,
megtalalhatd tavakban, patakok mentén, de eldnyben részesiti a kisméretli, iddszakos
pocsolyakat is. A sargahasu unka foként &jjel aktiv, a téli hibernaciot kovetden aprilisban jon
eld, amikor a pocsolydk vize mar 10°C f6lé melegszik. Parzasa és peterakasa egész nyaron
eltarthat, mely soran az allatok végig a vizben tartozkodnak, ezért fozozottan ki vannak téve a
B. dendrobatidis fertézésnek.

Iharkuton ez az egyik leggyakoribb faj. Els6sorban a foldut mellett kialakult toban (2-es
¢l6hely) és az allandod vizii pocsolyaban (3-as él6hely) fordul el6. M4justol szeptember elejéig

végeztiink mintavételt ezen a fajon.
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Horvatorszagban végeznek kisérleteket Bd-vel mesterségesen fertézott sargahasu unkakkal,

de ezek eredményét egyeldre nem lehet tudni.

Bombina bombina — voroshast unka

Hatoldala sziirke szinli és lekerekitett szemolcsok boritjak. Hasa alapvetden fekete szinti, rajta
narancssargatol sotétpirosig terjedd szinarnyalatu, jol elkiiloniilo foltok taldlhatdak. A kifejlett
egyedek 35-50 mm-re, larvajuk 15-38 mm-re né meg. Marcius végén jon eld szarazfoldi
buvohelyérol, altaldban a nagyobb, allandd viztereket kedveli. A parzas €s a peterakas akar
egész nyaron eltarthat, mely soran az allatok végig a vizben tartézkodnak, ugyantigy, mint a
sargahasu unka. Ilyen szempontbol kiilfoldi kutatok eddig még nem vizsgaltak ezt a fajt.

Iharktiton eddig egyetlen példanya keriilt el6, hiszen az él6hely és a klima elsdsorban a
sargahast unkanak kedvez. Mivel a teriilet kozel esik a két faj hibridizacids zonédjahoz (Voros,

20006), elképzelhetd, hogy minimalis szintii keveredés ezt a régiot sem kertili el.

Rana dalmatina — erdei béka

Az erdei békat a valodibéka-félék csaladjahoz soroljak (Ranidae). Kozepes termetii, karcsu,
hegyes orrubéka. Hatoldala barnds szinezetii, esetleges foltokkal, marvanyozassal. Jellegzetes
a sotét kantar- és halantéksav, hats6 labain pedig a kb. 10 darab sotét keresztsav. A hazai
tolgy- és biikkkerdokben szinte mindeniitt megtalalhatd, kdzonséges faj. Az iharkuti toban
talalhato békafajok koziil az erdei béka jon eld legeldszor a téli hibernacid utan. Szinte rogton
hoolvadas utan, februdr végén, marcius elején jelennek meg és éjjel aktivak. Parzasuk
aprilisig tart, ezutan elhagyjak a vizet. A Bd hatasa nem ismert erre a fajra.

Tharkuton tomegesen fordulnak el kora tavasszal (a 2-es, 3-as és 4-es ¢élohelyen, valamint a

szarazfoldon is), igy ekkor végeztiink mintavételt ezen a fajon.

Bufo bufo — barna varangy

A barna varangy (Bufo bufo) és a zold varangy (Bufo viridis) a varangyfélék csaladjaba
tartoznak (Bufonidae). Mindkét faj igen erdteljes testfelépitésii, a felndtt egyedek akar a 10-12
cm-t is elérhetik. Pupilldjuk vizszintes, tojasdad alaku, fliltdmirigyeik fejlettek. A barna
varangy borét gombolyded dudorok fedik, szine sziirkés, barnas, szivarvanyhartydja
aranybarna, narancssargéds szinli. Elsésorban erddtarsuldsokhoz kotédik, szinte mindenhol
eléfordul, ahol szaporodasahoz sziikséges viztér talalhatd. Parzasi id6szaka marcius kozepétol
aprilis kozepéig tart. A himek joval korabban érkeznek a szaporodasi helyre és tobb idot
toltenek a vizben, mint a ndstények. A himek a ndstényeket az tigynevezett amplexusban

honaljtajékon atkaroljak. 7000-10000 petéjiiket, tobb méter hosszusagu dupla zsindrban
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rakjak le. Spanyolorszagban és az Egyesiilt Kiralysagban mar talaltak Bd-pozitiv Bufo bufo
példanyokat (Garner et al., 2005, Bosch, 2006).

A vizsgalt teriileten mind a négy viztestben eléfordul és a szarazfoldon is.

Bufo viridis — zold varangy

A z0ld varangy alapszine sargas, olivzold, melyen jol elkiiloniild, hatarozott korvonalu zold
foltok sorakoznak, helyenként vords pettyekkel. Rendkiviil valtozatos éléhelyeken fordul eld,
hazankban foként sik, homokos talaju teriileteken talalhaté meg, de bolygatott és varosi
¢éléhelyeken is jol érzi magat. Igen jol viseli a kiszaradast, tobbnyire nappal aktiv.
Magyarorszagon aprilis-majus honapban szaporodik és a peterakast kdvetden elhagyja a vizet.
Ez idaig még nem talaltak a kutatok Bd-vel fert6zott példanyokat.

Iharkuton a pérzasi idészakban a banyatoban (1-es ¢ldhely) fordul el tomegesen.

Hyla arborea — zold levelibéka

A levelibéka-félék csaladjaba (Hylidae) tartozé zold levelibéka karcsu testli, torékeny
megjelenésii faj. Hata zold szinli, mig hasoldala sargas-fehéres és szemcsézett. Maximalisan 5
cm-re né meg. Oldalan orratél kezddédéen vékony, fehér szinnel szegélyezett fekete sav
huzodik végig, melynek lefutasa, formaja egyedi azonositast tesz lehetdvé. Hazéankban szinte
mindentiitt el6fordul, a sik-, domb- és hegyvidékeken egyarant. Kedveli a nedves, bokros,
ligeterdds élhelyeket, de lakott teriileteken is megtalélja életfeltételeit. Altaliban aprilis-
majus kornyékén szaporodnak, de ezt az iddjarasi viszonyok nagyban modosithatjak. Ilyenkor
hallatjak jellegzetes, érdes hivohangjukat. Spanyolorszagban mar talaltak Bd-pozitiv
egyedeket ebbdl a fajbol (Walker et al., unpublished data).

Tharktton egy példany keriilt csak eld a 2-es viztestbol.

Pelophylax sp. — ..zold békak”

A valodibéka-félék csaladjaba (Ranidae) sorolt z6ldbékak tobb, egymashoz sok szempontbol
hasonlo fajt foglalnak magukba. Ezek a nagy tavibéka (Pelophylax ridibundus), a kis tavibéka
(Pelophylax lessonae) és a kecskebéka (Pelophylax Kl. esculentus). Mind a harom vizhez
kotott, alapvetden zold hatszinli faj. Koziilik a nagy tavibéka rendelkezik a legnagyobb
testmérettel, ami ldbak nélkiil elérheti a 15 cm-t is. Gerincvonaldn vilagos csik talalhato,
mellette sotét foltokkal. Hasa piszkosfehér. A nagy kiterjedésii, nyilt felszinli viztesteket
kedveli, nagyobb folydink mentén is eléfordul. Kora tavasztol nyar végéig megtalalhatok a

vizben.
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A kis tavibéka testhossza mind0ossze a 6-7 cm-t éri el, de szinezete hasonld az elébb emlitett
fajéhoz. Hasoldala tiszta fehér. Kevésbé kotddik a vizhez, mint a P. ridibundus, parzas utan
gyakran elhagyjak a szaporodo helyet és félig szarazfoldi életmddra valt.

A kecskebéka a csoport két masik fajanak allandosult €s szaporodoképes hibridje, valdjaban
nem tekinthet6 kiilon fajnak. Genusz és faj neve kozott a ,,k1.” rovidités a gorog klepton
(tolvaj) szora utal, mivel hibridogenetikus szaporoddsa sordn géneket ,,lop” sziil6fajaitol.
Meéretében ¢és szinezetében is atmenetet mutat a nagy és kis tavibéka kozott. Hatoldala
véltozatos mintazatd, sotét foltok és lécek tarkitjak. FElShelyvalasztas tekintetében
igénytelenebb, mint sziiléfajai: természetes vizeink mellett el6fordul csatornakban, lecsapolo
arkokban és halastavakban is. Szamos eurdpai orszagban talaltak mar B. dendrobatidis-szal
fertozott zoldbékat, de a vizsgalatok nem mutattak alloménycsokkenést vagy jelentOs
mortalitast, igy feltételezik, hogy ezek a fajok csupan hordozzak a gombat (Garner et al.,
2005, Simoncelli et al., 2005, Adams et al., 2008, Scalera et al., 2008).

Az iharkuti ¢él6helyen mind a négy viztestben el6fordulnak, nyaron tomegesen.

(Forras: http://www.khvsz.mme.hu)

3.3 Terepi modszerek

Mivel vizsgéalatunk helyszine, az iharkuti bauxitbdnya magénteriilet, a szilikséges
engedélyek beszerzésével kezdtiik terepi munkdnkat (ligyiratszam: 12-35/2010). Hazankban
minden kétéltiifaj védett, ezért megfogasuk, tanulmanyozasuk béarmilyen célbol szintén
engedélyhez kotott.

Rendkiviil fontos volt, hogy tigyeljiink a terepi felszerelés megfeleld kiszaritasara,
fert6tlenitésére minden alkalommal, amikor erre a helyszinre jottiink vagy innen mas vizes
¢léhelyekre mentiink. Sajnos nagyon valdszinii, hogy a gomba tobbek kozott az emberrel
terjedt el sok védett teriileten, hiszen a Bd adott esetben a csizmatalpba ragadt nedves foldben
is tulélhet. A fert6tlenitést Virkon® gombadld szerrel (Dupont) végeztiik, amit mind a
csizmékra, mind a kétéltliek megfogdsara hasznalt halokra alkalmaztunk.

A felszerelésiinkbe a kovetkezok tartoztak: egy gumicsonak, harom darab merit6halo,
harom darab mellescsizma, nejlon zacskok, gumikesztyiik, faunadobozok az ebihalak
szamara, steril mintavevo palcak (Biolab).

Az eredeti litemtervhez mérten marcius kozepétdl szeptember kozepéig végeztiink
mintavételezést szakaszosan, hiszen a kiilonb6zo fajok szaporodasi ideje eltér. Kifejlett, adult
erdel békéakat marcius kozepén, barna varangyokat marcius végén, zold varangyokat aprilis
kozepén, unkakat és zold békakat pedig majustdl fogtunk. Larvdkat méjus végétdl
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mintaztunk, fiatal, juvenilis egyedeket pedig junius végétol.

A helyszinen a tavakbol és a pocsolyabol kézzel, illetve nejlon zacskdval fogtuk meg a
kétéltiieket. A zacskok hasznalata azért volt fontos, mert igy minden egyedet elkiilonitve
tarthattunk a mintavételig, elkeriilve az esetleges kontaminaciot. A mintavétel kdzben is
magaval a nejlon zacskoval tartottuk az allatokat és steril mintavevd palcaval minden egyed
hatat, hasat, oldalat, combjanak belsd felét és hats6 labanak uszohartyait egységesen 6tszor
dorzsoltiik végig (5. 4bra). Igy a kétéltiiek bdrében jelenlévé Bd DNS a mintavevd palcak
végén 1évo vattacsomora keriilt. A larvak keratinizalt szdjrészérdl egy kisebb mintavevd
palcaval (Medical Wire and Equipment) vettiink DNS-t (6. 4dbra), de ebben az esetben nem
volt lehetséges az egységes mintavétel. Minden informdciét felvezettiink a terepi naploba:
egyedi azonositdé szamot (példaul THO1, THO2, stb.), fajt, nemet vagy fejlédési stadiumot,
datumot és hogy az él6helynek pontosan mely részén fogtuk az adott példanyt. A Bombina
variegata esetében lehetséges volt az egyedi azonositas, mivel ¢ faj minden egyede csak ra
jellemzé hasi mintdzattal bir (7. ébra). Ezt a mintdzatot minden esetben digitalis
fényképezdgéppel (Canon) rogzitettiik és kovetkezd alkalommal egy nyomtatott kataldgusban
magunkkal vittiikk. Az j egyedeket Osszevetettiik a fényképekkel, igy elkeriilhetévé valt, hogy
egy példanyrdl tobbszor is mintat vegyiink. Mas fajoknal egy alkalommal, csak egy nemhez
tartozo allatok befogasaval zartuk ki a visszafogas lehetdségét. Osszesen 357 allatrol vettiink
mintat.

A mintavételt kovetden az allatokat sértetleniil visszaengedtiik a vizbe. A mintakat a

feldolgozasig hiitészekrényben taroltuk 4°C-on.

5. abra: A mintavétel folyamata.
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7. abra: Sargahasu unkak egyedi azonositésa.
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3.4 Laboratériumi modszerek

A Batrachochytrium dendrobatidis mintak feldolgozasat alapvetéen Boyle és
munkatarsai (2004) cikke alapjan végeztik a Magyar Természettudomanyi Muzeum
Molekularis Taxonémiai Laboratériuméaban, az Orszagos Allategészségiigyi Intézetben és az
MTA Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézetében.

A gomba DNS-mintak a steril mintavevé palcak végén elhelyezkedd apro vattacsomon
voltak. Ezeket a feldolgozas els6 fazisaban steril szikével levagtuk és 1,5 ml-es Eppendorf
csovekbe helyeztiik. Ehhez 60 ul PrepMan Ultra (Applied Biosystems) pufferoldatot ¢s 3-4
gramm zirconium/silica golyocskat adtunk az izolalas folyamataban. A csdvek tartalmat
ezutan a protokoll szerint 1 percig homogenizaltuk (TissueLyser Il, Qiagen), 30 masodpercig
centrifugaltuk (Eppendorf 5417 R), majd ezt Gjbol megismételtiik. Ezt 10 perces 100°C-0s
vizfiirdd kovette. Végiil pedig 0jbol lecentrifugaltuk a mintdkat. A feliiluszot (20 ul) egy v,
steril Eppendorf csébe pipettaztuk at és a tovabbi feldolgozasig 4°C-os hiitészekrényben
taroltuk.

Célunk az volt, hogy a B. dendrobatidis genom 5.8 S riboszomalis DNS ¢és ITS
(internal transcribed spacer) szakaszait amplifikaljuk valos-idejii PCR segitségével. Ehhez
Tagman rendszert hasznaltunk. Minden PCR-cs6be 25 pl reakcioelegy keriilt: Tagman Master
Mix (Applied Biosystems), forward és reverse primerek, MGB proba és a templdt DNS
tizszeres higitasban. Minden mintat haromszor ismételtiink, ezek koziil egy belsé pozitiv
kontrollt (internal positive control) is tartalmazott. Ennek jelentdsége abban 4ll, hogy
megmutatja, sikeresen lezajlott-e a PCR reakcio, nem tortént-e esetleg inhibicié. Azonban ez
az érték nem vehetd figyelembe az elemzés soran, mivel nem az adott minta DNS tartalméat
mutatja. Minden ,,plate” tartalmazott tovabba két-két ismétlést standard, ismert zoospodra
DNS) mintakbdl, illetve negativ kontrollt, amelybe nem tettiink DNS-t. Ez jelezte szamunkra,
hogy a reakcioban el6fordult-e keresztszennyezddés.

Az amplifikacidhoz két tipusu gépet hasznaltunk (Rotorgene-3000, Corbett Research €s Step
One, Applied Biosystems). A program 2 percig 50°C, 10 percig 95°C majd 15 masodperc
95°C és 1 percig 60°C 50 cikluson keresztiil futott.

A program lefutasa utdn a PCR-gép szoftvere meghatarozta a kiiszobértéket, amely
alapjan megallapitottuk, hogy melyik reakcioban tértént DNS-amplifikacio. Amennyiben a
belsd pozitiv kontrollt (IPC) tartalmazoé reakcid negativ eredményt hozott, az azt jelentette,
hogy a mintdban valamilyen gatlo, inhibital6 anyag volt, ami miatt a reakcio nem tudott

végbemenni. Erre a problémara megoldast jelenthet, ha a minta DNS-t szdzszoros higitasban
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hasznaljuk és igy ismételjiik meg a folyamatot, mivel igy a szennyez6 anyag is felhigul, ezért
elképzelhetd, hogy csokken az inhibicié és felamplifikalhatd lesz a DNS (Stockwell et al.,
2010). Munkam soran csak az inhibitalt Bombina variegata mintakkal végeztem el ezt az
eljarast.

Abban az esetben tekintettiink egy mintat értékelhetének, ha annak mindharom ismétlése
sikeres amplifikacioét mutatott.

Olyan esetekben, amikor a harom ismétlés koziil csak kettd pozitiv és ezek koziil az
egyik az IPC-t tartalmaz¢ reakcid, az eredményt ,,single positive”-nak mondjuk. Ilyenkor meg
kell ismételni az amplifikaciot.

Egy mintat akkor tekintettiink negativnak, ha kizarolag az IPC-t tartalmazé reakcio
1épte at a kiiszobértéket a folyamat soran.

A standardok értékeinek segitségével a vizsgalt mintak futdsaira kalibracids egyenest
készitettiink, amely lehetévé tette a mennyiségi kimutatdst, tehat megtudhattuk, hogy egy
adott mintdban milyen koncentracioban volt jelen a B. dendrobatidis. Egy mintat abban az
esetben értékeltiink pozitivnak, ha annak mindkét, belsé kontrollt nem tartalmazé futasabol
szarmaz6d GE értéke az amplifikacio soran atlépte a vilagszerte elfogadott standard 0,05
kiiszobértéket. Mivel a minta DNS-t tizszeres higitasban hasznaltuk fel a reakciok soran, a
kapott értékeket a folyamat végén tizzel megszorozva kaptuk meg a valdédi genom ekvivalens
értékeket. A két értékelhetd futas eredményét atlagoltuk, és kiszamoltuk a szoérast. Csak abban
az esetben szamoltunk tovabb az adott mintaval, ha a szoéras nem haladta meg az atlag GE

értéket, és ezt figyelembe véve az eredmény még mindig a 0,05 kiiszobérték felett volt..

3.5 Statisztikai modszerek

Az allatok parazitaltsigdnak mérdszamait (prevalencia, atlag és medidn intenzitas,
atlagos abundancia) és ezek 95%-0s konfidencia-intervallumait Quantitative Parasitology 3.0
statisztikai szoftverrel elemeztiik (Rozsa et al., 2000). A fajok, fejlédési alakok, illetve
mintavételi idOpontok ¢és éldhelyek értékeinek Osszehasonlitasat is ezzel a szoftverrel
végeztik.

A populaciok prevalenciajat Sterne-féle egzakt modszerrel szamoltuk ki, illetve
,unconditional exact” teszttel hasonlitottuk Gssze. Az atlag intenzitds és az atlag abundancia
értekeket bootstrap t-probaval elemeztilk. A median intenzitdst pedig Mood-féle median

probaval szamoltuk ki.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1 Terepi mintavételezés

Osszesen 357 kétéltl egyedet fogtunk és mintdztunk meg munkank soran. Ezek koziil
71 larva stadiumt példanyt nem tudtunk sem a helyszinen, sem késébb fényképrol
meghatarozni, ezért ezeket kihagytuk a tovabbi vizsgalatokbol. A fogott fajok egyedszamat €s

az adott fejlodési alakokat az 1. tablazatban foglaltuk 6ssze.

Faj Adult |Juvenilis| Larva | Osszes egyed
Bombina variegata 39 39 11 89
Rana dalmatina 45 1 15 61
Bufo bufo 54 0 0 54
Bufo viridis 22 17 0 39
Lissotriton vulgaris 5 0 9 14
Pelophylax sp. 2 21 4 27
Hyla arborea 0 0 1 1
Bombina bombina 1 0 0 1
Hatarozatlan 0 1 71 72
Osszesen 168 79 111 358

1. tablazat: Fogott fajok fejlodési alakjainak mintaszama.

4.2 Laboratoriumi feldolgozas

A fenti egyedek koziil 6sszesen 24-en mutattuk ki a Batrachochytrium dendrobatidis gombat,
20 Bombina variegata ¢és 4 Pelophylax példanyon (2. tablazat), de koziiliikk egyik sem mutatta

a kitridiomikozis klinikai tiineteit.
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2. tablazat: Fert6zott egyedek szama fajonként €s stadiumonként.
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Ezen eredmények tartalmazzak az inhibitalt, PCR reakcioban gatolt Bombina variegata
mintdk szazszoros higitdsban tortént ismétlését, valamint 13 ,single positive” minta
ujrafuttatasat.

A 24 pozitiv minta részletes eredményeit a 3. tdblazatban foglaltuk Ossze.

Minta neve GE StdDev GE Faj Déatum Nem Eléhely
IH104 2,15 0,4949 | Pelophylax ridibundus 2010-04-03 juv 2
IH126 22 11,14 Bombina variegata 2010-04-17 M 2
IH130 0,0739 0,01166 Bombina variegata 2010-04-17 M 4
IH135 8,89 9,3 Bombina variegata 2010-05-07 juv 2
IH136 164,3 8,26 | Pelophylax ridibundus 2010-05-07 juv 2
IH138 0,151 0,07695 Bombina variegata 2010-05-07 M 2
IH139 4,63 2,98 Bombina variegata 2010-05-07 M 2
IH141 42,7 19,09 Bombina variegata 2010-05-07 juv 2
IH146 0,05 0,004909 Bombina variegata 2010-05-07 juv 2
IH148 12,5 8,29 Bombina variegata 2010-05-07 juv 2
IH152 210,3 9,35 Bombina variegata 2010-05-07 juv 2
IH161 6,78 0,269 Bombina variegata 2010-05-07 juv 2
IH163 5,9 1,13137| Pelophylax ridibundus 2010-05-07 juv 1
IH174 0,061019 0,015096 Bombina variegata 2010-05-29 A 2
IH176 4,93158 0,56215 Bombina variegata 2010-05-29 A 2
IH208 0,159307 0,035312 Bombina variegata 2010-06-25 F 2
IH210 13,3 3,65 Bombina variegata 2010-06-25 M 2
IH214 5,42 4,2 Bombina variegata 2010-06-25 M 2
IH306 0,09 0,01 Bombina variegata 2010-07-29 M 3
IH333 1,6 0,282842 Bombina variegata 2010-09-12 juv 3
IH337 0,15 0,07071 Bombina variegata 2010-09-12 juv 3
IH345 17,5 0,07071 Bombina variegata 2010-09-12 juv 3
IH349 0,17 0,08 Bombina variegata 2010-09-12 juv 3
IH354 100 0| Pelophylax ridibundus 2010-09-12 A 3

3. tablazat: Bd pozitiv mintak részletes eredményei. GE = atlag genom ekvivalens értékek, StdevGE = a genom

ekvivalens értékek szorasa. El6helyek: 1 = banyato, 2 = t6, 3 = kis pocsolya, 4 = csatorna.

A tablazat ,,Nem” oszlopédban a roviditések jelentése a kovetkezd: M = him, F = ndstény, A =

adult (az allat ivara nem volt meghatarozhato), juv = juvenilis egyed.
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4.3 Statisztikai elemzés: prevalencia, intenzitas és abundancia

A taxondmiailag hatarozatlan és a PCR reakcioban gatolt mintakat (a B. variegata-k
kivételével) kihagytuk a vizsgalat, illetve az elemzés tovabbi folyamataibdl, igy a tényleges
mintaelemszam 215 egyedre csokkent.

A kétéltikozosség egészében a Sterne-féle egzakt modszert alkalmazva 0,112-es
prevalencia-értéket allapitottunk meg (95%-0s konfidencia-intervallum: 0,0747-0,1621). Az
atlag intenzitas 25,99 (10,62-58,04), a median intenzitas 5,2 (itt a konfidencia-intervallum

szamitasara a mintaclemszam minden esetben tal kicsi volt) és az abundancia 2,90 (1,11-7,1)

volt a Bootstrap analizis eredménye szerint.

A két fertézott faj egyedein talalt B. dendrobatidis zoosporak mennyiségét a 4.

tablazat foglalja 0ssze. Itt is a fentebb mar leirt statisztikai modszereket hasznaltuk.

Bombina
variegata
Osszes (ebihalak, . - . -
juvenilisek, adultak) adult juvenilis adult + juvenilis
Prevalencia 0,290 (0,194-0,408) 0,303 (0,161-0,485) 0,370 (0,202-0,570) 0,333 (0,223-0,466)

Atlag intenzitas

17,57 (6,00-58,27)

5,8 (1,96-10,65)

30,06 (7,29-108,99)

17,57 (5,78-58,56)

Median intenzitas

4.8*

2.4*

7,8*

4.8*

Abundancia

5,09 (1,56-18,30)

1,54 (0,48-3,85)

11,13 (2,39-41,63)

5,86 (1,80-19,37)

Pelophylax sp.

Osszes (ebihalak,
juvenilisek, adultak)

adult

juvenilis

adult + juvenilis

Prevalencia 0,167 (0,059-0,372) 0,50 (0,025-0,975) 0,143 (0,040-0,354) 0,200 (0,071-0,424)

Atlag intenzitas | 68,09 (3,09-132,15) 100 57,45 (3,40-164,3) 68,09 (3,09- 132,15)
Median intenzitas 53,0* 100* 5,9* 53,0*

Abundancia 11,35 (0,34-35,81) 50 8,21 (0,20-39,50) 13,62 (0,40-43,15)

4. tablazat: A B. variegata és a Pelophylax fajok részletes eredményei, az atlagos genom-ekvivalens értékekkel.

Kiemelve a sargahasu unkaknal talalt legmagasabb értékek. Zarojelben a 95%-0s konfidencia-intervallum

lathato, csillaggal jelltiik azokat az eredményeket, ahol a mintaelemszam tal alacsony volt az érték pontos

meghatarozasahoz.

Az adult Pelophylax egyedeknél meg kell emliteni, hogy minddssze két allatot fogtunk, igy az

ezekre vonatkozo statisztika inkabb csak tdjékoztato jellegii.
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4.4 A két faj (Bombina variegata és Pelophylax sp.) fertozottségének osszehasonlitasa

A kovetkezo tablazatban 6sszehasonlitottuk a két faj kapott prevalencia, intenzits €s
abundancia értékeit. A prevalenciat unconditional exact teszttel, az atlag intenzitast és az atlag
abundanciat 2-mintas bootstrap t-teszttel, a medidn intenzitast pedig Mood-féle probaval

vizsgaltuk (5. tablazat).

Osszehasonlitas Prevalencia | Atlag intenzitds | Median intenzitds | Abundancia
Bombina — Pelophylax p=0,264 p=0,279 p=0,590 p=0,478
Bombina — Pelophylax juv&adult | p=0,289 p=0,272 p=0,590 p=0,480
Bombina — Pelophylax adult p=1,000 p=1,000 p=0,455 p=0,478
Bombina — Pelophylax juv p=0,088 p=0,579 p=1,000 p=0,7985
Bombina juv és adult p=1,000 p=0,396 p=0,656 p=0,385
Pelophylax juv és adult p=0,1791 p=1,000 p=1,000 p=0,502

5. tablazat: Fajok és fejlodési alakok 6sszehasonlitasa. Szignifikancia szint: p=0,05.

Lathat6, hogy a Bombina variegata és a Pelophylax fajok juvenilis egyedeinek prevalencia-
értékei kozott kozel szignifikans kiilonbség van. Ez jol latszik a B. variegata és a Pelophylax

sp. kiilonboz6 fejlédési stadiumainak prevalencia-osszehasonlitasan is (8. abra).

Prevalencia
60
1/2
50
L 10 10/27
© 20/60
g 20/69 10/33
b 30
s 4/20
o 20 +— 4/24
a 3/21
10 +—
0
bsszes adult juvenilis adult + bsszes adult juvenilis adult +
juvenilis juvenilis
Bombina variegata Pelophylax sp.
Fajok és stadiumaik

8. abra: Hisztogram a B. variegata és a Pelophylax fajok prevalencia-értékeirél. Az oszlopok felett lathat6 a Bd-

pozitiv és az 0sszes vizsgalt egyed aranya.

24



Habar a két faj egyedein mért atlag intenzitds nem kiilonbozik szignifikansan, azért a 9. abran

lathat6 egyfajta trend, miszerint a ,,zold békdkon” jelentsen tobb zoospdra volt kimutathato.

Atlag intenzitas
120

100

80

60

40

Atlag intenzitas (GE)

z

20

all adult juvenilis Osszes adult juvenilis |

Bombina variegata | Pelophylax sp. |

Fajok és stadiumaik

9. abra: a B. variegata és a Pelophylax fajok atlag intenzitasa.

4.5 A Bombina variegata fertozottségének elemzése

Mivel a B. variegata faj egyedei koziil szamos fertézottnek bizonyult, ezekkel tudtunk
részletesebb elemzéseket folytatni. Osszehasonlitottuk a tavasszal és nyaron fogott egyedek

értékeit, melynek eredményét a 6. tablazatban foglaltuk ossze.
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Tavasz

0sszes

juvenilis

adult

Prevalencia

0,429 (0,258-0,619)

0,545 (0,265-0,800)

0,353 (0,166-0,594)

Atlag intenzitas

26,09 (6,85-92,26)

46,87 (9,14-143,76)

5,31 (0,91-15,50)

Median intenzitas

5.9*

10,7*

2,4*

Abundancia 11,18 (2,77-42,06) 25,57 (4,51-88,12) 1,87 (0,31-6,31)
Nyar

Osszes juvenilis adult
Prevalencia 0,195 (0,092-0,340) | 0,250 (0,090-0,500) 0,250 (0,090-0,500)

Atlag intenzitas

4,80 (1,34-10,78)

4,86 (0,16-13,52)

4,74 (0,12-11,33)

Median intenzitas

0,9*

0.9*

2,8%

Abundancia 0,94 (0,22-2,66) 1,21 (0,03-4,78) 1,19 (0,02-4,01)
Osszehasonlitasok

tavasz-nyar 0sszes tavasz-nyar juvenilis tavasz-nydr adult
Prevalencia p=0,038 p=0,1324 p=0,585
Atlag intenzitas p=0,395 (t=-1,231) p=0,392 (t=-1,254) p=0,921 (t=-0,121)
Median intenzitds | p=0,650 p=0,524 p=1,000

Abundancia

p=0,370 (t=-1,349)

p=0,359 (t=-1,289)

p=0,676 (t=-0,436)

6. tablazat: Bombina variegata tavasszal és nyaron fogott egyedeinek genom-ekvivalens értékei. Zarojelben a

95%-o0s konfidencia-intervallum lathato, csillaggal jeloltiik azokat az értékeket, ahol a pontos intervallum nem

volt megallapithato az alacsony mintaelemszam miatt. Az dsszehasonlitas a fent leirt modszerekkel tortént, a

szignifikans eredményt vastag betiitipussal jeloltiik.

Egyetlen esetben — az Osszes allatra szamolt prevalencidban - tudtunk szignifikans

kiilonbséget kimutatni a tavasszal és nyaron fogott egyedek kozott.

Jol lathatd, hogy az egyedek fertézottségi ardnya jelentdsen ingadozott, de

megallapithatjuk, hogy Osszességében tavasszal magasabb volt, mint nyaron és &sszel (10.

abra).
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10. abra: A B. variegata populacion beliili prevalencia valtozasa idében.

Az intenzitas értékek, vagyis az egyedeken talalhatd atlagos genom-ekvivales értékek
tavasszal voltak a legmagasabbak, a zoospordk mennyisége az 1d6 eldrehaladtaval

folyamatosan csokkent (11. &bra).
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11. abra: Az intenzitas valtozasa id6ben, a B. variegata populacion beliil.

Osszehasonlitottuk tovabba azt a harom éléhelyet is, ahol fertdzott sargahasti unkékat
talaltunk (12. abra).
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12. abra: A harom ¢l6hely prevalencia értékei.

A kiilonbség ugyan nem szignifikans (Fisher-féle egzakt proba, p=1,000), de latszik, hogy a
toban volt a legmagasabb a fert6zottségi arany. Kiilondsképpen, ha figyelembe vessziik, hogy

a csatornaban minddssze négy unkat fogtunk és koziiliikk csupan egy lett fert6zott.

4.6 Az eredmények értékelése

Voros és munkatarsai 2008-ban  kimutattak a Batrachochytrium dendrobatidis
jelenlétét vizsgalataink helyszinén, az iharkuti él6helyen. Akkor a sargahasu unkapopulacid
juvenilis egyedeinek fertdzottségi aranya 0,5 volt (Vorss et al., 2009). Igy feltételeztiik, hogy
a B. variegata egyedeken vizsgalataink soran tovabbra is megtalaljuk majd a gombat.
Elemzéseink folyaman feltételeztiik, hogy a kiilfoldi eredményekhez hasonloan, hazankban,
ezen a magas-bakonyi éldhelyen is fertdzottek lesznek a Pelophylax-fajok. Tovabba
feltételeztiik, hogy tobb fiatal egyeden talaljuk majd meg a patogén zoosporait, mint felnétt
allaton vagy larvan. Ennek oka, hogy a metamorfozist kovetden az allatok teljes testfeliiletén
kiterjed a keratinizalt bérréteg és ezzel egyiitt a korokozo is (Berger et al., 1998). Ugy
gondoltuk tovabba, hogy kiilonbséget talalhatunk a tavasszal €s nyaron fogott egyedek kozatt,

Viérakozasainknak megfelelden a nyolc vizsgalt kétéltiitaxon koziil az egyik fertdzott
valoban a Pelophylax-fajcsoport volt. A masik érintett faj pedig a sargahasu unka (Bombina

variegata), melyrdl eddig még nem kozoltek ilyen jellegii adatokat mas orszagbol. Mindkét
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faj hosszan tartozkodik a vizben, szaporodasi iddszakuk elnyujtott és parzéas utdn sem térnek
vissza rogton szarazfoldi rejtekiikbe. Ez a tény kiilondsen fogékonnya teszi ket a Bd irant,
hiszen igy nagyobb eséllyel fert6zddnek meg, mint azok a fajok, melyek minddssze 1-2 hetet
toltenek a viztestekben. Ugyanakkor mintavételeink helyszinén nem talaltunk elhullott
egyedeket és szemmel lathatéan a megfogott allatok sem voltak betegek. Igy feltételezhetjiik,
hogy mind a ,,z6ld békak”, mind pedig a sargahasu unka a kitridiomikdzis megjelenése nélkiil
hordozzak a patogént €s ezzel szerepet jatszhatnak annak terjesztésében, illetve rezervoarként
szolgalhatnak szdmara.

A B. variegata faj esetében a juvenilis egyedek fertézottségi aranya 0,37 volt, az
adultaké 0,30, Gsszességében az egész populacioé pedig 0,29 (larvak nélkiil szamitva 0,33).
Ezek a prevalencia értékek még mindig elég magasak, de nem érik el a harom évvel ezel6tti
0,5-0s értéket. Kiilonds eredmény, hogy egyetlen ebihalon sem taldltuk meg a gombat, sem a
sargahast unka, sem pedig més faj példanyain.

A teljes Pelophylax populacié prevalencidja 0,16 volt vizsgalataink szerint (0,20
larvak nélkiil), a juvenilis példanyoké pedig 0,14. Mivel csak két felndtt egyedet fogtunk és
koziiliik az egyiken megtalaltuk a Bd-t, ez 0,5-6s fert6zottségi aranyt jelentene, de ilyen kicsi
mintaelemszadmnal, ez az eredmény inkabb csak tajékoztatd jellegii.

Elmondhatjuk tehat, hogy valéban a fiatal egyedek kozott taldltuk a legtobb
fert6zottet. A sargahast unkaknal tovabba minden egy¢b érték is a juvenilis példanyokon volt
a legmagasabb (intenzitas, abundancia). Ez alatamasztja azokat a vizsgalatokat, mely szerint a
frissen atalakult, fiatal példanyok a leginkabb veszélyeztetettek a kitridiomikozissal szemben
(Berger et al.,, 1998). A ,,z0ld békaknal” nehéz barmilyen kovetkeztetést levonni, hiszen
minddssze négy allaton mutattuk ki a gomba jelenlétét. Mindenesetre az latszik az
eredményeken, hogy ezen taxon fertézottségi aranya alacsonyabb, mint a B. variegata
esetében, bar statisztikailag nem szignifikdns a kiilonbség. Az intenzitdsi és abundancia
értékek viszont a Pelophylax egyedeken voltak latszolag magasabbak. Kozel szignifikans
kiilonbséget tudtunk viszont kimutatni a két faj juvenilis egyedeinek prevalencia értékei
kozott (p=0,088). EImondhatjuk tehat, hogy a sargahast unkak fiatal egyedeinek fert6zottségi
ardnya magasabb volt, mint a ,,zold békak” fiataljaié. Ugy tiinik, hogy mig a Bombina
egyedek nagyobb szazalékban, nagyobb valoszinliséggel hordozzak a gombat, a Pelophylax
egyedek intenzivebb fert6zottséget mutatnak. Ismert jelenség, hogy a kitrid gomba eltérd
mértékben fertdzi és betegiti meg a kiilonbozo kétéltiifajokat (Kriger and Hero, 2006, Garner
et al. 2006, Lips et al., 2006). Ennek szamos oka lehet. Egyik lehetséges ok a békak borén
el6forduld szimbionta baktériumok hatasa. A vordshata szalamandra (Plethodon cinereus)

bérérél izolalt Janthinobacterium lividum példaul gombadlé metabolitokat termel olyan
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koncentracioban, amely halalos dozis a Bd szamara (Brucker et al., 2008). Ezért ez a faj
ellenallo a B. dendrobatidis-szal szemben, ami a faj hosszatavii fennmaradasanak titkat
jelentheti. A Bombina és Pelophylax-fajok bérén talalhatd baktériumokat ugyan még nem
vizsgaltak, elképzelhet6, hogy a Bombina-fajok borén termelédé méreganyag csokkenti a
gomba hatasat.

A mintaclemszam a Bombina variegata esetében volt elegendé ahhoz, hogy tovabbi
elemzéseket végezziink. Kivancsiak voltunk arra, van-e valamilyen kiilonbség a kiilonb6zo
évszakokban fogott allatok fert6zottsége kozott. Feltételeztiikk, hogy tavasszal, amikor a
legtobb faj szaporodik, az él6helyen 1évé magasabb egyedsiiriiség miatt konnyebben atadjak
az allatok egymasnak a fertézést, mint nyaron és 0sszel, amikor az sargahasu unkak és a ,,z6ld
békak” kivételével minden faj elhagyta mar a vizet. Eredményeink is ezt igazoljak:
szignifikans kiilonbség mutathatd ki a tavasszal és nyaron mintazott egyedek fertdzottségi
aranya kozott, vagyis tobb példany hordozta a gombat tavasszal, mint nyaron. (p=0,038).
Intenzitas- és abundanciabeli kiilonbséget vizsgalataink nem igazoltak, bar a 6. ébran jol
lathatd, hogy tavasszal volt magasabb az atlag intenzitds, nydron és Osszel pedig egyre
csokkent.

Hazankban a tavaszi klima valdszinilileg kedvezObb a gomba terjedésének, hiszen a
novekedési optimuma 25-27 °C koriil mozog, € felett kevésbé ndvekszik és szaporodik, 30 °C
felett pedig elpusztul (Piotrowski et al., 2004). Ugyan a hazai viszonyok nem jelentenek
extrém alacsony vagy magas hémérsékleti koriilményeket a Bd gomba szamara, a tavaszi és
0szi prevalencia-értékek 0Osszehasonlitasabol latszik, hogy a tavaszi hoénapok jobban
kedveznek a gomba populdcion beliili terjedésének. Szamos éléhelyen kimutattdk mar, hogy a
gomba transzmisszidja abundancia-fiiggd, tehat a népesebb populdciokban konnyebben
atadodik a fizikai kozelség és érintkezés miatt, mint a kis 1étszamu populaciokban. Briggs és
munkatarsai (2010) egyenes aranyu Osszefiiggést talalt a toban talalhatd békak egyedszama és
a gomba novekedése kozott, mig negativ korrelaciot talalt az egyedszam és az egyedek
pusztuldsahoz sziikséges 1d0 kozott. Az iharkati toban tavasszal parzanak az unkdk és a
z6ldbékak is, amikor a viz hdmérséklete optimalis a gomba novekedéséhez. Ezért magasabb
aranyban fertézik meg egymadst az egyedek, mint a nyari vagy Oszi honapokban, amikor
ugyan a vizben vannak, viszont egymassal nem vagy kevésbé érintkeznek.

A gomba intenzitasanak szezonalis valtozasa is a helyi hémérsékleti viszonyokkal
magyarazhatd. A t6 vize nyarra joval alacsonyabb és sekélyebb lesz, vagyis konnyebben
felmelegszik, ami nem kedvez a gomba szaporoddsanak. A csatorna vize €s a kis pocsolya
nyaron rovid idészakokra ki is szaradnak, ami szintén hatranyos lehet a gomba fennmaradésa,

novekedése szempontjabol.
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Az Tharkt teriiletén fekvé négy €l6hely koziil haromban fordultak elé B. variegata
egyedek: a toban (2. éléhely), a kis, allando vizii pocsolyaban (3.) és a foldat melletti
csatorndban (4.). E viztestek fertozottségi értékeit is dsszehasonlitottuk és azt az eredményt
kaptuk, hogy a prevalencia a 2-es él6helyen, azaz a toban volt a legmagasabb. Itt volt a
legmagasabb a sargahasu unkak egyedszama is €s mivel ez a to elég mély €s allando vizi, a
kétéltlieknek itt van lehetdségiik a vizi ndvényzetre helyezni petéiket, foleg itt szaporodnak.
Ezzel szemben a kis pocsolya €s a csatorna kevesebb egyedet lat el €16- €s szaporoddhellyel,
tovabba mindkét viztest kiszaradhat a nyar folyaman, ami csokkenti a Bd eléfordulasanak
valoszinliségét a vizzel valo feltoltddés utan is.

Vizsgalataink elséként adnak atfogd képet a Batrachochytrium dendrobatidis egy
magyarorszagi ¢€lohely kétéltlikozosségére gyakorolt hatdsardl. Szamos taxont vizsgalva
megtudhattuk, hogy kdzép-eurdpai klimatikus viszonyok kozott mely fajokat érinti a fertdzés.
Kimutattuk, hogy ilyen koriilmények kozott, a vizsgalt fajok koziil egyik sem érzékeny
annyira a gombara, hogy mortalitds vagy klinikai tiinetek legyenek tapasztalhatok. Habar ez
jO hir a magyar kétéltiifaunara nézve, fontos megtenni a sziikséges ovintézkedéseket annak
érdekében, hogy a gomba ne terjedhessen tovabb a hordozo fajokkal és az emberrel.

Kutatok az orszag szdmos mas teriiletén is tanulmanyozzék a korokozo eldfordulasat
¢s a jovében mi is szeretnénk tovabb vizsgalni és megfigyelni az iharkuti kétéltikozosséget,
hogy teljesebb képet kaphassunk a Bd ezen allatokra gyakorolt hatasardl és ennek id6beli

valtozasarol.
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5. Osszefoglalas

Szakdolgozatom célja az volt, hogy képet kapjunk a Batrachochytrium dendrobatidis
nevu kétéltiieket fert6zo rajzosporas gomba hatasarol egy magyarorszagi kétéltiikozosségben.
Egy 2008-as vizsgalat alapjan a Magas-Bakonyban talalhat6 iharkati éléhelyet valasztottuk
tanulmanyaink helyszinéiil, mivel itt Vords €s munkatarsai mar kimutattak a Bd jelenlétét
sargahasu unkakon. Eddig még Kozép-, Kelet-Eurdpa mas részeir6l nem nagyon sziiletett
ilyen jellegi publikacio, ezért nagyon fontos volt, hogy részletes informéciohoz jussunk a
mely fajokat valamint fejlédési stddiumokat érinti a fertézés és hogy van-e kiilonbség a
kiilonboz6 évszakokban fogott kétéltiiek fertézottsége kozott.

Osszesen 215 egyedet vizsgaltunk meg, melyek a kdvetkezd taxonokhoz tartoztak:
pettyes g6te (Lissotriton vulgaris), sargahasu unka (Bombina variegata), voroshasu unka
(Bombina bombina), erdei béka (Rana dalmatina), barna varangy (Bufo bufo), z6ld varangy
(Bufo viridis), zold levelibéka (Hyla arborea), ,,z61d békak™ (Pelophylax sp.). A mintavételt
2010 marciusatol szeptemberig végeztiik szakaszosan, fajnak és fejlddési stadiumnak
megfeleléen. Terepi munkank sordn a fert6tlenitésre nagy gondot forditottunk (Virkon®) és a
kontaminaciot elkeriilendd gumikesztyliket és nejlon zacskokat hasznaltunk a kétéltiiek
megfogasara. Steril mintavevd palcaval minden egyed hatat, hasat, oldalat, combjanak belso
felét és hatso labanak uszohartydit egységesen Otszor dorzsoltik végig, hogy késdbb
eredményeink standardok legyenek.

A feldolgozast Boyle et al. 2004-es cikke alapjan végeztiik, ami jelenleg a vilagszerte
elfogadott molekularis eljaras a Bd fert6zottség kimutatasara és kvantifikalasara. Célunk a
gomba genom 5.8 S riboszomalis DNS ¢és ITS (internal transcribed spacer) szakaszainak
felamplifikalasa volt, Real-Time PCR segitségével. Ehhez Tagman rendszert hasznaltunk és a
futtatast tripletekben végeztiik: ez harom ismétlést tartalmazott az adott mintabol, melyek
koziil egybe belsé pozitiv kontrollt helyeztiink, ami jelezte az esetleges inhibiciot. A
reakcioban gatolt B. variegata mintakat szazszoros higitasban ujrafuttattuk, illetve az
egyszeresen pozitiv (,,single positive”) mintdkat is megismételtiik. Az amplifikicio végén a
0,05 genom ekvivalens érték feletti eredményeket tekintettiik pozitivnak. A statisztikai
elemzést Quantitative Parasitology 3.0 szoftverrel végeztiik.

A keétéltiikozosségben 24 egyeden talaltuk meg a kitridgombat. Varakozasainknak
megfelelden koziilik 20 példany a sargahasti unka fajhoz tartozott, 4 pedig a ,,zold
békakhoz”. A teljes populacidban a fertézottségi arany 0,112 volt. Megallapitottuk a

fajokhoz, kiilonb6z6 stddiumaikhoz, illetve az évszakokhoz tartozd prevalencia, intenzitas és
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abundancia értékeket is, majd ezeket Ossze 1is hasonlitottuk. Kozel szignifikans
prevalenciabeli kiilonbséget allapitottunk meg a B. variegata és a Pelophylax sp. juvenilis
egyedeinek fertdzottsége kozott: a sargahasu unkak fiatal egyedeinek fert6zottségi aranya
magasabb volt. Tovabba kimutathaté eltérés volt a tavasszal, illetve nyaron fogott B.
variegata és Pelophylax sp. példanyok prevalencidja kozott, a tavaszi allatok javara.
Osszességében elmondhatd, hogy tavasszal a sargahasi unka populdcioban mind a
fert6zottségi arany, mind pedig az atlag intenzitas joval magasabb volt, mint nydron és 6sz
elején.

Eredményeink azt mutatjak, hogy magyarorszagi koriilmények kozott, a vizsgalt fajok
koziil egyik sem érzékeny annyira a Batrachochytrium dendrobatidis gombara, hogy
mortalitas vagy klinikai tlinetek legyenek tapasztalhatok. Hazédnkban mindkét faj, melyen
megtalaltuk a patogént csupan csak hordozza a fert6zést, de nem betegszik meg, nem alakul
ki naluk kitridiomikézis. Ehhez hozzajarulhatnak az itteni klimatikus viszonyok is, melyek

valoszintileg nem kedveznek a Bd virulenciajanak.
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