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Bevezetés

A fajok kozti mutualisztikus kooperacié magyardzata a mai napig az evoliciobiologia egyik
nagy kérdése. Maga a kapcsolat viszonylag egyszerlien magyarazhato. Lényege, hogy az
interakcid minden részvevonek kedvezd azaltal, hogy a partnerek a koltségeket meghalado
elényokhoz jutnak. A természetben szamos ehhez hasonld kolesonhatassal talalkozhatunk. A
recens vizsgalatok azonban arra engednek kovetkeztetni, hogy a partnerek kooperacidja az
esetek tobbségében nem tisztdn mutualista jellegeket mutat, vagyis ez a fajta interakcid is
alapvetden 6nz6 kapcsolat, mely sordn mindkét fél a sajat fitneszét igyekszik novelni, akar a
masik fél rovasara is. Ha mutacio utjan kialakulnak 6nzd egyedek, akkor azok konnyedén
feliilmulhatjak fajtarsaikat mivel tobb forrashoz jutnak hozza és nagyobb mértékben vesznek
részt az ) utddnemzedék kialakitdsaban. Az 6nzd, am sikeres tulajdonsag igy képes
fennmaradni és egy id6 utan a populacié nagy része ilyen egyedekbdl fog allni, ami beinditja
egymastol izolaltan evolvalédé populaciokban mas-mas egyensulyi szintre 4ll be a rendszer,
egyrészt a véletlen kovetkeztében, masrészt a partnervaltds lehetdségében meglevd
kiilonbségek miatt. Ebben a munkaban a z6ld hidrak (Hydra viridis) és Chlorella

endoszimbionta algdik esetében vizsgalok egy ilyen szimbiotikus kapcsolatot.

A dolgozat célja a mutualista kapcsolat vizsgéalata eltérd kornyezetbdl szarmazo hidrak és
Chlorellaik kozott. A gazda-szimbionta koevolucios elmélet szerint a partnerek kozotti
folyamatos egymashoz alakuldsnak koszonhetd, hogy a rendszer képes megorizni mutualista
jellegét. Ennek megfeleloen abbdl az alap hipotézisbdl indulunk ki, hogy az adaptacio
kiilonbozé torzsekben mas-mas képpen alakulhat az eltéré6 kornyezeti hatasoknak
koszonhetden. Ennek predikcidjaként eltéréseket varunk a sajat illetve a mas tdrzsbol izolalt
algakkal torténd keresztfertézések soran a hidrak bimbdzasi sikerességében. Az igy kapott
adatokat felhasznalva képet kapunk arrdl, hogy az egyes torzsek és szimbiontdik kozott
lezajlott-e olyan koevolicios folyamat, ami kovetkeztében a sajat algakat felismerik és

konnyebben alakitanak ki vele mutualista kapcsolatot.



Dolgozatom els6 részében ismertetem magat a gazda-szimbionta kapcsolatot, vagyis, hogy
milyen elonydkkel jar a szimbidzisban vald részvétel illetve, hogy egyaltalan milyen
szabalyozd mechanizmusok Utjan valdsulhat meg az egyiittélés. Roviden kitérek par recens
vizsgalati eredményre is. Ezutdn bemutatom a kisérleti moddszereket, koztik az
aposzimbiotikus hidrak Iétrehozasat és a keresztfertdzés folyamatat. A kapott eredmények

kiértékelése mellett szeretnék ismertetni néhadny tovabbi tervezett kutatasi témat is.



Szimbionta kapcsolatok

A szimbiozissal jard koevolucios folyamatok

Koevolucio alatt két faj egymassal kolcsonhatasban torténd fejlodését értjiik, mely olyan
genetikai valtozasokat idéz eld, ami evolucios id6skalan egyiittes fajkeletkezéshez vezethet
(Ehrlich és Raven, 1964). Ez a fajta reciprok kapcsolat csak tisztan antagonista (herbivoria,
predacid, parazitizmus) vagy mutualista rendszerekben miikddhet, ahol erds a felek egymastol
valo fiiggése. A koevolucios folyamatok bizonyos esetekben ,,kofilogenetikusak™ is lehetnek,
igy a kolcsonhatasban részt vevd partnerek torzsfai egymas tiikorképeiként alakulnak. Ez a

szintll egymashoz alakulds azonban ritka, féleg parazita kapcsolatokra jellemzd (Klassen,
1992).

A szimbiozissal jaré koevolucios folyamatokat az utdobbi években kezdték alaposabban
vizsgalni. Felismerték, hogy a préda-predator illetve parazita kapcsolatok mellett a mutualista
kapcsolatok mozgat6 rugoja is lehet a ,,fegyverkezési verseny”, mely 1épések ¢€s ellenlépések
sorozatabol allo egymashoz alakulést jelent, ami megkérddjelezi a szimbionta rendszerekrol
eddig kialakitott képet. Elsésorban mikorrhiza és nitrogénfixald baktériumok esetében
figyelték meg a mutualista kapcsolatokban jelenlévd kihasznalasi stratégiak miikodését (Kiers
¢s mtsai, 2011). A mikorrhiza kapcsolatok szarazfoldi novények és arbuszkularis mikorrhizat
alkotd gombak kozotti szimbidzis eredményei (Hata és mitsai, 2010). Az igy létrejovo
komplex foldalatti hal6zatokhoz tobb partner is csatlakozhat, igy mind a gomba mind pedig a
novény tobb szimbionta partnerrel all Osszekottetésben. A kapcsolat soran a ndvények
szénhidratokat biztositanak a gombdk szdmara, melyek cserébe amellett, hogy asvanyi
anyagokkal latjak el gazdandvényiiket, védelmet is nyujtanak szdmukra bizonyos biotikus
(patogének és herbivorok) és abiotikus (pl.: szdrazsag) hatasok ellen. Az egyes szimbiontak
kooperativitasdinak mértékében azonban lehetnek kiilonbségek, ebben az esetben pedig fontos
a hatékony egylittmiikodés érdekében valamilyen modon megakadalyozni az 6nzd
tulajdonsagokkal rendelkezd felek elére torését és elszaporodasat. A novények ezért
feltételezhetden képesek felismerni a szdmukra hasznosabb partnereket, akiket ennek
megfelelden tobb tdpanyaggal latnak el, mint a kevésbé kooperativakat (Kiers és mtsai, 2011).
Ez ugy valosulhat meg, hogy azokba a gyodkerekbe juttatnak tobb szénhidratot, amelyek a

nagyobb hasznot jelentd gombaegyeddel vannak 0sszekottetésben. Ez a fajta visszacsatolds a



gomba rész€rdl is megvan, tehat akkor latja el névény partnerét elegendd asvanyi anyaggal,
ha cserébe 6 maga is megfeleld mennyiségii tapanyagot kap. A mutualista partnerek fontos
tulajdonsaga tehat, hogy képesek jutalmazni vagy biintetni egymast (Kiers és mtsai, 2011).
Ennek koszonhetden lesz a mutualizmus evolicidsan stabil allapot, mely nem engedi meg a
csalok jelenlétét és mindkét fél szamara elényds marad. Kiers (2003) hasonl6 jelenséget irt le
rhizobiumot alkot6 nitrogénfixalé baktériumoknal is. Ebben az esetben a nem kooperativ
(csaloként felfoghato) partner reprodukcids sikerében 50%-os csdokkenést tapasztaltak, aminek
oka itt 1s az, hogy gazdandovény kevesebb tapanyagot €s oxigént juttatott ezekbe a
gyokérgiimokbe. Ha nem igy lenne, akkor a természetes szelekcid soran azok a baktériumok
maradnanak fenn, amelyek csak kevés nitrogént kdtnek meg, mivel kevesebb plusz energiat
kell befektetniiik a ndovény taplalasdba. A szimbidzisbol azonban igy egy id6 utdn parazita
kapcsolat alakulna ki.

A fenti példadkbol kideriil, hogy tobb szimbionta esetén a gazddnak lehetdsége nyilik
valogatni, igy a szimbiontdk nem képesek érvényesiilni a gazda szabédlyozd mechanizmusai
miatt. Az Onzést megengedd rendszerek vagy kiszelektalodnak az evolicid soran, vagy
atalakulnak egyoldalu, parazita interakciova. Akkor hogyan maradhatnak fent mégis
kolcsonosen eldnyods kapcsolatok? A mutualista partnerek nagy részénél megallapithato, hogy
legalabb az egyik fél szabalyozd szerepet tolt be, aminek koszonhetéen gyakorlatilag
rakényszeriti a masikat a kooperacioban val6 részvételre. Ez jutalmazas vagy biintetés révén
(forrasok biztositdsa vagy megvondsa) torténhet (Kiers, 2006; Rand és mtsai, 2006; Heath &
Tiffin, 2007). Ebben az esetben a kapcsolat egyiranyunak tekinthetd, mivel a gazda irdnyitasa
alatt all (szemben a mikorrhizdknal tapasztalt kolcsonds szabalyozassal). Ennek oka, hogy a
legtobb esetben a gazda képes egy olyan szelektiv kornyezetet teremteni a szimbiontai
szdmara, amely a kooperativ egyedeket preferdlja, kiszlirve ezzel a csalokat. Azonban sok
esetben kdlcsonos jutalmazasra van sziikség, mely utjan stabil szintre tud bedllni az allapot,
vagyis egyikiik sem nyomja el a masikat, a kapcsolat kdlcsondsen elonyos marad és képes
évmillidkig is fennallni. Kiilondsen igaz ez, ha a szimbiontdk vertikdlisan, vagyis sziil6bdl
utddba terjednek (Kiers és mtsai, 2003). Ilyenkor mindkét fél fokozottan érdekelt a gazda
jolétének biztositdsaban, hogy létrejohessen az j utddnemzedék. A vertikalis transzmisszio
hatasara tovabba genetikailag homogén szimbionta allomany jon létre mivel nincs, vagy
korlatozott a lehetdség 0j genotipusok bedramlasanak. Ebbdl kovetkezik, hogy nagyobb az
esélye bizonyos allélok kiesésének palacknyak-hatas vagy genetikai drift miatt. A szelekcio



pedig ezekben a rendszerekben is a kevésbé kooperativakra hat leginkabb, igy azok fognak
nagyobb valdszinliséggel kiesni a populaciobol. Ha a szimbiontdk genetikailag homogének,
akkor az egyedek kozti kompeticio kisebb mértékii, mintha tébb kiilonb6z6 térzsbol szarmazod
szimbionta osztozkodna egy gazdan, ami szintén hozzajarul mindkét mutualista partner
jolétéhez ¢és reprodukcios sikeréhez. Ez lehet az egyik oka annak is, hogy azokban a
mutualista kozosségekben, amelyekben a gazda mind ivarosan, mind pedig ivartalanul képes
utddokat létrehozni, az egyensuly altalaban az aszexualis szaporodds felé tolddik el a
szimbiontakat nem tartalmazé rokonaihoz képest. Ennek egy masik magyarazata lehet, hogy a
szimbiozis kovetkeztében a résztvevok kevésbé vannak kitéve a kdrnyezeti valtozasok okozta
veszélyeknek, igy mivel nincs sziikség a szexualitds Utjdn megvalosuld genetikai
valtozékonysagra, nem éri meg vallalni az ivaros szaporodas koltségeit (Law & Lewis, 1983).
Ez figyelhet6 meg példaul zuzmoknal vagy bizonyos dinoflagellatakkal (Symbiodinium)
egyiitt €16 tengeri gerincteleneknél, elsdsorban korallokndl, melyek szabadon ¢16 szimbiontai
feltehetden képesek szexualis reprodukciora, habar gazdan beliil csak ivartalan szaporodast
figyeltek meg (Herre és mtsai, 1999).

Gyakori jelenség a gazda-szimbionta kapcsolatokban, hogy bizonyos tulajdonsagok eltlinnek
vagy megvaltoznak a szabadon ¢l6 rokonokhoz képest. Hasonlo jelenséget ir le kisérletében
Jeon (1983), melyben amdébakat (Amoeba proteus) fertézott meg egy gram-negativ baktérium
torzzsel. A baktériumok nem emésztddtek meg, viszont negativan hatottak az amdbdkra.
Néhany egyed mégis képes volt tulélni a fertdzést és évek multaval a kapcsolatbdl egy stabil,
obligat mutualizmus jott létre. Az eredeti, szabadon €16 és a szimbionta ¢életmodot folytatd
baktériumok kozott szamos morfologiai és életmddbeli valtozast irtak le hasonldéan a
gazdakhoz. Ezt bizonyitja, hogy a szimbiontaktél megszabaditott amdbak sejtmagjat nem
szimbionta egyedek citoplazmajaba helyezve az allat csak akkor maradt életképes, ha
baktériumokat is juttattak a sejtbe. Az amdbaban tehat az évek soran olyan alkalmazkodasi
mechanizmusok jatszodhattak le, mely révén nélkiilozhetetlenné valtak szamara a
baktériumok. Ezzel szemben a baktériumok képesek voltak méas amdba torzsekben is
megmaradni, tehat az 6 szemszdgiikbdl nem beszélhetiink ilyen nagyfoku specifikussagrol.
Ugyanakkor a fert6zott amobakbol izolalt baktériumokat nem fertézott amébakba juttatva a
mutualista allapot gond nélkiil 1étrejott szemben az elészor 1967-ben leirt szabadon €16
baktériumokkal vald fertdzéssel (Jeon & Ahn, 1978; Lorch 4s mtsai. 1985). A kapcsolat soran

tehdt olyan koevoluciés folyamatoknak kellett lejatszodniuk, amiknek koszonhetéen a



Szabadon ¢10 tarsaikhoz képest jelents valtozdsokon esnek at a partnerek. Ennek pontos

modja azonban még nem ismert.

Hydra-Chlorella kapcsolat

Az alga-gazda kapcsolatok nem ritkak az allatvilagban. A zoochlorellak mellett bizonyos
dinoflagellata zooxanthellak is gyakori endoszimbiontak. Ilyen példaul a Symbiodinium
microadriaticum (Taylor, 1974). Cianella algakkal is alakulhat ki szimbiozis, mint ahogy a
protozoa Paulinella chromatophora esetében. Chlorellakkal is tobb faj €l egyiitt, ilyen példaul
az egysejti Paramecium bursaria (Weis, 1977). A csalanozoknak is tobb csoportjanal
figyelhetd meg ez a jelenség, ez azonban elsdsorban tropusi fajokra jellemzd tulajdonsag
(Nybakken, 2004). Szamos zatonyépitd korallnal talalkozhatunk zooxanthellakkal, de még a
meduzak kozott is akadnak algékkal egyiitt €16 fajok, mint példaul a Florida partjainal €16
Cassiopeia frondosa, mely sekély vizekben fejjel lefelé lebeg, hogy a fotoszintetizalo algakat
tartalmazo6 karjai nézzenek a fény felé. Europaban az egyetlen csalanozo, amely zold algakkal
¢l szimbiodzisban, a zold hidra (Krisa, 2008). A z6ld hidrak endoszimbionta zold algakkal,
zoochlorellakkal (Chlorella vulgaris) és bizonyos, foleg gram-negativ ostoros baktériumokkal
¢lnek mutualizmusban (Thorington és mtsai, 1979). A szimbiotikus kapcsolat sordn az algak
COy-ot, foszfatot és nitrogén vegyiileteket kapnak a hidratol, cserébe oxigént, maltozt és
gliilk6z-6-foszfatot termelnek fotoszintézisiik soran (Muscatine, 1965; Huss és mtsai,
1993/94). Mivel fotoautotrof szervezetek (Kratz & Myers, 1955), szamukra nélkiilozhetetlen a

fény. Ez az oka, hogy a z6ld hidrak csak tiszta vizekben fordulnak elo.

Az algak a hidrak endodermalis gasztralis (emésztd) sejtjeiben talalhatok (1. abra). Mindegyik
zoochlorella 6nallé vakudlumban helyezkedik a gazda sejtjén beliil (Muscatine, 1974; Jolley
& Smith, 1980). Sejtenként atlagosan 10-30 db fordul eld (az érték torzsenként eltérd lehet).
Mivel egy hidranak nagyjabdl 10,000 emésztdsejtje van, allatonként akar tobb mint 200,000

alga jelen lehet. Az endoderman kiviil sehol mashol nem figyelheté meg szimbionta.



1. abra: zéld hidra egy gasztralis sejtie maceradlds utan faziskontraszt mikroszkop alatt. A kép

OPTICA digitalis mikroszkop kameraval késziilt.

A hidra-szimbionta kapcsolat szorossagat illetéen sok kérdés felmeriil. Habar a természetben
kizardlag z61ld formaban talalkozhatunk Hydra viridis-sel, laboratoriumi koriilmények kozott
eléallithatok algdkat nem tartalmazd, ugynevezett aposzimbiotikus hidrak, melyek ugyan ugy
¢letképesek, mint zold tarsaik. Elmondhat6 tehat, hogy a hidra részérdl nem beszélhetiink
teljesen obligat mutualizmusrdl. Az algdk természetes kornyezetiikben is megtalalhatok
szabadon, viszont novekedésiik a gazdan beliil kedvezObb, ami a szimbiodzis elényeirdl
tanuskodik. Ugyanakkor a kozvetlentil hidrabdl izolalt algdk nem tarthatok huzamosabb ideig
¢letben, ami pedig arra utal, hogy valdsziniileg hianyzik bel6liikk egy olyan gén, ami a kinti

léthez sziikséges.

Az aposzimbiotikus, vagyis alga-mentes zold hidrak fehér szintiek, morfologiailag azonban a
zoldekkel teljesen megegyeznek ¢és megfeleld etetés mellett hosszi ideig életképesek
maradhatnak, habar anyagcseréjiik sokkal hatékonyabb algdk jelenlétében €s a normalis zold
hidrakhoz képest rosszabbul viselik az éhezést, igy lassabban duplazodik meg a szamuk és
hamarabb is pusztulnak el. Ilyenek lehetnek a frissen kikelt, vagy a laboratériumban
mesterségesen algatlanitott egyedek. Algakat vonhatunk ki a hidrakbdl fényelvonassal, erds
megvilagitassal (fotobleaching), glicerines kezeléssel vagy olyan fotoszintézis gatlo
szerekkel, mint a DCMU vagy a linuron. A kifehéredett allapot azonban sokszor nem tart

sokaig, par hét alatt gyakran visszazoldiilnek.



Az aposzimbiotikus hidrak wjrafertdzhetok. Errdl eldszor Goetsch (1924) majd Park (1967)
tett emlitést, az els6 részletes leiras azonban Pardy és Muscatine (1973) nevéhez fiizédik. A
fertézés utan par napig (ez valtoz6é 2-6 nap lehet) csokken a sejtek fert6zéskor mérhetd
algaszdma, majd ugrasszeri novekedésnek indul egészen addig, amig az allatra jellemzd
mennyiséget el nem éri az egyes sejtekben. A teljes bezoldiilés 1-4 hetet vesz igénybe, ez

torzsenként eltérd lehet.

Az altalam végzett kisérletben aposzimbiotikus hidrak ujrafertézése utjan vizsgaltam a hidra
¢s algai kozotti interakcidt. Mivel a koevolucios elmélet szerint az egymassal mutualizmusban
€16 partnerek az id6 elérehaladtaval egyre jobban alkalmazhodnak egymashoz, felvethetd az a
hipotézis, hogy a kiilonb6zd torzsekben kornyezeti és egyéb hatdsokra mas-méas modon
zajlottak le az adaptacios folyamatok. Az alabbiakban ismertetett kisérletben ezt a hipotézist
probaltam tesztelni ugy, hogy az aposzimbiotikus hidra torzseket sajat és eltérd algatorzsekkel
is visszafertéztem, majd ezt kvetéen mértem az allatok szaporodasi sikerét. A feltételezésem
az, hogy ha ez a hipotézis helyes, akkor a hidrak eltéré bimbozasi ratat fognak mutatni attol

fliggden, hogy sajat vagy idegen algak vannak-e jelen.



Anyagok és modszerek

Mintak és tartasi koriilmeények
A kisérlet soran 3, kiillonb6z6 helyrdl gy(ijtott hidra torzzsel dolgoztam, melyek az M7, M8 és M9

elnevezést kaptak.
Gylijtési adatok:

- M7: 2010, Pocsaj

- M8: 2012, Tiszafiired

- M9: 2012, Berettyoujfalu

A hidrakat Hans Bode receptje alajan készitett tenyészoldatban (Bode, 1974) tartjuk, mely
CaCl,, MgCl,, KNO3; NaHCOj3 és MgSO, tartalmti s6oldat. Az oldat szobahémérsékleten
tarthatd, eldnye, hogy a szdédabikarbonanak koszonhetéen pH bedllitdst nem igényel. Az
allatokat klimaszekrényben tartjuk, ahol biztositott az alland6 hdémérséklet (20 °C) és
fotoperiodus (12/12h fény/sotétség). Etetésiiket és tisztitasukat a kisérlet alatt hetente
haromszor végeztiik pasteur pipettaval. Az etetéshez frissen kikelt sorak (Artemia) nauplidkat

hasznaltunk.

Aposzimbiotikus hidrak Iétrehozasa

Az aposzimbiotikus hidrak olyan zo6ld hidrak (Hydra viridis), melyekb6l az alga
szimbiontakat (Chlorella) mesterséges modszerekkel kivontak, igy azok fehér szintiek,
fotoszintetizald szervezeteket nem tartalmaznak. Természetes koriilmények kozott
aposzimbiotikus allatokkal nem lehet taldlkozni. Az algék kivondsanak tobb modszere ismert,
ezek koziil a DCMU (diklorfenil-dimetil urea vagy diuron) a legnépszeriibb, azonban nekiink
nem volt alkalmunk kiprobalni, mivel kivontdk a kereskedelmi forgalombol. Az
aposzimbiotikus hidrak Iétrehozasat a gyomirtdé + erds fénnyel torténd megvilagitas
kombinacidjaval értikk el. Ehhez linuront (3-(3,4-dichlorophenyl)-1-methoxy-1-methylurea)
hasznaltunk 10 mikroliter/literes koncentracidban. A linuron a DCMU-hoz nagyon hasonld
elven mikodik. Hatéanyaga a Metoxi-metil-karbamidok hatéanyagcesoportjaba tartozik,

hatdsmechanizmusat tekintve a Hill-reakciot gatlasaval fotoszintézis inhibitor.



Megvilagitasra 160W-os égbét hasznaltunk, amit az iivegektél egyenld, kis magassagra
helyeztiink el. A standard koriilmények melletti fehéritésnél fontos tényezd az azonos
koncentraci6 és fényforrastol vald tavolsag mellett az azonos hdémérséklet, oldatmennyiség €s
a parolgas elkeriilése. Hidegben tartva a fehéredés rovidebb i1dd alatt bekovetkezik, ezért
hideg  klimakamraban  végeztem az  aposzimbiotikus  egyedek  1étrehozasat.
Szobahdmérsékleten is eredményes volt a fehérités, azonban tobb idot vett igénybe és
nehezebb volt a standard koriilmények biztositdsa. Az egyes torzsek fehéredési sebessége
eltérd lehet, ennek megfelelden eltérhet az optimalis linuronkoncentracié is. Kisérletem soran
a 10 mikroliter/literes koncentraciot talaltam a leghatékonyabbnak, ami mellett a fehéredés 5
°C-on 4-5 nap alatt, szobahdmérsékleten megkozelitéleg 10 nap alatt ment végbe (ez

torzsenként jelentdsen eltérhet).

A kezelés meglehetésen megviseli az allatokat. Méretiikk lecsokken, karjaikat gyakran
elvesztik és sok egyed el is pusztulhat. A megmaradt, fehér hidrakat tenyészoldatba tessziik,
majd miutan regeneralodtak, naponta etetjiik €s tisztitjuk dket. Gyakori a visszazoldiilés. Ez 1-
2 héten beliil, de volt, hogy csak egy honap elteltével kovetkezett be. A megfeleld
koncentraci6 és iddtartam kikisérletezésével azonban sikeriilt maradanddan fehér torzseket
létrehozni. Az aposzimbiotikus egyedek ugyan ugy szaporodtak, mint a zoldek,
viselkedésiikben sincs kiilonbség. Ezek mar alkalmasak tovabbi kisérletekre, igy példaul

keresztfert6zés alanyai lehetnek.

Fertozés

A kisérletek soran mindharom torzsbdl sikeriilt algdkat izoldlnom ¢és ezzel visszafertézndm a

az aposzimbiotikus hidrakat.

Algék izolalasahoz 3-szor 5 percig centrifugaltam 0,1 ml z6ld hidrat 8000 fordulaton. Az
allatokat a kisérlet megkezdése elott 24 oraval megetettem. A homogenizacié és 0,3 ml viz
hozzdaddsa wutan felrdzva friss algaoldatot kaptam, amit lang felett elvékonyitott
iivegkapillaris segitségével (amit egy pasteur pipettaval dolgoztunk 6ssze) a hidrak tirbelébe

fecskendeztem sztereomikroszkop alatt.

Az el6z6 nap megetetett, fertdzni kivant aposzimbiotikus hidrakat a kezelés el6tt
petricsészébe tettem, hogy az allatok a csésze aljara tapadjanak, ami azért fontos mert a

lebegdket nem lehet szdjon 4t etetni. Fontos tovabba, hogy az allatokat 6sszehuzodasra kell
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kényszeriteni, amihez talpkorongjukhoz kozel ingerelni kell dket. A csésze aljara letapadt,
Osszehtizodott allat ,,felfelé néz”, szajnyilasat egészen nagyra kitatja, karjait rovidre behtizza,
igy azok sincsenek utban a fertdzésnél. A kapillarisba felszivott algat Ovatosan a hidra
trbelébe fecskendezve az 4llat lathatoan megdagad és enyhe zdldes elszinezOdést mutat. A

fert6zés sikerességét jelzi, hogy az algak egy részét visszadklendezik.

Keresztfertdzés soran eltérd torzsekbdl szarmazo algaval fert6zziik a hidrakat. A kisérletben
Osszesen 9 fert6zést hajtottam végre (1. tablazat), igy a lehetd 6sszes kombinacid vizsgalhatod

volt.

M7axM7 | M7axM8 | M7axM9
M8axM7 | MB8axM8 | M8axM9
M9axM7 | M9axM8 | M9axM9

1. tablazat: Az M7, M8 és M9 hidra torzsek és algdik kilenc kombinacioja. Az ,,a” betii az
aposzimbiotikus hidrakat jeloli.

A fertézott egyedek tenyészoldatba keriiltek és klimakamraban allando koriilmények kozott
voltak tartva. Minden kisérleti csoportban 12 egyed volt. A fert6zés utan az allatok azonos
idében, hetente haromszor kaptak taplalékot. Egy hét elteltével mar minden torzsnél lathatéan
megindult a bezoldiilés foleg a karok és a talpkoron kozelében. A fertdzéseket kiillonb6zé

idépontokban hajtottam végre. Az elsé és utolso fert6zés kozott 6sszesen egy honap telt el.

Bimbozasi rata vizsgalata

A fertézést kovetden mar az elsd etetési alkalommal megtortént a bimbok megszamolasa,
majd a tovabbiakban rendszeres idokozonként, hetente haromszor végeztik a felmérést.
Minden esetben csak a mar levalt, 6nallo egyednek tekinthetd fiatal allatokat szamoltuk,
melyeket utdna el is tavolitottunk. Az elsd fertézés 6ta eddig 12 hét telt el, igy jelenleg 36
alkalommal hataroztuk meg a bimbodzasi aktivitast a legkorabban fertézott (M7axM7) torzsnél
¢és 21 esetben a legutoljara kezeltnél (M9axMS8). A fert6zott allatok mellett azonos modon
minden torzsbol kezeletlen zold és aposzimbiotikus hidrak bimbozasat is vizsgaltuk, szintén

12-12 egyedet csoportonként.

A bimbozasi rata vizsgalata mellett folyamatosan figyelemmel kovettiik az ivarosszervek
megjelenését is. A fertdzés kezdetekor jelentek meg ivarosan szaporodd egyedek eldszor az

aposzimbiotikus hidrdk kozott, majd késébb minden torzsnél eléfordultak. A bimbokhoz
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hasonloan az ivaros egyedeket is feljegyeztik heti harom alkalommal. Az ivarszervek
jelenlétét sztereomikroszkop alatt vizsgaltuk. Kiilon figyeltiink arra is, hogy himek vagy
himndsek-e az egyedek. Az ivaros alakok figyelemmel kovetése azért volt sziikséges, mert

befolyasolhatjak az egyedek bimbozasat.

Statisztikai analizisek

Az eredmények kiértékelésére az R statisztikai programot hasznaltam (R Development Core
Team, 2010). A torzsek 0Osszehasonlitasahoz el6szor ANOVA ¢és Post-Hoc teszteket
hasznaltunk, az egyedek szaporodasi sikerének Osszehasonlitasara (utols6 négy hétben
leszdmolt 6ssz-bimboszam). Ezt kovetden elvégeztiik az elemzéseket a nyers adatokra is,
hogy kontrollalhassunk az ivaros szaporodas jelenlétére. Mivel a kisérlet sordn ugyan azokat
az egyedeket mértiik le tobb alkalommal, sziikséges volt a pszeudoreplikacidé kovetkeztében
fellépd hibak kiszlirése, ami a minta Poisson-eloszlasabol adoddan altalanositott kevert
linearis modell segitségével tortént: Ime4 csomag (Bates, 2012), glmer fliggvény. A
modellekbe fix hatasként a kisérleti csoportot (aposzimbiotikus, M7, M8 vagy M9 algaval
fert6zott illetve zold), az ivaros allapotot (0-nincsenek ivarszervek, H — csak him ivarszervek
vannak; HN — him és néi ivarszervek egyarant; csak néi ivarszerveket hordozéd egyedet nem
lattunk a kisérlet soran) illetve a mérések kozott eltelt idot vittik be. Ez utobbira azért volt
sziikség, mert a vizsgalatot hetente haromszor végeztiik hétfon, szerdan és pénteken, vagyis
két alkalommal 2, hétfén viszont 3 nap telt el az el6z6 szamolas 6ta, ami miatt ezen a napon

jelentdsen tobb bimbot szamoltunk le. Random hatasként az allatok egyedi azonositdjat vittiik
be.
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Eredmények

A kisérlet soran 0sszesen 180 hidra bimbo6zasat kdvettem nyomon 12 héten keresztiil heti
harom alkalommal. A harom vizsgalt hidratorzset (M7, M8 ¢és M9) kiilonbozo
kombinacidkban hasonlitottam 0ssze. Az 1. tdblazatban feltiintetett 9 féle fert6zés egyedei
mellett mindharom torzsbdl vizsgaltam kezeletlen zold és aposzimbiotikus hidrak bimbozasat
IS, igy torzsenként Gsszesen 5 csoportot hasonlitottam Gssze. Minden csoportbol 12 allattal

végeztem a felmérést. A bimbok szamanak heti atlagait mutatja a 2. abra.
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2. dbra: a bimbok heti atlaganak felrajzolasa térzsenként. Az ,,a” betii az aposzimbiotikus
hidrakat jeloli.
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Mivel a bimbo6zasi rata beallasdhoz id6 kell, a statisztikai kiértékelések soran csak az utolsd 5
hét eredményeit vettem figyelembe. A kiilonbozd csoportok Osszehasonlitdisait ANOVA és

Post-Hoc tesztekkel végeztiik és torzsenként kiilon-kiilon abrazoltuk.

1.) M7-es torzs

Az MT7-es torzs esetében az utols6 5 hét bimbodzasi adatai szerint a sajat algaval
visszafertézott (M7axM7) egyedek mutattak egyediil szignifikans eltérést a kezeletlen
egyedekhez (M7z) képest (F45,=4.4899, p>0.001). A tesztek eredményeit mutatja a 3. abra és
a 2. tablazat. Az ivarosan szaporodd egyedek és a mérések kozott eltelt napok szamara
altalanositott kevert linearis modellel kontrollaltunk (3. tablazat). Ebbdl kideriilt, hogy a him
ivarszervek nincsenek szignifikdns hatidssal a bimbdzéasi ratara, ezzel szemben a ndi
ivarszervek igen. A linearis modell is meger6siti a Post-Hoc teszt eredményeit, vagyis

egyediil az M7axM7-es csoportnal mutat ki szignifikans eltérést a zoldekhez képest.

L= 1 1
© | ! — :
= ! : : :
© | :
o ! :
< | E ' !
o . ! :
o~ i |
o ! :
T T T T T
M7a M7axM7 M7axM8 M7axM9 M7z

3. abra: Az utolsé S hét bimbozasi rataja (bimbo/nap) a MT-es torzs vizsgalt csoportjainal
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M7a M7axM7 M7axM8 M7axM9
M7axM7 0.1070 - - -
M7axM8 1.0000 1.0000 - -
M7axM9 1.0000 0.0474. 0.6004 -
M7z 1.0000 0.0035 0.1070 1.0000

2. tabldzat: Post-hoc teszt utolso 5 hétre vonatkozo eredményei az M7-es torzsre

Paraméterbecslés (SE) Z(P)
(Intercept) -1.01 (0.20) -5.01 (<0.001)
M7a -0.25 (0.14) -1.82 (0.07)
M7axM7 -0.60 (0.15) -3.95 (<0.001)
M7axM8 -0.43 (0.14) -3.01 (0.003)
M7axM9 -0.07 (0.14) -0.52 (0.60)
Him egyedek 0.355(0.08) 4.25 (<0.001)
Himn&s egyedek -1.13 (1.01) -1.11(0.27)
Napok 0.51 (0.07) 7.32 (<0.001)

3. tablazat: Az MT-es torzsre vonatkozo altalanositott kevert linearis modell az ivaros

szaporoddsra kontrolldlva
2.) M8-as torzs

Az MB8-as torzs esetében mindegyik keresztfertézott bimbozasi rataja kisebbnek bizonyult a
kezeletlen (M8z) torzsnél (F4s6= 7.6368, p<0.001). Egyediil az aposzimbiotikus (M8a)
bimbdzasi ratija nem volt szignifikansan alacsonyabb. A tesztek eredményeit mutatja a 4.
abra és a 3. tdblazat. Az ivarosan szaporodo egyedek és a mérések kozott eltelt napok szamara
altalanositott kevert linearis modellel kontrollaltunk. Ennek eredményét mutatja az 5. tdblazat.
Az MT7-es torzshoz hasonldan, itt is csak a ndi ivarszervek jelenléte befolydsolhatja a
bimbdzéasi ratait. A Post-Hoc teszthez hasonldan itt is mindegyik keresztfertdzott torzs

bimbdzasi rataja szignifikdnsan kisebb (p<0.001), mint a zéldeké.
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2. dbra: Az utolso 5 hét bimbozasi rataja a MS-as torzs vizsgalt csoportjainal

M8a M8axM7 M8axM8 M8axM9
M8axM7 0.07326 - - -
M8axM8 0.04001 0.73431 - -
M8axM9 0.47485 0.66834 0.60736 -
M8z 0.38179 0.000040 0.00019 0.01029

4. tablazat: Post-hoc teszt utolso 5 hétre vonatkozo eredményei az M7-es torzsre
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Paraméterbecslés (SE) Z(P)
(Intercept) -0.53(0.20) -2.71(0.007)
M8a -0.19 (0.09) -1.98(0.05)
M8axM7 -0.37(0.11) -3.47(<0.001)
M8axM8 -0.48(0.10) -4.56(<0.001)
M8axM9 -0.31(0.10) -3.19(0.001)
Him egyedek 0.13(0.10) 1.27(0.21)
Himn&s egyedek -0.82(0.23) -3.56(<0.001)
Napok 0.43(0.06) -6.70(<0.001)

5. tablazat: Az M8-as torzsre vonatkozo altalanositott kevert linedris modell az ivaros

szaporoddsra kontrolldalva

3.) M9-es torzs

Az M9-es torzsnél egyértelmiien latszik, hogy a keresztfertézottek nem térnek el
szignifikansan a kezeletlen (M9z) torzs bimbozasi ratajatol (Fsss= 6,4233, p<0,001). A
tesztek eredményeit mutatja az 5. dbra ¢€s a 4. tablazat. Az ivarosan szaporodo6 egyedek és a
mérések kozott eltelt napok szamara altalanositott kevert linedris modellel kontrollaltunk.
Ennek eredményét mutatja a 7. tablazat. A bimbozasi rata ebben az esetben is fliggetlen a him
ivarszervektdl, a ndi ivarszerveket hozd egyedek bimbozasi rataja azonban szignifikdnsan
alacsonyabb. A Post-Hoc tesztekhez képest itt sem mutat eltérést a linearis modell, az
M9axM9 bimbdzasi ratdja szignifikdnsan nagyobb, mint a zold egyedeké, a tobbi

keresztfert6zott esetében nincs eltérés.
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3. dbra: Az utolso 5 hét bimbozasi rataja a M9-es torzs vizsgalt csoportjainal

M9a M9axM7 M9axM8 M9axM9
M9axM7 0.01363 - - -
M9axM8 0.40993 0.49116 - -
M9axM9 0.50416 0.00016 0.02001 -
M9z 0.50416 0.21757 0.56482 0.08596

6. tablazat: Post-hoc teszt utolso 5 hétre vonatkozo eredmeényei az M7-es torzsre

Paraméterbecslés (SE) Z(P)
(Intercept) -0.81(0.17) -4.67(<0.001)
M9a 0.23(0.09) 2.51(0.01)
M9axM7 -0.24(0.11) -2.29(0.02)
M9axM8 0.07(0.10) 0.71(0.48)
M9axM9 0.34(0.09) 3.85(<0.001)
Him egyedek 0.09(0.08) 1.14(0.26)
Himnd&s egyedek -0.65(0.25) -2.61(0.001)
Napok 0.48(0.06) -8.19(<0.001)

7. tablazat: Az M9-es torzsre vonatkozo altalanositott kevert linearis modell az ivaros
szaporoddasra kontrollalva
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Kovetkeztetések és késobbi tervek

A vizsgalt harom torzs (M7, M8 és M9) keresztfertdzése soran az M9-es torzsnél jol latszik,
hogy bimbdzasi sikeriik nem fiigg attol, hogy milyen algajuk van (5. abra). Az M8-as torzsnél
mar kevésbé egyértelmii a helyzet, itt mindhdrom keresztfert6zott csoport bimbozasi rataja
alacsonyabb volt a kezeletlen torzs bimbo6zasi ratdjanal, beleértve az M8xMS8 csoportot is,
ahol az aposzimbiotikus hidrakat a sajat torzsiikb6l szarmazo algaval fert6ztik vissza (4.
abra). Az M7-es torzsnél pedig egyediil az M7xM7-es csoport mutatott szignifikans eltérést a
kezeletlen egyedekhez képest (3. abra). Az ellentmondas oka valdsziniileg az lehet, hogy nem

telt még el elég id6 ahhoz, hogy a csoportok bimbdzasi rataja bedlljon a maximalis értékre.

A kisérlet eddigi eredményeibdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy a hidrak gond nélkiil képesek
elfogadni és szimbidzist kialakitani mads, t6liik izoldltan fejlédd torzsek endoszimbionta
algaival is. Ezt korabbi vizsgalatok mar kimutattdk. Jelen vizsgalat kiterjeszti ennek a
munkdanak az eredményeit, és kimutatja, hogy nem csak beépiteni képesek az algakat, hanem
legaldbbis az egyik torzs (M9) esetében a hidrak szaporodasi sikere is ugyanolyan magas,
mintha a sajat algaikat hordoznak. Ez az eredmény azért érdekes, mert tobb korabbi
vizsgalatban is kimutattdk, hogy az idegen szimbiontdkkal valo fert6zés kovetkeztében a
gazda szaporodasi sikere lecsokken, ami arra utal, hogy ezekben a rendszerekben koevolucio
zajlott le. Az, hogy a Hydra-Chlorella szimbidzis esetében ez nem volt megfigyelhetd, két
dologgal magyarazhat6. Egyrészt elképzelhetd, hogy az altalunk alkalmazott heti hAromszoros
etetés mellett a hidrdk elegendd tdpanyaghoz jutottak és nem fiiggtek a szimbiontdk altal
nyujtott tapanyagoktdl. Erre utal az a megfigyelés, hogy az M9-es torzs esetében az
aposzimbiotikus hidrak bimbdzasi ratdja nem volt kisebb a zoldekénél, ami arra utal, hogy az
algék jelenléte ebben az esetben nem novelte a bimbdzasi ratat. Masrészt elképzelhetd, hogy a
Hydra-Chlorella szimbiozis esetében nincsenek kolesonds kihasznalasi stratégiak, példaul
mert a gazda tokéletesen szabdlyozni tudja a szimbiontdkat. Ez utdbbi kérdés
megvalaszolasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek. A kisérlet soran folyamatosan
figyelemmel kovettiik az him- és ndi ivarszervek megjelenését. Az eddigi vizsgalataink
alapjan gy tnik, hogy a him ivarszervek jelenléte nincs hatissal a bimbozasi ratara, a noi
ivarszervet képzo egyedeknél azonban szignifikdnsan kevesebb a bimbok szama. Erre, illetve
a mérések kozott eltelt napok szadmara altaldnositott kevert linedris modell segitségével

kontrollaltunk.
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A késdbbiekben a kisérlet folytatdsaval parhuzamosan tervezziik a bimbdzasi rata vizsgalatat
ritkabb etetés mellett is, ezzel jobban rautalva a hidrakat az algdk nytjtotta forrasokra. Masik
terv az algdk szaporodasi sikerének meghatiarozasat a hidra sejtek atlagos algaszamanak
megallapitasaval, ami az algdk szemszdgeébdl vizsgalna a fertdzések sikerességét. Emellett
fontos feladat a késObbiekben az algak genetikai vizsgdlata, amibdl kideriilne, hogy valojaban

mekkora kiilonbség van az egyes torzsek algai kozott.

Osszefoglalas

A z0ld hidrak ¢s endoszimbionta algdik jo6 alanyai a mutualista kapcsolatokkal jaro
koevolucios folyamatok tanulmanyozasanak. A gazda-szimbionta koevolucid vizsgalatat arra
a hipotézisre alapoztam, hogy mas-mas kornyezetbdl szarmazo hidra torzsek és algaik kozott
eltéré modon jatszodhatott le a kdlcsonds egymashoz alakulds. Ennek tesztelésére algakat
nem tartalmaz6, aposzimbiotikus hidrakat hoztam létre, és ezeket fertéztem sajat, illetve mas
torzsbdl izolalt algdkkal. Az alap hipotézis predikcidja ebben az esetben az, hogy a sajat
algékkal torténd fertézés utan a gazda magasabb bimbdzéasi ratdit mutat, mint az idegen
torzseket tartalmazé allatok, mivel esetiikben nem volt még elég id6 a koevollcids

folyamatok lejatszodasahoz.

A kisérlet soran harom, kiilonb6z6 helyrél szarmazo zold hidra torzzsel (M7, M8 és M9)
dolgoztam, melyekbdl algakat nem tartalmazd, aposzimbiotikus allatokat is létrehoztam.
Sikeriilt mindegyik torzsbdl algat izoldlni, amivel utana az Gsszes lehetséges kombinacidoban
keresztfertdztem az aposzimbiotikus 4llatokat. Kezeletlen z6ld €s aposzimbiotikus hidrakkal
egylitt 12 héten at heti 3 alkalommal vizsgdltam minden csoportbol 12 egyed esetében a
bimbozasi rata alakulasat. Az elézetes eredményekbdl egyértelmiien latszik, hogy a hidrak
mas torzsbol szarmazo algéakat is képesek elfogadni. Az M9-es torzsnél egyik keresztfertézott
csoport bimbo6zasi ratdja sem mutat jelentds eltérést a kezeletlen, zold egyedekhez képest. A
masik két torzs esetében még nem vonhatok le egyértelmii kdvetkeztetések, valoszintlileg tobb
iddre van sziikség a bimbo6zasi rata beallasahoz. A kdzeljovében a kisérlet folytatdsa mellett
tervezziik a zold hidrak és chlorella algaik kozotti gazda-szimbionta koevolucio vizsgalatanak

egy¢éb megkozelitéseit is.
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Nyilatkozat a palyazo6 egyéni hozzajarulasarol a palyamiiben

leirt eredményekhez

Alulirott Rosa Marta Erzsébet a dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil a:

- hidrak rendszeres etetése és tisztitasa
- aposzimbiotikus hidrak létrehozasa

- fertdzések elvégzése

- ivaros egyedek felmérése

- bimbozasi rata megallapitasa

folyamatokat végeztem el.

..............................................................

alairas

Debrecen, 2013. januar 09.
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