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1. BEVEZETES

A nyalkasporasok (Cnidaria, Myxozoa) a halak gyakori belsé él6skod6i, melyek kdzott olyan,
jelentds gazdasagi karokat el6idézd fajok is eléfordulnak, mint a pisztrangok kergekorjat
okoz6 Myxobolus cerebralis, a pisztrangfélék proliferativ vesebetegségét kivaltd
Tetracapsuloides bryosalmonae, vagy a bélgyulladast és belsé szervek akut gyulladasat
el6idéz6, sokszor massziv mortalitast kivaltd Ceratonova shasta és Enteromyxum leei.
Hazankban, az els6sorban pontyfélék tenyésztésén alapulé akvakultura agazatot, a
Sphaerospora dykovae (korabbi nevén S. renicola) altal kivaltott Uszoholyag-gyulladas, és a
Sphaerospora molnari okozta kopoltyu-sphaerosporosis kartétele érinti érzékenyen.

A leegyszeris6dott testfelépitési, néhany vagy néhany tucat sejtbél allo, mikroszkopikus
méretl éléskddék a 19. szazad elejétdl ismertek, és a Myxozoa mara mar tdbb ezer fajjal
rendelkezd taxon. Kétségtelen kortani jelentéségik mellett a nyalkaspoérasok
kulonlegességét rendkivul bonyolult, halon bellli és halon kivuli fejlédésik adja, melynek
részletei a legtobb leirt fajnal a mai napig nem tisztazottak. A fajon bellli morfolégiai
valtozatossag (két morfolégiailag eltéré6 spératipus megléte), és a parazitakra jellemzé
leegyszerlis0dott testfelépités kovetkeztében e kuldnleges csoport rendszertani helye elsé
képviseldjik leirasat kdvetbéen még 184 évig, 2009-ig bizonytalan volt. Az 1990-es évek
kdzepeéig a nyalkasporasokat — jobb lehetéség hijan — az egysejtliek kdzé soroltak, és az
akkoriban indulé molekularis biolodgiai alapu kutatasok mutattak ra arra, hogy ezek a parazitak
a tébbsejtl eukariotak egy 6si csoportjanak tekintheték.

Ebben a tudomanyos kdérnyezetben ismerkedtem meg friss diplomasként a nyalkaspoéras
parazitakkal. Az id6szak kulonlegességét adja, hogy a molekularis biologiai technikak,
kiléndsen a PCR és Sanger szekvenalas széles korl elterjedése ekkor tette lehetévé a
morfoldgiai alapon (nem ritkan a vizsgald kutaté szakmai felkészultsége és szubjektivitasa
altal befolyasoltan) meghatarozott fajok objektiv, szekvencia alapu vizsgalatat és
elkulonitését. A nyalkasporasokkal évtizedeken at foglalkozé klasszikus taxonémusoknak,
tobbek kozott Jifi Lomnak, Iva Dykovanak, Jorge C. Eirasnak és mentoromnak, Molnar
Kalmannak kulcsfontossagu szerepe volt ebben az idészakban. Tébb évtizedes morfoldgiai
és korszdvettani tudasukra alapozva, egy olyan DNS szekvencia referencia gyljtemény
j6hetett létre kdzvetett vagy kdzvetlen kdzremiikddéslikkel, mely a mai molekularis taxonémia
biztos alapjat képezi. Molnar Kadlmannak kdszonhetben doktori tanulmanyaim soran abban a
szerencsés helyzetben voltam, hogy lehetéségem volt a klasszikus nyalkasporas morfologia
alapjait elsajatitani, és ezzel egyidejlleg Harrach Balazs és Benké Maria révén megismerni,
és megtanulni az aktualis molekularis biologiai technikakat. Ezt kovetben is j6 néhany évig
nekem és kollégaimnak jutott az a sokszor kihivasokkal teli feladat, hogy az édesvizi
nyalkaspéras fauna tucatnyi képviseldjének (f6leg a Myxobolus, Henneguya, Thelohanellus
és Sphaerospora fajok) molekularis taxondmiai és filogenetikai vizsgalatat els6ként végezzik
el. A molekularis technikdk térnyerése a taxonomia mellett a fejlédéstani és koértani
vizsgalatokat is Ujra elétérbe helyezte. Addig ismeretlen koéroktanu betegségek valtak
azonosithatéva (pl. Tetracapsuloides bryosalmonae altal kivaltott proliferativ vesebetegség),
és a gazdan bellli fejlédés és a gazda—parazita kdlcsdnhatas vizsgalatanak is ujabb
lendiletet adott.
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Ertekezésemben az elmult 15 év kutatdmunkajabdl valogattam 6ssze azokat a kutatasi
eredményeket, amelyek hozzajarultak a nyalkaspérasok rokonsagi viszonyainak,
gazdafajlagossaganak tisztazasahoz és a gazda—parazita kolcsdnhatast meghatarozé
tényezd6k mélyebb megértéséhez. A munka elsd 6nallo kutatasi projektemmel (fiatal kutatoi
OTKA palyazattal) indult 2004-ben. Ennek eredményei Ujabb célokat indukaltak, amik egy
masfél éves Humboldt kutatasi 0Osztondij keretében valdsultak meg Muanchenben,
Németorszagban. Hazatérésem utan sajat kutatécsoportomban, kollégaim és hallgatéim
segitségével haladtunk tovabb a megismerés utjan. A gazdafelismerés vizsgalatat német
kollégammal, Dennis Kallert-tel koézésen kezdtlk még Neémetorszagban, majd a
kutatocsoportomban eltoltott 2 éves kutatasi 6sztondija alatt folytattuk Magyarorszagon. Az
uszoéholyag-gyulladas és kopoltyu-sphaerosporosis etioldgigjanak és a betegséget okozo
fajok filogenetikgjanak tanulmanyozasat parhuzamosan kezdtuk Astrid Holzer
kolléganémmel és cseh kutatécsoportjaval. Tudatosan szakitva el6deink rivalizald
hagyomanyaval”, évekkel ezel6tt egyesitettiik erdinket, és egymas munkajat kiegészitve és
erésitve, koézdsen haladtunk és haladunk a koérokozé Sphaerospora fajok, még a
nyalkaspoérasok kozott is egyedinek szamité halon bellli fejlédésének megismerésében.

Hazai és kulféldi kollégaimmal, sok évvel ezel6tt egy jaratlan dton indultunk el, felfedezve
Ujabb és ujabb jellegzetességeket, amik a nyalkasporas parazitakat kuldnlegessé, mas
allatcsoporthoz nem hasonlithatéan egyedivé teszik. Ahogy egyre mélyebbre astunk a

felfedeznivalé ismeret kére is egyre béviilt, rendre Ujabb aspektusok keriiltnek elétérbe. Es a
lelkesedés, a megismerés 6rome azéta sem mulik...

2. CELKITUZESEK

Az értekezés alapjat képez6 kutatasok célja a kdvetkezb volt:

e A gazdafajlagossag filogenetikai hatterének, valamint a Myxobolus és Sphaerospora
fajok genetikai diverzitdsanak feltérképezése.

e A nyalkaspéras fajok szdveti és szervi preferenciaja, valamint rokonsagi viszonyai
kozotti 6sszefuggés feltarasa.

e A gazdafelismerés folyamatanak mélyebb megértése; genetikai hatterének és
specificitdsanak vizsgalata.

o A gazdak nyalkaspérasokra valo fogékonysagat befolyasold tényezék kimutatasa.
e A nyalkasporas fert6zés elleni védekezés lehetéségeinek vizsgalata.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Gazdafajlagossag filogenetikai vonatkozasai

A gazdafajlagossag kérdéskorét két nyalkasporas csoporton vizsgaltuk. Az egyik a
hazankban és Eurépaban gyakori, az édesvizi, szoveti él6skodok csoportja, melyben
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Myxobolus, Henneguya és Thelohanellus fajok dominalnak. A masik, a célozoikus €lésk6dék
dsi csoportja a Sphaerospora sensu stricto (s. str.) klad tagjai.

Mintak eredete, mintagydijtés

A gyljtétt parazita mintak tdbbsége hazai halgazdasagbol szarmazott. A leggyakoribb
mintavételi helyek a szazhalombattai Temperalt Viz(i Halgazdasag (TEHAG), a Dinnyési
Halgazdasag, és a Hortobagyi Halgazdasag voltak. A természetes vizek kozul a Balaton, a
Kis-Balaton, a Duna, a Tisza és a Benta-patak szolgaltak mintavételi helydl. A M. cerebralis
mintak Németorszagbdl, bajor pisztrangos gazdasagokbol szarmaztak. Szamos
Sphaerospora minta csehorszagi halgazdasagokbdl szarmazott.

Morfoldgiai és szovettani vizsgalatok

A myxospéra és actinospéra alakok morfometriai jellemzése soran a klasszikus protokollt
kovettik. A morfolégiai vizsgalat kiegészllt a parazita spordk szervi és szdveti
lokalizaciéjanak nativ mikroszképos és szdvettani vizsgalataval.

Molekularis modszerek

DNS feltaras és PCR:

A mintakban levé DNS kivonasara szamos modszert kiprébaltunk. A PCR-rel felerésitett DNS
szakaszok mindegyike a 18SrDNS kulénbdz6 hosszUsagu szakaszai voltak. A
felsokszorozashoz (amplification) tébbféle primerpart hasznaltunk, melyek egy részét
szakirodalmi adatokbol gydjtottik, masik részét a munka soran magunk terveztik és
optimalizaltuk alkalmazhatdésagukat.

Sanger szekvenalas:

A DNS szekvenalast magunk végeztiuk, mig a DNS szekvencidk detektalasat a Szegedi
Biolégiai Kdzpont Szekvenald Laboratériumatdl rendeltik szolgaltataskeént.

In situ hibridizacio:

A M. pseudodispar parazita oligochaeta gazdaban torténd fejlédésének és a Sphaerospora
molnari pontyban valé fejlédését vizsgalatara in situ hibridizaciés (ISH) moddszert
alkalmaztunk. EIébbi esetben faj-specifikus, biotin-jeldlt oligonukleotidokat, utdbbi munka
soran DIG-jeldlt prébakat hasznaltunk a hibridizaciohoz.

Filogenetika

A filogenetikai mddszerek elméleti és technikai fejlddését kdvetve valtoztak az elemzésekhez
hasznalt szoftverek és paraméterek. A filogenetikai szamitasokat altalaban a legnagyobb
valészinliség (maximum likelihood) becslési mddszerrel, valamint Bayesian statisztikaval
(Bayesian inference of phylogeny) is elvégeztuk.
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3.2. Gazda—parazita kdlcsdonhatas megnyilvanulasai

In vivo parazita rendszerek

Az in vivo laboratériumi nyalkaspoéras tenyészet fenntartasahoz folyamatosan ellenérzétt faji
Osszetétell, parazitamentes kevéssertéji féreg allomanyokat (Tubifex és Limnodrilus fajokat)
neveltink és tartottunk zart, laboratoriumi rendszerben. Az invivo parazita tenyészet
laboratoériumi fenntartasahoz és a kisérletekhez sziikséges specifikus parazitamentes (SPF)
halakat a laboratériumi akvarium rendszerben neveltik parazitamentes korulmények kozott.
A kisérletes munkahoz két nyalkasporas faj, a Myxobolus cerebralis és a Myxobolus
pseudodispar életciklusat in vivo laboratériumi rendszerben folyamatosan fenntartottuk.

Kisérleti rendszerek

A gazda—parazita kodlcsdnhatas fejl6édéstani hatterét két fajon, az er6sen patogén
M. cerebralis, és az alacsony patogenitasu, klinikai tlineteket és elhullast altalaban nem
okozd M. pseudodispar fajon vizsgaltuk. A parazitdk minden esetben zart laboratériumi
rendszerben fenntartott allomanybdl szarmaztak. A halak fertézése minden kisérletben
egyedileg tortént, és a negativ kontroll csoport egyedeit a fertézott csoportokhoz hasonlé
modon kezeltlk, annyi kuldnbséggel, hogy a parazitaval nem kerultek kontaktusba.

A fert6zési kisérletek az alabbi célbdl torténtek:

o M. pseudodispar gazdafajlagossaganak vizsgalata kevéssertéjli féreg gazdaban.

pseudodispar gerinces gazdaspektrumanak vizsgalata.

M.
e M. cerebralis gazdafelismerésének vizsgalata.
M. cerebralis lokalizaciojanak kimutatdsa a gazdaba valdé bejutas soran.
M. cerebralis gazdafelismerése molekularis hatterének vizsgalata.
o Beltenyésztettség hatdsanak vizsgalata a M. cerebralis fert6zottségre.
o Vér szerepének igazolasa a M. cerebralis és a M. pseudodispar fert6zéttségben.

o Betegségmegeldzés lehetdségeinek vizsgalata.

Kisérletek statisztikai értékelése

A kapott kisérleti eredmények értékelése és a megfelelé modell kivalasztasa az adatsor
jellegének, nagysaganak megfeleléen tortént. A fertézés prevalenciajat gyakran Chi-négyzet
prébaval hasonlitottuk 6ssze a kiildnbdz6 csoportok kdzott. A fertézés intenzitasat ANOVA-t
kévetden Tukey post hoc teszttel, vagy Mann-Whitney U-teszttel vizsgaltuk. Amennyiben
nem teljeslltek az ANOVA el6feltételei, altalaban Kluskal-Wallis teszttel és azt kdvetd Dunn
prébaval elemeztik az adatsort.

Molekularis moédszerek

Hal vérvonal és mikroszatellit vizsgalat:

A sebes pisztrang tenyészallomany vérvonalanak meghatarozasahoz a mitokondrialis DNS

kotott RFLP modszer segitségével. A sebes pisztrang tenyészallomanyok genetikai
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variabilitasanak meghatarozasahoz a kdvetkez6 nyolc mikroszatellit I6kuszt vizsgaltunk: Str-
15, Str-60, Str-543, SsoSL-417, SsoSL-438, Ssa-85, Ssa-197, OKI-10.

Szupresszids szubtraktiv hibridizacio (SSH):

A gazdafelismerés soran aktivalodé gének kimutatasahoz a nem-aktivalt (intakt), és az
aktivalt (gazdat felismert) TAM-ok transzkriptom-készletének 6sszehasonlitasat szupresszios
szubtraktiv hibridizacioval (SSH) végeztik.

Kevéssertéjli féreg-specifikus PCR:

A kevéssertéjli férgeket morfologiai bélyegek mellett molekularis biolégiai modszerekkel is
vizsgalatuk. Ehhez a mitokondrialis 16S rDNS (mt 16S rDNS) egy 370 bp hosszu szakaszat
sokszoroztunk fel.

Valos idejli gPCR rendszerek:

Valés ideji PCR-t alkalmaztunk gazdaszovetben |év6é parazita DNS mennyiségének
meghatarozasahoz, valamint kuldnféle parazita gének relativ expresszidjanak vagy
abundanciajanak becsléséhez.

4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A nyalkaspéras kutatas szamara nagy lendiletet adott a parazita csoport életciklusanak
tisztazasa, ami alapjan vilagossa valt, hogy egy adott nyalkaspéras faj két gazdaban fejlédik,
és két teljesen eltérd sporatipussal rendelkezik. Ett6l kezdve a molekularis és filogenetikai
vizsgalatok a fajok életciklusanak azonositasaban is fontos szerepet jatszottak (Eszterbauer
et al. 2015a). Az azonositott életciklusok szama pillanatnyilag 47, ezek kdzll azonban csak
5 faj (M. cerebralis, M. pseudodispar, M. parviformis, Ceratonova shasta, Tetracapsuloides
bryosalmonae) teljes életciklusat sikerdl in vivo laboratériumi kérilmények kdzoétt fenntartani.
Az 5 fajbdl ketté (M. cerebralis és M. pseudodispar) életciklusa, a vilagon egyeduliként, sajat
laboratériumunkban elérheté. A Sphaerospora molnari és harom Enteromyxum faj (E. leei,
E. scophthalmi, E. fugu) életciklusanak halon bellli fejlédése (fejlédési alakok halrol-halra
vald atvitelével) tarthato fent laboratoriumi kérulmények kdzott (Eszterbauer et al. 2015a).

A rendkivil munka- és idéigényes tenyésztés a legtobb faj esetében nem megoldott. Egy
konyvfejezet keretein belll foglaltuk 6ssze ismereteinket a nyalkaspoérasok életciklusardl, a
fejlédést befolyasold tényezdkrél, az invivo és invitro laboratoriumi tenyésztés
lehet6seégeirél és korlatairol (Eszterbauer et al. 2015a). A jelen dolgozatban Osszegzett
kutatasok alapjat képezi az a lassan két évtizedre visszatekintd tapasztalatgyuljtés,
modszertani fejlesztés, tesztelés és optimalizalas, ami sziikséges volt ahhoz, hogy a parazita
gazdait (halakat és kevéssertéjli férgeket) azonositasuk utan szaporitani és SPF
korulmények kozott nevelni tudjuk. Tovabba, hogy képesek legyunk a parazita id6zitett
atvitelére egyik gazdardl a masikra, akar egyedi fert6zés formajaban is, és hogy megfeleld
mintakat tudjunk szolgaltatni a molekularis bioldgiai, funkcionalis genetikai, vagy akar
szOvettani alapu (pl. ISH) vizsgalatokhoz. Az invivo laboratériumi tenyésztés
modszertananak fejlesztése tette szamunkra lehetdvé, hogy a nyalkaspérasok (ezek kdzul is
leginkabb a kutatécsoportomban fenntartott két modell faj) fejlédésének olyan aspektusait
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tanulmanyozzuk kisérletesen, mint a gazdafelismerés vagy a gazdara val6é fogékonysag
fejlédéstani hattere, amik természetes fertézottségli gazdak esetén nem lettek volna ilyen
mélységben vizsgalhatok.

4.1. Gazdafajlagossag filogenetikai vonatkozasai
4.1.1. Myxobolus fajok és koézeli rokonaik

Actinospora tipusok felméré vizsgalata

Az 1990-es évek végétél a molekularis bioldgiai mddszerek elterjedése nagy lendiletet adott
a nyalkaspéras parazitak taxonémiai jellegl vizsgalatanak. Korabban a nyalkaspéras fajok
leirdsa és rendszerezése kizardlag a gerinces gazdaban fejl6dé myxosporak morfologiai
jellemzéi alapjan tortént, és Wolf és Markiw (1984) mérféldkének szamité munkajanak
publikalasaig nem is volt ismert, hogy a nyalkasporasok kétféle sporatipussal rendelkeznek.
Ezért a gerinctelen gazdaban fejl6d6 actinosporakat az 1990-es évekig kulon fajként irtak le.
A DNS alapu technikdk (PCR, DNS szekvenalas) lehetéséget adtak az ,actinospéra —
myxospora parok” azonositasara, és utat nyitottak a nyalkaspéras fajok rokonsagi
viszonyainak és evolucids fejl6désének behatd tanulmanyozasahoz. A korai tanulmanyokban
adott éléhely vagy féldrajzi terilet actinospoéra tipusainak felméré jellegli vizsgalata soran a
morfoldgiai valtozatossag kimutatasa volt az els6dleges cél. Az 1990-es évektdl a
fert6zottség prevalencidjanak és szezonalitasanak vizsgalata is fokuszba kertlt. A legtébb
vizsgalat, foldrajzi elterjedéstdl fuggetlendl igen alacsony (sokszor 1% alatti) fert6zottséget
mutatott ki kevéssertéji féreg gazdakban, néhany kivétellel, mint pl. a 33,3%-0s
Aurantiactinomyxon pavinsis fert6zottség a skot felfdld gyorsfolyasu patakjaiban. A
gerinctelen gazdak actinospora fert6zottségét hosszabb ideig vizsgalva (akar 1 évig is)
magasabb prevalencia volt kimutathatd, bar a fert6zoéttség igy is ritkan lépte at az 5%-os
értéket. Sajat vizsgalataink soran (Eszterbauer et al. 2006) egy hazai természetes vizben
(Tisza) és egy hazai halgazdasagban (TEHAG, Szazhalombatta) el6forduld kevéssertéji
féreg fauna actinospora fertézottségének o6sszehasonlitasakor jelentés kuldnbséget
mutattunk ki a természetes vizi és a halgazdasagi Branchiura sowerbyi féreg allomany
nyalkaspdras fertézottségének prevalenciaja kozott (Tisza: 0,9% és TEHAG: 50%). Erdekes
modon a Tubifex és Limnodrilus féreg fajoknal ez a tendencia forditott volt, ha nem is ilyen
széls6séges mértékben (Tisza: 1,7%, TEHAG: 0,26%). A TEHAG actinospéra fert6zoéttségét
korabban behatdéan tanulmanyoztak El-Mansy et al. (1998a). Az évtizedeken at alaposan
tanulmanyozott halfauna mellett a TEHAG kevéssertéji féreg allomanyanak actinospoéra
fertézottségét célzd vizsgalat azonban DNS alapu dsszehasonlitas nélkll zajlott, igy sajat
vizsgalati eredményeinkkel csak spéramorfologia alapjan volt dsszevetheté a kimutatott
actinospéra fauna. Bar fenotipusos bélyegek alapjan kimutattunk hasonlésagokat, az
actinospéra tipusokra jellemz8, sokszor fajon bellli morfologiai valtozatossag nem tette
lehet6vé EI-Mansy et al. altal megfigyelt tipusokkal valé azonositast. Az altalunk kimutatott
10 ,genotipus” 14 Kkllénb6zd ,morfotipust” takart. A spdra morfolégiaban mutatkozo
klldénbség legtdobb esetben morfometriai eltérés volt. Voltak azonban olyan tipusok is (pl.
AUR 'B1’ és 'B2’), melyek DNS szinten azonosak voltak, azonban jelents alaki eltérést
mutattak. Hasonlé eredményt korabban aurantiactinomyxon esetében kimutattak mar
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(Hallett et al. 2002). A DNS szekvencia szinti és filogenetikai 6sszehasonlitas tobb
»,myxospora — actinospéra par’ azonositasat tette lehetévé. A kimutatott raabeia tipusu
actinospéra 99,4%-0os azonossagot mutatott az aranyhal kopoltyuivéen fejl6dd, hazankban
eddig nem detektalt Myxobolus cultus fajjal. igy kézvetve elséként igazoltuk a M. cultus hazai
jelenlétét. Els6ként azonositottuk a ponty belsé szerveiben fejl6dé Thelohanellus hovorkai
actinospéra tipusat (aurantiactinomyxon °A’), az aranyhal epehdlyagjaban sporat képez6
Zschokkella faj guyenotia tipusu actinospérajat, valamint a bodorka uUszoéjan, a bdéralatti
kotészovetben fejlé6dé Myxobolus woottenii triactinomyxon tipusat (TAM ’'D’). Utébbi faj
leirasa kés6bb tértént meg a myxospora teljes jellemzését kdvetéen (Molnar et al. 2010).
Fejl6dési kisérlettel korabban mar igazoltuk, és a halgazdasag Tubifex allomanyaban is
kimutattunk triactinomyxon tipusu actinosporakat (TAM 'A’, 'B’, 'C’), melyek a pontyfélék
izomzataban fejl6dé M. pseudodispar actinospéra alakjanak bizonyultak. Bar a gazdasag
halfaunaja parazitolégiai szempontbdl jol tanulmanyozottnak volt tekinthet6, a vartnal
kevesebb spdra part sikerult azonositanunk. Ennek oka lehet, hogy kétéltliek és hulldk is a
nyalkaspérasok gerinces gazdai lehetnek, amelyek nyalkasporas fert6zottségét az adott
terlleten még egyaltalan nem, de hazankban mashol is legfeljebb csak esetileg vizsgaltak
eddig. Oka lehetett az is, hogy nem a megfelel6 id6pontban/évszakban tortént a gerinctelen
gazdak mintavétele, igy sok esetben elmulaszthattuk az érett actinosporak kifejlédésének
idészakat. Ezen tulmenéen a nem elég specifikus PCR rendszer, vagy a myxospora tipus
DNS szekvenciajanak hianya is okozdja lehetett az alacsony aranyd spéra parok
kimutatasanak. A 2000-es évek eleje volt a génbanki nyalkaspoéras adatbazisok létrejottének
idészaka, a DNS szekvencia benyujtasok szama ugyan erételjesen névekvében volt, de még
viszonylag kisszamu kutatocsoport foglalkozott a szekvencia adatbazisok bdvitésével. A
Myxobolidae csaladba tartozé fajok DNS szekvenalasaban és genetikai jellemzésében a
vilag élvonalaba tartozunk kollégaimmal, az évek soran tobb szaz benyujtdssal ndvelve a
génbank adatbazisat. Az actinospoéra tipusok felméré vizsgalataval igazoltuk, hogy a spéra
morfolégia énmagaban nem elegendd adott nyalkasporas faj actinospoéra stadiumanak
jellemzéséhez, hanem a DNS szekvencia, és a gazdafaj azonositasa is elengedhetetlen
része a pontos faj/tipus leirasnak.

M. pseudodispar gazdaspektruma és a gazdavaltas igazolasa

Az izomparazita nyalkasporasok, azok kozil is a M. pseudodispar mar a korabbi vizsgalatok
alapjan is kuldnlegesnek volt tekinthet6 a fajon bellli nagyfoku genetikai variabilitds miatt. Az
actinospéra stadiumok felmérd vizsgalata soran detektalt akar 3,6%-os kildnbség a
18S rDNS szekvenciaban megerdsitette a myxospoérakon, korabban végzett vizsgalatok
eredményét, mely egyes esetekben 5% koérdli kilénbséget mutatott ki pontyfélék
M. pseudodispar izolatumai kozott (Molnar et al. 2002). Az izomzatban sporat képzé
nyalkasporasok esetében a fajon bellli genetikai variabilitds nem egyedulallé (Molnar et al.
2002, 2012, Molnar & Eszterbauer 2015). A f6leg természetes fert6zottségbél szarmazd
M. pseudodispar izolatumok filogenetikai vizsgalata soran 6t, pontyfélékhez tartozo halfajbdl
(bodorka, dévérkeszeg, karikakeszeg, vOorosszarnyu keszeg, szélhajté kiisz) szarmazé 17-
féle M. pseudodispar myxospora izolatumot és a génbankban elérheté izolatumok
szekvenciait hasonlitottunk 6ssze (Forré & Eszterbauer 2016). A rokonsagi viszonyok
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alapjan a halfaj szerinti elkulonulés szembet(ind volt, a legtobb izolatum a gazdahalnak
megfeleléen o6t foékladba csoportosult. Ezen eredmények egybeestek korabbi, kisebb
mintaszamu vizsgalatunk eredményével (Molnar et al. 2002). Azonban az ujabb vizsgalatban
voltak kivételek, amelyek vagy masik halfaj csoportjaban, vagy valamelyik klad
kilcsoportjaként helyezkedtek el a filogenetikai fan. A nagyobb elemszam valészinUsitette a
kivételek megjelenését, és tekintve a csoportokon bellli és a csoportok kozotti DNS szinti
hasonlésagokat, a ,csoporton kiviliek” megjelenése elére jelezheté volt. Az 5 filogenetikai
csoporton belul a 18S rDNS alapu genetikai azonossag 99,3-99,9% ko6z6tt mozgott, mig a
csoportok kézott 95,2-98,8%-0s azonossag mutatkozott, sok esetben atfedéssel a csoporton
bellli értékekkel. A legtdbb nyalkasporas faj esetében elfogadott, 1% kordli fajon beldli
kilébnbség a 18S rDNS szekvenciaban (Molnar & Eszterbauer 2015) ennél a fajnal
egyértelmien nem érvényesul, és felveti a kérdést, hogy a M. pseudodispar egy fajnak
tekinthet6-e, vagy tobb fajrél van szdé. A vizsgalt izolatumok legtobbje a Balatonbdl
szarmazott, ami egy hal és nyalkasporas faunaban gazdag viztertlet (EI-Mansy et al. 1998b,
Molnar et al. 2002). A M. pseudodispar legtdbb ismert gazdaja éshonos a tdéban, és a
gerinctelen kevéssertéjli féreg fauna is fogékony a parazitara. A parazitdban gazdag
éléhelyen a kevéssertéjli féreg gazdak gyakran tdbbféle nyalkaspoéras fajjal fert6zottek
egyidejlleg (EI-Mansy et al. 1998b). A kevéssertéjli férgek a nyalkasporasok végleges
gazdai, bennuk zajlik a parazita ivaros szaporodasi fazisa. Ennek megfelel6en elméletileg
lehetséges, hogy a M. pseudodispar genetikai vonalak rekombinalédnak a végleges
gazdaban, igy ndvelve a genetikai valtozékonysagot az izolatumok/genetikai vonalak kdzott.
A M. pseudodispar fert6zottség magas prevalencidjat tekintve (akar 80% is lehet balatoni
bodorkakban — személyes medfigyelés), nagy a valészinlsége, hogy genetikailag eltérd
vonalak ,talalkoznak”, ami teret adhat és felgyorsithatja a fajképz&édés folyamatat. A parazitak
eltérd evolucids stratégiat kdvetve alkalmazkodnak a megvaltozott kornyezethez. Ez lehet
gazdacsere (host-switch), vagy gazdavaltas (host-shift) (Rézsa et al. 2015). A gazdavaltas
(host-shift) fokozatosan torténik a természetben, és a parazita ,kulonbséget tesz” elsédleges
€s masodlagos gazdak kdzott. Az elsédleges gazda az, amihez a parazita megfelel6 médon
alkalmazkodott, és ez az a gazda, ami biztositja a parazita tulélését. A masodlagos gazdahoz
a parazita kevésbé adaptalédott, szaporodasanak sikere is kevésbé flgg ettdl a gazdatol. A
kétféle gazda kozott azonban valtani tud a parazita, ha ezt a kdrnyezeti kérilmények (pl.
klimavaltozas, gazda elérhetdsége stb.) megkivanjak. A gazdacsere (host-switch) ennél jéval
radikalisabb lépés. llyenkor egy teljesen Uj, korabban nem fogékony fajon telepszik meg a
parazita, és akar nagymértéki taxondmiai ugras is bekévetkezhet a gazdakdrben (Rézsa et
al. 2015). Gazdavaltds a M. pseudodispar esetében is bekdvetkezhetett. A faj széles
gazdaspektrummal rendelkezik, korabbi és a jelen vizsgalat is megerésitette, hogy
elsédleges gazdaja a bodorka, ami egyben a faj eredeti, tipus gazdaja is. A gazdavaltas
magyarazhatja azt is, hogy bizonyos izolatumok a gazdafajtdl eltéré kladban helyezkednek
el a filogenetikai fan. Elképzelhet6, hogy ezekben az esetekben mar megtértént a
gazdavaltas, de genetikailag (a meg6rzott 18S rDNS alapjan) még a korabbi elsédleges
gazdahoz tartoznak. A M. pseudodispar német genetikai vonalon (lineage GER; Mp R-T50)
végzett kisérleteink eredménye azt mutatta, hogy ennek a genetikai vonalnak a bodorka az
elsédleges, és a dévérkeszeg a masodlagos gazdaja (mig genetikailag sem a bodorka, sem
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a dévérkeszeg kladhoz nem tartozik, a filogenetikai fan azok k6zott helyez6dott bazalisan).
kisérletesen, mint az els6dleges gazda, bodorka esetében. Viszont érett myxosporak
alakultak ki dévérkeszegben, ellentétben a szintén kisérletesen vizsgalt vorésszarnyu
keszeggel, amelyben csak fejl6dési alakok, érett myxospéra azonban nem volt detektalhato.
Ez alapjan a vordsszarnyu keszeg nem tekinthetd sem elsédleges, sem masodlagos
gazdanak, sokkal inkabb egy fejl6dési zsakutcanak a kisérletesen vizsgalt parazita genetikai
vonal szempontjabol. Az Mp T-50 genetikai vonal viszont csak egy a tucatnyi
M. pseudodispar izolatum kézul, melyek gazdaspektruma kilénbdz6 mértékben ugyan, de
valészinlsithetéen eltér a kisérletesen vizsgalt genetikai vonalétdl. Ezek alapjan az is
feltételezhetd, hogy uUjabb vizsgalatokkal a gazdak kore tovabb bévil (a koézlemény
megjelenése o6ta balinban, domolykéban is kimutattuk M. pseudodispar jelenlétét). A
gazdavaltas lehet6ségét a tengeri halak izomzataban fejl6dé Kudoa thyrsites faj esetében is
valoszindsitik (Whipps & Kent 2006). A szerzék nyolc kiloénb6zé foldrajzi régidé K. thyrsites
faungjat vizsgalva arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy lokalis populaciok féldrajzi
elszigeteltsége valtotta ki a genetikai vonalak elkilonllését. A gazdavaltas kapcsan kérdés,
hogy a masodlagos gazdaban fejl6dé myxosporak fert6zéképesek-e. Az altalunk végzett
kisérletes fertézés soran a dévérkeszegben kifejl6ddtt myxospérakkal nem sikertlt
megfert6zni fogékony kevéssertéji allomanyt, mig a bodorkabol szarmazé myxosporakkal a
fertézés minden esetben sikeres volt. Lehet, hogy egyszeriien csak a fertézés intenzitasanak
szignifikans kulonbsége, a dévérkeszegbdl kinyert kisszamu myxospdra miatt volt sikertelen
a fert6zési kisérlet, de az is elképzelhetd, hogy a gazdavaltas a kevéssertéji féreg gazda
tekintetében is érvényesiilt. Eddigi ismereteink alapjan ugy tlnik, hogy a M. pseudodispar
nem egységes faj, hanem egy faj-komplex, hasonléan a Chloromyxum fluviatile és a
Zschokkella nova faj-komplexekhez (BartoSova & Fiala 2011). Azonban a faji hatarok
mesterséges meghuzasa nem egyszeri feladat. Fert6zési kisérletekkel tisztazhaté lenne az
egyes genetikai vonalak gazdakoére, mely a faji szintl elklldnitést segitené, azonban a
nyalkaspéras életciklus laboratoriumi fenntartdsanak korlatai erdésen limitaljak a
lehetéségeket. Addig is javasolt a M. pseudodispar sensu lato megnevezés hasznalata.

4.1.2. Sphaerospora fajok

Sphaerospora molnari fert6zottség jellemzése

A molekularis médszerek elterjedése a Sphaerospora nemzetség taxonémigjat is atrendezte.
A Myxobolus fajokhoz képest még leegyszeriisddottebb myxospéra morfoldgia (kerek,
legtobbszor fliggelékek és fellleti barazdak nélkuli sporak) a faj szinti meghatarozast
nagyban nehezitik, és nemritkan eléfordult hibas fajleiras is, melyek soran Sphaerospora-
ként irtak le nem a nemzetségbe tartozé fajokat. Az azonositast nehezitette, hogy a
nemzetség legtdbb képviselbje cdlozoikus éléskdodd (féleg a kivalaszté szervrendszerben
képeznek spodrat), igy a szoveti lokalizacié (ami a Myxobolus-ok esetében fontos
hatarozobélyeg) nem szolgalhat tdmpontul az elklonités soran. A nemzetség tobb faja olykor
jelentés gazdasagi karokat kivaltd betegségek okozoja, igy ezek etiologiajanak és a korokozo
fajok taxonomiajanak tisztazasa kilondsen fontos. Munkank soran hazankban gyakori fajok
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vizsgalatara koncentralva, a pontyok uszéhdlyag-gyulladasat okozé S. dykovae (korabbi
nevén S. renicola), a pontyok kopoltyd sphaerosporosis-at el6idézd S. molnari, és pontyfélék
eddig nem vizsgalt Sphaerospora fajainak azonositasara, morfolégiai és molekularis
jellemzésére torekedtlink. Cseh kollégakkal egyuttmikddve a mintavételezést és a
vizsgalatokat ki tudtuk terjeszteni hazai tégazdasagok, és természetes vizek mellett Kozép-
Eurdpa tdbb természetes és gazdasagi vizterlletére. Elséként végeztik el a S. molnari
molekularis bioldgiai jellemzését (Eszterbauer et al. 2013). Bar a faj kopoltyt hamszévetben
képez spérat, és szoveti éléskdodékent kildg” a colozoikus éléskddéket magaba foglald
Sphaerospora s. str. kladbdl, 18S rDNS szekvenciak elemzésével és filogenetikai
szamitasokkal igazoltuk, hogy a S. molnari a szigoru értelemben vett Sphaerospora fajok
kozé tartozik. A nyalkasporasok kozoétt eddig ismert leghosszabb 18S rDNS-t azonositottuk
(3714 bp). A nyalkaspoéras parazitakra jellemz6, atlagosan 1900-2000 bp hosszu gén, a
Sphaerospora fajokban jelentésen hosszabb (3000 bp kordli), koszonhetéen a nemritkan, 50-
100 bp hosszu inzerteknek. Az S. molnari esetében t6bb olyan régidban volt inzert, ami mas
Sphaerospora s. str. fajnal nem fordult elé. Viszonyitasi alap azonban meég kevés volt 2013-
ban. Fajspecifikus ISH rendszer segitségével nyomon kdvetve a S. molnari proliferativ
stadiumainak utvonalat a halgazdan beldl, elséként igazoltuk, hogy a vese- és
kopoltyukapillarisokban, valamint a vese parenchimaban is el6fordul a parazita, fejlédése
korai szakaszaban. Hogy a sporaképzés miért mégis a kopoltyu hamszévetben zajlik, arra
vonatkozéan csak elméleteink vannak. A ponty ivadékban gyakori a S. molnari és a
S. dykovae egyideju jelenléte. A S. dykovae a vesecsatornakban képez sporat, sokszor a
csatornak lumenének teljes keresztmetszetét kitoltve érett sporakkal (amik a csatornakon
keresztul jutnak a kulvilagba). Elképzelhetd, hogy a S. molnari is cdlozoikus vese él6sk6dd
volt kordbban és evoluciés fejlédése soran, terjedési sikerének biztositasa érdekében
adaptalédott a kopoltyaban valé fejlédéshez. A gazdabdl vald kijutds a kopoltyiham
mikrosérulése révén igy is biztositott a gazda ,elpusztitasa” nélkil. Elhullas azonban intenziv
fert6zottség esetén eléfordulhat, ha a kopoltyuham sérilése relativ oxigénhianyt és/vagy
ozmoregulacios zavart idéz el6 a gazdaban.

Vese parazita Sphaerospora fajok jellemzése

A pontyokban a S. dykovae 4&ltal okozott uszéhdlyag-gyulladas korokozéd képességének
tanulmanyozasakor felmerult annak lehet6sége, hogy olyan, nem fajspecifikus él6skddérél
van sz0, ami képes spérat képezni ezlstkaraszban és aranyhalban is. Cseh kollégakkal
k6zds vizsgalatban ennek tisztdzasara a myxospérak morfometriai vizsgalata mellett, a
kldnb6z6 gazdafajokbdl szarmazé izolatumok molekularis 6sszehasonlitasat és a véralakok
molekularis azonositasat elvégezve meglep6 eredményeket kaptunk (Holzer et al. 2013). Az
aranyhalbdl és ezustkaraszbol szarmazo izolatumok 18S rDNS szekvenciaja eltért a ponty
fajként azonositottuk. A 18S rDNS mindkét faj esetében hosszu inzerteket tartalmazott,
tovabba filogenetikailag legkdzelebbi rokonokként megerdsitette pozicidjukat a
Sphaerospora s. str. kladon belll. A morfometriai paraméterek dsszehasonlité elemzése
azonban egyértelm(ivé tette, hogy a két faj érett sporai nem elkiilonithetdéek. Viszont a ,fiatal”,
még nem érett spérak héjsejtieinek nagyméretii sejtmagja miatt a S. angulata spoérai kissé
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szogletesek, ez azonban csak a sporaképzés elején kimutathaté morfologiai kulonbség.
Eredményeink Ujabb bizonyitékot szolgaltattak arra, hogy az extrém maddon
leegyszerlisodott, 6 sejtes myxosporak morfolégiai alapu elkilonitésének nehézségei miatt
molekularis jellemzés nélkil a faj meghatarozas nem megbizhaté. Eddigi eredményeink
alapjan nem tudjuk eldénteni, hogy a morfolégiai jellegek konvergens evollcidja vagy
evolucios léptékben mérve nemrégiben tortént gazdavaltas kovetkeztében kulonult el a két
faj (S.dykovae és S. angulata). Az el6bbi lehet6ség mellett szol, hogy a cdlozoikus
veseparazitak esetében a kerek, leegyszerlis6dott spéraszerkezet elényt jelenthet a
vesecsatornaban valo fejlédés és az abbdl vald kijutas soran. A gazdavaltas szintén realis
lehet6ség, hiszen az érintett pontyfélék gyakran fordulnak el6 kozos éléhelyen, hasonld
életmddot folytatnak, igy a M. pseudodispar esetében feltételezett gazdavaltas itt sem
kizarhaté. A Sphaerospora fajokra altalaban szigoru gazdaspecificitas jellemzé (Molnar &
Eszterbauer 2015). Eredményeink ezt megerdsitik, a ponty és az ezlstkarasz (valamint az
aranyhal, ami tobbek szerint az ezlistkarasz egy valtozata, nem kulon faj) Sphaerospora
fajanak egyértelmi elkilonitésével. A gazdaban eléforduld nyalkasporas véralakok
vizsgalata a spérat képezé fajok el6fordulasa mellett gazdafaj-idegen parazitdkat mutatott ki.
Véralakok vizsgalata Sphaerospora fajok esetében elengedhetetlen, hiszen ez az a parazita
csoport, melynek proliferacios fejlédése a vérben zajlik, és kilénleges mozgasu (,tancold”)
véralakjai évtizedek ota kutatasok targyat képezi (Hartigan et al. 2016). Amellett, hogy
S. angulata véralakja kimutathatok voltak két ponty egyedben is (S. dykovae csak pontyban
fordult el8), rendszertanilag joval tavolabb allé halfajok DNS-ét is azonositottuk a vizsgalat
halfajok vérében. A f6leg pisztrangfélék koponya kapillarisaban plazmoédiumot képezd
Myxobolus encephalicus fejlédési alakja igen magas prevalenciaval (17,6%) fordult elé
pontyban, hasonléan a Myxobilatus gasterostei-hez (10,6-11,8%), ami tlskés pikd
vesecsatorndban képez spoérakat. A kapott eredmények azt valdszinisitették, hogy a
nyalkaspoérasok fejlédési alakjai olyan halfajokban is el6fordulhatnak, melyekben spoérat nem
képesek képezni. Ennek kisérletes fertézéssel térténd bizonyitasat a késébbiekben végeztik
(Sipos et al. 2018). A ,gazdaidegen” parazita véralakok bizonyitott jelenlétének a pontyok
szempontjabdl is lehet jelentésége. Az Uszohdlyag-gyulladast az okozza, hogy az uszéhdlyag
kapillarisokat a parazita véralakok eltémik, vérpangast és kdzvetve gyulladast idéznek el,
ami az uszohdlyag falanak megvastagodasaval, a szerv részleges vagy akar teljes
funkciovesztésével jarhat. Vizsgalataink eredménye alapjan elséként vetettik fel annak
lehetéségét, hogy a S. dykovae soksejtes, elséként ,K-protozoon”-ként leirt (Molnar et al.
1980) véralakjai mellett egyéb nyalkasporas (akar tavoli rokon) fajok véralakjai is szerepet
jatszhatnak az elvaltozasok kialakulasaban.

Sphaerospora s. str. biodiverzitasa

A Sphaerospora s. str. klad biodiverzitasat, rokonsagi viszonyait és gazdafajlagossagat cseh
kollégakkal egyuttmikddésben vizsgalva kilenc Uj fajt irtunk le és jellemeztink elsésorban
pontyfélékhez tartoz6 gazdafajokbdl (Patra et al. 2018). A munka nehézségét elsésorban a
Sphaerospora fajokra jellemzd egyedi, hosszu inzerteket tartalmazé 18S rDNS
felsokszorozasat lehetéveé tevé PCR modszerek kidolgozasa és optimalizalasa jelentette. A
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megfeleld rendszerek alkalmazasaval végul, a Sphaerospora s. str. kldad molekularisan
jellemzett 19 tagu csoportjat 36 tagura sikertlt bévitentink. A 18S rDNS-ben azonositott faj-
specifikus, hosszu inzertek miatt a fajok nagy genetikai valtozatossagot mutattak (1,87-
59,00%). Azonban fontos kiemelni, hogy egy-egy inzert létrejotte akar egy egyszeri mutacios
esemény eredménye is lehet. A Kdzép-Eurdpaban el6forduléd pontyfélék Sphaerospora
faungjanak biodiverzitasa a korabban emlitett epidemiologiai okok miatt is fontos. Bar Baska
és Molnar (1988) szamos halfajban (féleg pontyfélékben) mutatott ki Sphaerospora fajra
emlékeztetdé véralakokat, azok faji szintli azonositasa morfolégiai alapon nem volt
lehetséges. Munkank eredményeként sikeresen elvégeztik szamos pontyfélébdl (bodorka,
dévérkeszeg, vorésszarnyu keszeg, karikakeszeg, domolyko, jaszkeszeg stb.) szarmazo
Sphaerospora faj molekularis jellemzését, melyek kozul hatot Uj fajként irtunk le. Az Gj adatok
megerfésitették korabbi eredményeinket, hogy azok a morfoldgiai alapon azonosnak tiné
Sphaerospora fajok, amik kildnbdz6 gazdabdl szarmaznak, DNS szinten jol elkiléntlnek,
igy kulon fajnak tekintheték. A filogenetikai vizsgalatok eredménye alapjan a Sphaerospora
S. str. klad egy ujabb szoveti éléskodbvel bovilt; a korabban azonositott S. molnari mellett a
bélhamban fejl6d6, a filogenetikai fan bazalisan elhelyezkedd S. fugu is a klad tagjai k6zé
kerult. Ez viszont azt jelzi, hogy az evolucié soran a colozoikus lokalizaciordl kétszer is
torténhetett valtds a szoveti lokalizaciora a Sphaerospora fajok kozott. Az, hogy ez
megtortént-e és igy zajlott-e, olyan kérdés, amit tovabbi fajok molekularis jellemzésével és
filogenetikai vizsgalataval van esély megvalaszolni. Az ismert fajok alapjan erre szamos
lehet6ség van. A leirt kb. 102 fajbdl eddig csupan alig tdbb mint harmadanak ismert a
18S rDNS szekvencigja.

4.2. Gazda—parazita kolcsdnhatas megnyilvanulasai

A gazda-parazita koélcsOnhatas tobb aspektusat vizsgalatuk a dolgozat alapjat képezé
kutatasok soran. A gerinctelen és gerinces gazdak koérét, a parazita sporaképzésének szoveti
és szervi specificitdsat nemcsak természetes fert6zottségli gazdakon, hanem Kkisérleti
korulmények kozott megfert6zott gazdakon is tanulmanyoztuk. Ezenkivil a két
laboratériumban fenntartott fajjal, a M. pseudodispar-ral és a M. cerebralis-szal végzett
kisérletekben vizsgaltuk a gazdafelismerés menetét, annak befolyasolo tényezéit, valamint a
gazdak parazitara valé fogékonysaganak hatterét.

4.2.1. Parazita gazdaspektrum vizsgalata

M. pseudodispar gazdafajlagossaga kevéssertéjii féreg gazdaban

Korabbi (tdbbek kdzott sajat) vizsgalatok igazoltak, hogy gerinctelen gazdakban jelenlévé,
természetes nyalkasporas fertézés prevalenciaja altalaban igen alacsony, gyakran az 1%-ot
sem éri el (EI-Mansy et al. 1998a, b, Eszterbauer et al. 2006). llyen alacsony prevalencianal,
nehéz pontos képet kapni a fogékony gazdak korérél, ezért j6l miikédd, magas fertézési
hatékonysagu, sok lehetséges gazdafajt magaba foglalé kisérleti rendszerek sziikségesek a
gazdakor feltérképezéséhez. Emiatt tobb kevéssertéji féregallomanyon végzett, atfogo
kisérletben vizsgaltuk a M. pseudodispar fogékony gerinctelen gazdainak korét, és a
gerinctelen gazdaban zajlo fejlédés menetét (Marton & Eszterbauer 2012). A gazdakor
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azonositasahoz el6szor a kevéssertéji féregallomanyok faji dsszetételének megallapitasara
volt szlikség. Mivel a kevéssertéjli férgek pontos meghatarozasa morfolégiai bélyegek
alapjan csak kifejlett egyedeken torténhet, a vizsgalatot kiegészitettik a morfologiailag eltérd
fajunak tiné egyedek 16S rDNS szekvencidjanak meghatarozasaval, és az ismert DNS
szekvenciak alapjan elvégeztik a Naididae (azok kozil is a korabban Tubificidae-be sorolt
nemzetségek és fajok) csalad filogenetikai elemzését is. A korabbi kisérletes vizsgalatok
soran azonositott féreg gazdak (Tubifex tubifex, Limnodrilus hoffmeisteri) mellett (Székely et
al. 1999), elsékeént igazoltuk, hogy a Psammoryctides barbatus és a Potamotrix moravicus
fajok fert6z6dnek M. pseudodispar-ral, és a parazita spérat is képez bennik. A vizsgalt
féregallomanyok két leggyakoribb faja a T. tubifex és a L. hoffmeisteri volt. A T. tubifex
kozmopolita, édesvizi kevéssertéji féreg faj. A morfolégiai bélyegek nagyfoku variabilitasa
miatt, a faji szintli meghatarozas meglehetésen bonyolult. Sturmbauer et al. (2001) DNS
szekvencia szintl vizsgalatokkal hat genetikai vonalat kilonitettek el. A morfoldgiai és DNS
szint(i variabilitas miatt a ,gy(jtéfaj” taxondmiai felllvizsgalatat javasoltak. A T. tubifex
genetikai vonalak M. cerebralis fajra val6é fogékonysagat vizsgalva Beauchamp et al. (2002)
a |. és lll. vonalat talalta fogékonynak a kergekért okozd parazitara, mig a V. és VI. vonal
egyedei nem tiintek fogékonynak a parazitara. A M. pseudodispar-ra valé fogékonysag
vizsgalatakor, hasonléan az M. cerebralis-hoz, a |. és Il. T.tubifex vonalat talaltuk a
legfogékonyabbnak. Emellett a Ill. vonal egyedei szintén magas fertézési prevalenciat
mutattak, és a férgekben a parazita DNS jelenléte mellett, intenziv TAM termelés is
kimutathaté volt. A VI. vonal egyedei a M. pseudodispar-ra sem voltak fogékonyak. A
T. tubifex V. vonal és a L. hoffmeisteri egyedek ugyan nagy szazalékban (30,8-100%)
tartalmaztak parazita DNS-t, érett TAM sporak nem fejlédtek ki bennuk. Ezekben az
esetekben a féreg egyed fert6z6dott ugyan, de a fejlédés a sporaképzés fazisa el6tt leallt,
feltételezhetéen a féreg gazda immunaktivitasanak koszonhetéen. Erre utald jeleket
tapasztaltunk az ISH-val nyomon koévetett gazdan beluli fejlédés vizsgalata soran is. Tébb
esetben talaltunk parazita fejlédési alakokat a kevéssertéjl férgek sejtes immunvalaszaban
szerepet jatszo, coldmaban eléfordul6 amdbocitak altal bekebelezve. A fertézddni képes, de
TAM-ot nem termel§ férgek a parazita fejl6édési ciklus zsakutcainak tekinthetbek, és a
parazita terjedésének gatjai azaltal, hogy felveszik és mintegy ,inaktivaljak” az
iszapban/aljzaton |évé fert6z6képes myxosporakat, megakadalyozva, hogy azok fogékony
egyedekbe jussanak. Hasonlé eredményre jutottak a M. cerebralis-ra fogékony féreg fajok
vizsgalataval is. igy az is valésziniisithetd, hogy a kevéssertéjii féreg allomany faji
Osszetétele befolyasolja a fertézés kimenetelét. Sajat, M. pseudodispar-on végzett
vizsgalataink is meger6sitették, hogy amennyiben nagyobb aranyban tartalmazott egy
allomany fert6zédni képes, de spérat nem termeld féreg egyedet, a fert6zés
Osszprevalenciaja csOkkent. Ennek kuldndsen a fertézés terjedése szempontjabdl van
jelentésége, mivel a kevéssertéjli férgek a természetben szinte mindig kevert faji 6sszetétell
kézésségekben fordulnak eld, ,szintenyészetben” csak széls6séges, vagy mesterséges
korulmények kozott, és altalaban csak id6legesen tudnak 1étezni.

A Naididae csalad filogenetikai vizsgalata soran, a korabban azonositott hat T. tubifex vonal
mellett azonositottunk egy, a filogenetikai fan magas bootstrap értékkel elkilondlé,
feltételezhet6en Uj vonalat is, melyben a 16S rDNS 4,7-5,3% kulénbséget mutatott a V. vonal
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egyedeinek szekvencigjahoz képest. A genetikai vonalon bellli atlagos variabilitasnal
nagyobb kilénbség azt jelzi, hogy a T. tubifex faj az eddig ismertnél tdbb genetikai vonalat
tartalmaz. A filogenetikai elemzés nem mutatott 6sszefiiggést a parazitara valé fogékonysag
és a vonalak kozotti rokonsagi viszonyok kozott. A nem fogékony VI. vonal a fogékony |. vonal
legkdzelebbi rokonanak mutatkozott, valamint a szintén nem fogékony IV. vonal az erésen
fogékony lll. vonallal alkotott egy csoportot. A DNS szintl és filogenetikai vizsgalatok arra is
alkalmasak voltak (ahogy ez a génbankban szereplé nyalkasporas fajok egyes izolatumainal
is el6fordul), hogy a korabban hibasan meghatarozott, és ezaltal a génbankba hibas néven
benyujtott szekvenciakat kiszlrjuk. Munkank soran fény derllt arra, hogy a korabban
T. tubifex 1V. vonalként azonositott izolatum valojaban Potamothrix bavaricus, a Limnodrilus
cervix-ként azonositott izolatum pedig valdjaban a Limnodrilus claparedianus fajhoz tartozik.
A vizsgalt L. hoffmeisteri egyedek 16S rDNS variabilitdsa egyes esetekben elérte a 15,5%-
ot. Ez az érték egy olyan megdrzott génnél, mint a 16S rDNS a fajon bellli variabilitas
mértékét jelentésen tullépi, igy azt feltételezziik, hogy hasonléan a T. tubifex fajhoz, a
L. hoffmeisteri is ,gyUjtéfaj”, melynek molekularis biologiai modszerek bevonasaval torténé
taxondmiai felllvizsgalata javasolt.

A M. pseudodispar keveéssertéji féregben torténd fejlédésének fajspecifikus ISH-val torténd
nyomon kovetése soran meger6sitettik, hogy a parazita fejlédése a bélhamra
koncentralddik. A M. cerebralis féreg gazdan bellili fejlédésérél vannak kisérleti eredmények,
melyek a bélhamon keresztili parazita bejutast valoszinisitik (Antonio et al. 1998, EI-
Matbouli & Hoffmann 1998). Sajat eredményeink is azt mutatjak, hogy a fert6zés korai
szakaszaban (24 6raig a fert6zést kdvetden) parazita a féreg bélhamjaban volt kimutathato,
ami feltételezi az azon keresztuli bejutast. A fertézés 1. napjanak végén a bélham bazalis
membranjanak intenziv festédése arra utalt, hogy a parazita a hamsejtek rétege kordli
extracellularis matrixon keresztul terjedt hosszanti iranyban. Ezt az is er6siti, hogy 1 hénappal
a fert6zést kovetben a parazita fejlédési alakok akar mar a féreg teljes hosszaban jelen voltak,
a kezdeti, elszértan elhelyezkedd, lokalis fertézési gécokkal ellentétben. A harmadik hénap
végén aztan a bélhamsejteket kitolt6, majd azok felhasadasaval a bélcsatornaba Urild
pansporocisztak (benne a TAM-okkal) fejlédése volt megfigyelhet6, hasonléan El-Matbouli et
al. (1998) M. cerebralis-on végzett szdvettani vizsgalatokon alapulé megfigyeléseihez.

M. pseudodispar gerinces gazdaspektrumanak vizsgalata

A kevéssertéji féreg tenyészetek fogékonysaganak vizsgalata soran igazoltuk olyan féreg
fajok létezését, melyekben a parazita fejl6dése leall, igy tulajdonképpen zsakutcai a parazita
terjedésének. Hasonlé fajt azonositottunk a M. pseudodispar halon bellli fejlédésének
vizsgalata soran is (Forré & Eszterbauer 2016). Bar a vorosszarnyu keszegben természetes
korulmények kozott egyébként gyakori a M. pseudodispar plazmédiumok jelenléte, a
bodorkabdl szarmazé M. pseudodispar laboratériumban fenntartott genetikai vonallal (Mp T-
50) végzett kisérletes fert6zés soran azt tapasztaltuk, hogy a parazita DNS kimutathatoé volt
a gazda egyedekben, a fejl6dés egy adott szakaszan azonban leallt, és kifejlett myxosporak
nem alakultak ki voérosszarnyu keszegben. A kés8bbiekben a fejlédés korai szakaszat
behatébban is vizsgaltuk annak kideritése céljabdl, hogy a fejlédés mikor all le a gazdaban.
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4.2.2. Nyalkasporasok szovet- és szervspecificitasa

Szovetspecificitas és filogenetikai rokonsag kapcsolata

A szOvet- és szervspecificitas a gazdafajlagossag mellett olyan jellegzetessége a szdveti
nyalkaspoéras éléskodéknek, ami napjainkra mar fontos faji elkulonité bélyegnek tekintett
(Molnar & Eszterbauer 2015). Hosszu volt az ut, mire a tudomanyos k6zdsség ezt elfogadta,
és ezen informaciokat beépitette a fajok jellemzésébe és leirasaba. Tradicionalisan a fajok
leirasa és jellemzése a myxospéra alakok morfologiaja alapjan tortént. Az 1990-es évektdl
viszont megjelentek olyan tanulmanyok, melyek részletes morfologiai és szovettani
vizsgalattal igazoltak, hogy a szoveti él6skddd fajok nem véletlenszerlien, egy gazdaban
barhol, hanem a gazda egy konkrét szervében, és azon belll egy konkrét szbvetében
képeznek plazmédiumot, benne a myxosporakkal (Molnar 1994, Molnar 2002a, b). Az els6
filogenetikai vizsgalatok eredményeit foglaltak 6ssze Kent et al. (2001), akik az akkor elérhetd
viszonylag kisszamu DNS szekvencia alapjan a parazita fajok gazda szerinti filogenetikai
elkbldnillését mutattak ki, és feltételeztek egy, a szervi és szdveti lokalizacidhoz kotédéd
kapcsolatot is. Toébb faj esetében azonban a morfolégiai meghatarozas bizonytalansagot
mutatott, igy a feltételezés bizonyitast nem nyert. A korabbi bizonytalansagokat elkerlve,
érett, és morfolégiai alapon meghatarozott myxospdéra mintakbdl kiindulva, kopoltyu- és
izomparazita fajok molekularis biologiai és filogenetikai 6sszehasonlitdsaval a szoveti- és
szervi lokalizacié kérdéskore vizsgalhato volt (Eszterbauer 2004). A vizsgalt izomparazitak
a vazizomzat sejtjeiben intracellularisan plazmodiumot képezb fajok voltak, melyek k6zos
szoveti lokalizaciojuknak megfeleléen magas bootstrap értékkel képeztek egy csoportot a
filogenetikai fan. A kopoltyuéléskdddk fécsoportjan belil a fajok elrendez6dése mar
valtozatosabb képet mutatott. Molnar (2002a) szévettani vizsgalatai igazoltak, hogy a
kopoltyuéléskddd fajok plazmodiumai a kopoltyu kilénbozé részén, eltéré szdvetet érintve
fejleszt kisebb-nagyobb plazmodiumokat. Ennek megfeleléen a kdvetkezd hat fékategodriat
kuldnitette el: a kopoltyuiven, a kopoltyu filamentumok tévében fejl6dd bazifilamentalis tipusu
(BF); a kopoltyu filamentumokon belul, a kapillarisban fejl6dé intrafilamentalis-vaszkularis
tipusu (FV); a lamellak kdzott a hamban fejlédd, interlamellaris-epithelidlis tipusu (LE); a
lamellak kapillarisaiban fejl6d6 intralamellaris-vaszkularis tipusu (LV), a lamellak kozotti
hamban fejl6dé intralamellaris-epithelialis tipusu; és a kopoltyuivben fejl6d6 tipusokat. Ezek
kézul az elsé négy csoporthoz tartozd, hazankban eléforduldé Myxobolus fajok molekularis
bioldgiai és filogenetikai vizsgalata jelezte a szdveti lokalizacié szerinti elktlonulést. Igazolast
nyert, hogy a rokonsagi viszonyokat tobbféle faktor egyuttesen befolyasolja, azonban
feltételezhetéen nem azonos sullyal. A vizsgalt fajok alapjan a szdveti lokalizacié ugy tlnt,
hogy nagyobb jelentéséggel bir, mint a szervi lokalizacié. Ezt mutatta a M. algonquinensis
esete, ami naphal petefészek kdtészovetében sporat képez6 faj egy kladban helyezkedett el
olyan kopoltyu-kotészoveti éléskodékkel (ha a vért modosult kétészévetnek tekintjlik), mint a
M. elegans és a M. bibullatus. Az eredmények azt sugalltak, hogy Uj parazita faj
kialakulasakor inkabb gazdavaltas torténik, mintsem a parazita szervi és féleg szoveti
preferencidja megvaltozna. Bar ekkor még viszonylag kevés nyalkaspéras DNS szekvencia
allt rendelkezésre a filogenetikai vizsgalatokhoz, a tendencia mar kérvonalazdédott, amit
késdbbi, 100-nal is tébb, nemcsak Myxobolus fajon végzett kutatas is igazolni latszott
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(Molnar & Eszterbauer 2015). Holzer et al. (2004) megerdsitették a szoveti lokalizacio
fontossagat az édesvizi nyalkasporas fajok rokonsagi viszonyainak alakulasaban, azonban
arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy emellett mas befolyasol6 tényezé is van, kildéndsen a
colozoikus él6skdddk esetében, melyek kozil a kivalasztérendszerben, colozoikusan spérat
képezd fajok a gazdafajtdl, és spdéra morfologiatol flggetlendl egyértelmiien lokalizacio
alapjan csoportosulnak. A spoéraképzés helyének szerepét igazoltak tengeri Kudoa fajok, és
az izomparazitak és a vékonybél falaban fejl6dé Kudoa fajok filogenetikai elkilénilése
alapjan. Ahogy mar nagyobb szamu 18S rDNS szekvencia valt elérhetévé, a szdvet- és
szervspecificitas evolucidés szerepét is elkezdték vizsgalni (Fiala & Bartosova 2010).
Evoluciés modelljuk azt mutatta, hogy két olyan evolucios esemény tortént, melynek soran a
colozoikus fejl6dést a szoveti preferencia valtotta fel, egyszer a tengeri multivalvulidak
szintjén, és joval késdbb a Myxobolus és Henneguya nemzetségek kialakulasakor. Modelljik
alapjan a leg6sibb nyalkasporas parazita valoszinileg tengeri él6helyen élt, és a kivalaszto
szervrendszerben képezett spoérakat. A bélen, kopoltyun, izomzaton belili, specifikus szoveti
elhelyezkedés az evolucioé soran késébb jelenhetett meg. Egységes véleménylnk, hogy Uj
fajok leirasakor a gazda vagy gazdakor mellett, a szerv- és szbveti lokalizacio jellemzése is
meg kell térténjen, és napjainkban mar elengedhetetlen a spéramorfologia mellett a leirandd
faj DNS szekvencia szintl vizsgalata (Molnar & Eszterbauer 2015).

4.2.3. Gazdafelismerés megnyilvanulasai

A nyalkaspérasok gazdafelismerésének mikéntje bar régéta foglalkoztatta a szakterilet
képviselbit, hosszu idének kellett eltelnie, mire a parazita laboratériumi tenyésztésének és
vizsgalatanak technikaja arra a szintre fejl6dott, hogy az in vivo és in vitro kisérletekhez
elegendd és megfelel6 mindségi parazita minta alljon rendelkezésre. A halakat fert6z4
torékeny, vizben lebegd és 6nalld mozgasra képtelen actinosporak kiméletes banasmédot
igényelnek, kiléndsen ha életképességlk és fertézékeépességik megdrzése elengedhetetlen
a vizsgalat sikeres kivitelezéséhez (Eszterbauer et al. 2015a, Kallert et al. 2015). Német
kollégammal, Dennis Kallert-tel kdnyvfejezetben gyljtéttik 6ssze azokat a gyakorlati
tanacsokat, amelyek egy tudomanyos cikk terjedelmi kereteit tullépik, viszont alapvetd
fontossaguak a fert6zési kisérletek sikeres kivitelezése érdekében. A sikertelen fert6zési
kisérletek hatterében gyakran az actinospérak nem megfeleld gydlijtése all. A térékeny
spérakat, nagy ovatossaggal, kiméletesen kell a vizbdl szlréssel 6sszegydjteni, kertilve az
intenziv mechanikai hatast, ami a gazdafelismerést kivalto egyik f6 inger. Kallert et al. (2005)
mérféldkének szamitd munkaja igazolta M. cerebralis fajon végzett kisérletekkel, hogy a halat
fert6z6 actinosporak kémiai és mechanikai ingerek egytttes hatasara aktivalédnak, vagyis
ismerik fel a gazdat. A mechanikai inger feltételezhetéen a hal Uszésa soran keltett aramlas,
a kémiai ingerként pedig a halnyalkaban jelen 1évd, kis molekulasulyu nukleozid, az inozin
szolgal (Kallert et al. 2011). A gazdafelismerés elsé |épéseként a polaris filamentum kilokédik,
lehorgonyozza a sporat a hal testén, a spérahéj felnyilik, és a sporoplazma, benne a
masodlagos csirasejtekkel, aktiv, am8&ba-szerli mozgassal bejut a halba annak kultakardjan
keresztil. Ez viszont csak megfeleléen pufferolt kdrnyezetben térténhet, ha a kisérlethez
hasznalt oldatok pH-ja és ozmolaritdsa nem optimalis, a polaris kapszula megfeleléen
id6zitett kildk6dése és a sporoplazma halba vald bejutasa meghiusul. A kisérlethez hasznalt
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actinospérak kora is szamit (Kallert & El-Matbouli 2008). A kevéssertéji férgekbdl a
bélcsatornan keresztil a vizbe Uriilé actinosporak akar hetekig a vizben lebeghetnek, viszont
fert6z6képességik a kijutast kdvetd harmadik napon szignifikansan csdkken. Javaslatunk,
hogy a fert6zési kisérletet el6zze meg a sporak életképesseégenek vizsgalata FDA vitalis
festéssel, és 48 6ranal idésebb actinosporaval ne dolgozzunk. A halak életkora és a halfajok
eltér6 érzékenysége miatt célszerl el6zetes fertézést végezni, a megfelel6 sporadozis
meghatarozasa céljabol. A tdmeges fert6zés helyett, a halak egyedi fert6zésére kell
torekedni, mert az actinospérak a gazda jelenlétében gyakran 6sszeallnak akar tobb ezer
spérabal allé orias aggregatumokka, igy a sporasziirlet inhomogénné valik, és a hal egyedek
nagy eséllyel nem egységes mennyiségl actinosporaval fert6z6dnek. Fontos, hogy a
sporaszirleteket hiivos helyen tartsuk felhasznalasig, a sporak ezaltal tovabb fertézéképesek
maradnak, és az aggregatum képz6dés is lassul.

M. cerebralis gazdafelismerése és gazdaba val6 bejutasa

A gazdafelismerést kivaltdé ingerek azonositasa és a folyamat egymast kdvetd Iépéseinek
feltardsa utdn kovetkezd cél annak vizsgalata volt, hogy mennyire specifikus a
gazdafelismerés, képes-e a parazita kilonbséget tenni halfajok k6zo6tt. Német kollégaimmal
végzett munka soran a M. cerebralis gazdafelismerésének és gazdaba valé bejutasanak elsé
3 percét vizsgaltuk (Kallert et al. 2009). Els6ként tanulmanyoztuk a halba valé bejutas
folyamatat in vivo (él6 hallal végzett) kisérleti rendszerben. Igazoltuk, hogy (a) a M. cerebralis
actinospérak nem tesznek kuldnbséget fogékony és nem fogékony halfajok, haltdrzsek
kozott; (b) par perces expozicio soran a legtébb parazita a kopoltyun keresztil jut be a halba;
(c) a M. cerebralis-ra nem fogékony ponty, melyben érett spéra nem alakul ki, szignifikans
mértékben csokkenti a parazitafert6zés intenzitasat, ha a jelenlétében torténik a fogékony
halfaj (szivarvanyos pisztrang) fertézése. A meglehetésen magas (8000 TAM/hal) fert6zési
dozishoz képest a halba bejutott parazitak aranya viszonylag alacsony volt minden vizsgalt
halfajban. Ennek oka els6sorban az igen rdvid (3 perces) expozicios id6 volt, amire azért volt
szukség, mert a gazdafelismerést szerettik volna mérni, és egy hosszabb inkubéacioval a
gazdaban valé megtelepedés folyamatanak befolyasolé hatasa ezt a specifikus reakciot
elfedhette volna. Késébbi kisérletes vizsgalatunkban az utébbi kérdéskdrre kerestik a valaszt
(Eszterbauer et al. 2019). Elséként bizonyitottuk, hogy a nem fogékony pontyba bejutd
parazita sporoplazmak mennyisége szignifikansan nem kulénbozik a fogékony gazdakba
bejutott parazitdak mennyiségétdl, sét kisérletinkben tébb parazita DNS-t mutattunk ki
pontyban, mint szivarvanyos pisztrangban. Az eredmények értékelésekor felmerilhet, hogy
a ponty akar fogékony gazdaja is lehet a M. cerebralis-nak. Korabbi vizsgalatok (El-Matbouli
et al. 1999) és sajat tapasztalataink azonban azt mutattak, hogy pontyban spéraképzés nem
torténik, harom hdénappal a fert6zést kdvetéen sem nativ elnyomatban, sem szoévettani
készitményben, sem PCR-rel nem volt kimutathatd parazita jelenléte. igy tovabbra is
igazoltnak véljuk, hogy a ponty nem fogékony gazdaja a M. cerebralis-nak. A ponttyal végzett
eléinkubacios kisérletek eredményei tobbszori ismétléssel bizonyitottak a M. cerebralis
actinospérak nem specifikus gazdafelismerési reakciojat. A pisztrangféléken kivul
feltételezhetden minden halfaj potencialis biolégiai csapda a parazitanak, ami a fertézés és
a betegség elleni védekezés szempontjabdl bir jelentéséggel. Fajgazdag halfaunaban
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ugyanis az adott parazita mennyiség eloszlik, igy kisebb eséllyel és mennyiségben
fertéz6dhetnek a fogékony gazdafajok. Az tovabbra is kérdés, hogy mi az oka a
gazdaspecifikus felismerési reakcid hianyanak. Egyelére keveset tudunk a gazdafelimerés
mechanizmusanak hatterérdl. Mivel az actinospérak a viz aramlasaval sodrédva, passzivan
jutnak el a gazdahoz, igy a gazdaval valo talalkozas elég esetleges. A parazita terjedési
sikere szempontjabol valészinileg jobban megéri, ha minden halat gazdaként ismer fel, és a
gazdafelismeréskor csak ,hal vagy nem-hal’-szinten tesz kuldnbséget, ahogy ezt in vitro
kisérletek is igazoltak (Kallert et al. 2005).

M. cerebralis gazdaba val6 bejutasanak lokalizaciéja

A gazdaban val6é megtelepedés folyamatat vizsgalatuk a M. cerebralis fertézést kdvetben 2
oraval (Eszterbauer et al. 2019). Arra voltunk kivancsiak, hogy a hal melyik testtajat részesiti
elényben a parazita, melyik szerven, testrészen keresztll jut be a legtdbb parazita. A korabbi
vizsgalatokhoz képest (Kallert et al. 2009) hosszabb inkubacids idét alkalmaztunk (3 perc
helyett 2 6ra), mivel nem a gazdafelismerés vizsgalatat tlztik ki célul, (ahogy korabban),
hanem a parazita sporoplazma gazdaban valé megtelepedését kivantuk szemikvantitativ
maodon, molekularis mddszerekkel, testtajanként vizsgalni és 6sszehasonlitani. A hosszabb
inkubaciét kévetden azt tapasztaltuk, hogy a farokuszo volt a parazita altal preferalt testtaj,
€s a kopoltyun, mely a révid idejd inkubacié soran a legtébb parazitat tartalmazta, csak
masodik helyen végzett vizsgalatunkban. Ez valdszinilleg az inkubacié eltéré hosszaval és a
testtajak kodzotti fizioldgias kiuldnbséggel allhat 6sszefliggésben. A kopoltyun keresztil
folyamatos vizaramlas zajlik, igy a parazita gazdafelismeréséhez alapvetéen szukséges
mechanikai inger is folyamatosan jelen van. A farokuszé is altalaban mozgasban van, igy e
korul is folyamatos a vizaramlas vagy orvénylés, ami megfelel6 mechanikai ingert biztosithat
a parazita szamara kiléndsen egy hosszabb idejl (legalabbis par percnél hosszabb) kitettség
esetén. A bérfelllet egyéb, jelentds részén ez az 6rvénylés nem érvényesul, ami okozhatja
azt, hogy a parazita polaris filamentumok a mechanikai ingerben gazdag régioban ,16nek ki”,
€s a parazita ezeken a terlileteken tapad meg a halon. Mindkét vizsgalat megerdsitette, hogy
a legkevesebb parazita a torzset borité bérén keresztiil jut be a hal gazdaba. Erdekes médon,
korabbi, szdvettani vizsgalatokon alapulé kutatas épp az ellenkezéjét igazolta, azt, hogy a
béron keresztil jut be a legtébb M. cerebralis parazita a fogékony szivarvanyos pisztrangba
(EI-Matbouli et al. 1995). Azonban itt joval magasabb fert6zési dozist alkalmaztak, ami
befolyasolhatta a kisérlet eredményét. Sajat eredményeink megerdsitették Antonio et al.
(1998) vizsgalatat, akik szivarvanyos pisztrang kisérletes fert6zésével a farokusz6 és a
kopoltyu legfébb érintettségét igazoltak. Ezen tulmutatéan kisérleteink igazoltak, hogy a
testtdj szerinti elkulonulés nemcsak a fogékony, hanem a nem fogékony (ezlstkarasz)
gazdaban is hasonld, mivel szignifikdns kuldénbség nem volt kimutathaté halfajok kdzott.
Munkank az elsé kisérleti bizonyitéka annak, hogy a M. cerebralis actinospéra sporoplazmai
a gazdaban valé megtelepedéskor a hal farokuszojat részesitik elényben, és ez a preferencia
halfajtél fuggetlen.
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M. cerebralis gazdafelismerésének molekularis hattere

A M. cerebralis gazdafelismerését és gazdaban valdé megtelepedést vizsgalva felmerult a
kérdés, hogy a parazitaban milyen gének aktivalodnak a folyamat soran. Ennek kideritését
tztlk ki célul abban a vizsgalatban, melynek soran SSH segitségével azonositottuk, majd
jellemeztik azokat a parazita géneket, melyek kifejez6dése a ,nyugalmi” (nem-aktivalt)
allapothoz képest szignifikansan intenzivebbé valik gazdafelismeréskor (Eszterbauer et al.
2009). Kidolgoztunk egy in vitro TAM aktivacios médszert, amellyel olyan mennyiségi (millios
nagysagrend(), gazdafelismerés szempontjabol aktiv spoératdmeget tudtunk eléallitani,
amely megbizhaté alapjat képezte a késdbbi vizsgalatoknak. A kidolgozott mddszer tovabbi
elénye, hogy halgazda jelenléte nélkul is megvalodsithaté az aktivacié. A kontaminalé gazda
DNS és RNS mennyisége drasztikusan csdkken, ezaltal mind a génexpresszios vizsgalatok,
mind a transzkriptom szekvenalasok esetén felbecsilhetetlen elényt jelent a gazda
kontaminacié csokkentése szempontjabdl. A vartnal kevesebb olyan parazita gént sikerult
azonositanunk, amelyek potencialisan részt vesznek a M. cerebralis gazdafelismerésében.
Négy gén esetében szignifikans kilénbség mutatkozott a relativ génexpressziéban a nem-
aktivalt és az aktivalt TAM-ok kodzott, valamint a gének relativ expresszidja a gazdaba vald
bejutas utan mar 1 6raval szignifikdnsan csdkkent (majd a fertézést kdvetd 8. és 24. 6raban
tovabbi csokkenés volt kimutathatd). Az egyik ilyen gén az aktin-figgé fehérje 3-as
homolégjat kodolja, ami a cytoskeleton aktin elemeinek szabalyozasaban vesz részt, és
altalaban fontos szerepet tdlt be a sejtmozgas folyamataiban. Mivel a gazdaba val6 bejutas
soran a sporoplazma a benne |évé csirasejtekkel aktiv, amdboid mozgassal halad a
sejtkdzotti térben, a gén fokozott aktivitasa érthetének tiinik. A frequenin-szerli Ca?*-koté
fehérje altalanos szerepet t6lt be a jelatvitel, a szignaltranszdukcié folyamataban, de a
sejtosztddas és a cytoskeleton miikddésében is részt vesz. Sokféle funkcidt betdlthet, igy a
gazdafelismerésben betdltott szerepét funkcionalis genetikai vizsgalatok elvégzése nélkil
csak talalgatni lehet. Az ubiquitin-k6té E2 enzim a fehérjék sejten bellli lebontdsanak
szabalyozasa mellett tdbbféle fehérje (tébbek kdzo6tt a sejtmozgasban fontos funkciot betdlté
aktin) sejten bellli stabilitasanak szabalyozasaban vesz részt, ami szintén fontos eleme lehet
az aktiv mozgassal a megfelel§ szovetet keres parazita csirasejteknek. Végul szignifikansan
aktivabb volt a pleckstrin homoldgia és Zn?*-koté doménekkel rendelkezé Phafin2-jellegl
fehérje mMRNS-e, ami egy olyan egyedi fehérje, melynek funkciéjat a megdrzott domének
alapjan csak talalgatni lehet (jelatvitelben résztvevé fehériék rendelkeznek hasonlé
doménekkel). Egyedi nyalkaspoéras fehérjék létezése nem is meglepd a késébbi kutatasi
eredmények fényében. A 2010-es években kezd6dott, nyalkasporas fajokon végzett teljes
genom szekvenalasok soran nagy szazalékban talaltak olyan géneket, melyek nem mutattak
homoldgiat semmilyen eddig megismert fehérjével.

Bar kisérletes és génexpresszids vizsgalatok is torténtek a gazdafelismerés hatterének
tisztdzasara, tovabbra is sok a megvalaszolando kérdés. A jéval nagyobb Iéptéki vizsgalatot
lehet6vé tévo, ujgeneracios szekvenalas elterjedése adhat ujabb lenduletet az ilyen tipusu
vizsgalatoknak, melyek sordn, gazda és parazita transzkriptomok 0Osszehasonlito
elemzésével a hattérben zajlé molekularis folyamatokrél bévebb képet kaphatunk.
Kutatécsoportunk, jelenleg futd alapkutatasi projekt keretében (NKFIH NN124220) ennek
vizsgalatat is célul tlizte ki.
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4.2.4. Parazitara valé fogékonysag jellegzetességei

Halak beltenyésztettségének hatasa a M. cerebralis fertézottségre

Az, hogy egy halgazda fogékony-e egy parazitara vagy koérokozéra, nem feltétlenil faji
szinten ddl el. Egyedi és populacio szintli genetikai és immunoldgiai kildnbségek nagyban
befolyasolhatjak a fertézésre, és adott esetben a betegségre valé fogékonysagot. Hosszu
ideig a haltenyésztésben (is) bevett szokas volt, hogy a gazdasagilag fontos betegségek
elleni védekezésként, a tulélé egyedek kivalogatasaval, és célzott szaporitasaval ndvelték a
tenyészetekben a rezisztens genetikai vonalak aranyat. Sulyos bakterialis (pl. furunkulézis)
és virusos (pl. virusos hemorragias szeptikémia) betegségek ellen egyarant sikerrel
nemesitettek ,rezisztens” (valéjaban kevésbé fogékony) lazac tdérzseket. Ahogy a
kornyezetkimélé technologiak fokozottabban el6térbe kerlinek, és a — pl. EU-s — jogi
szabalyozas egyre inkabb szlkiti az alkalmazhatdé hatéanyagok korét, ujbdl jelentésége
lesz/lett rezisztens tdrzsek/vérvonalak létrehozasanak. Az er6sen patogén parazita, a
Ceratonova shasta volt az els6 nyalkasporas faj, ami ellen védekezésként kevésbé fogékony
pisztrangtorzseket hoztak I|étre. A M. cerebralis fert6zésre a szivarvanyos pisztrang
kllénbdzb toérzsei is eltéré fogékonysaggal reagalnak. A német Hofer térzs egyedein a
betegség jéval enyhébb tlnetekkel jelentkezik, és az elhullas mértéke is kisebb, mint az
extrém fogékony észak-amerikai TroutLodge térzs egyedei esetében (Fetherman et al. 2011).
A célzott szaporitdsnak és genetikai vonalak szelekcidjanak lehet azonban negativ
kovetkezménye is. Kllondsen kis gazdasagokban, ahol nem elérhet6 megfeleld szamu
tenyészhal a szaporitasokhoz, gyakran el6forduld jelenség a tenyészallomanyok
beltenyésztettsége. A halpopulacié genetikai valtozatossaganak csdkkenése aztan szamos
probléma forrasa lehet. A rossz termékenyulési és kelési aranyok mellett, a névekedésben
valo visszamaradas, az ellenalld képesség és a stressztlirés csdkkenése is jelentkezhet.
Raadasul a beltenyésztett ndstény tenyészhalakban nagyobb aranyban marad el az ovulacio,
és hiusul meg a szaporitds. Vizsgalataink soran arra voltunk kivancsiak, hogy a
beltenyésztettség milyen hatassal van a kergekért okozd M. cerebralis iranti fogékonysagra
(Eszterbauer et al. 2015b). A célzott szaporitast az Eurépaban 6éshonos, halgazdasagokban
fenntartott sebes pisztrang allomanyokon végeztik, melyek utddait visszatelepitési program
keretében természetes vizekbe telepitik. A parazita eredeti gazdajaként sulyos elvaltozasok
csak ritkan alakulnak ki benntk. A halfaj jelentésége a kergekdr szempontjabdl legféképpen
az, hogy 4&ltalaban tunetmentes hordozéi a parazitanak, veszélyt jelentve ezaltal a
természetes vizek betegségre fogékony pisztrang allomanyaira (Hoffman 1970). A célzott
keresztezéssel létrehozott, nem beltenyésztett, NIB, és atlanti-dunai hibrid, Hyb, vérvonalu
sebes pisztrang utdd allomanyokban a M. cerebralis fertézottség intenzitasa szignifikansan
alacsonyabb volt, mint a beltenyésztett, IB allomanyban, jelezve, hogy a halgazda
beltenyésztettségi foka befolyasolja a fertézés kimenetelét.

Nichols et al. (2003), valamint Fetherman et al. (2012) feltételezték, hogy a pisztrang
populaciok filogeografiai 6sszetétele befolyasolja a C. shasta és M. cerebralis fajok iranti
fogékonysagot, azonban ezt az &ésszefliggést eddig nem tanulmanyoztak. Vizsgalataink
részeként 0sszehasonlitottuk a sebes pisztrang atlanti vérvonaldba tartoz6 egyedek, és
(mivel tisztan dunai vérvonalu populacié nem allt rendelkezésre) atlanti és atlanti-dunai hibrid
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vérvonalu egyedeket tartalmaz6 allomany, LBT, M. cerebralis-ra valé fogékonysagat.
Vizsgalataink az elsé kisérleti bizonyitékai annak, hogy a hibrid vérvonalu allomany kevésbé
fogékony a parazitdra (ez volt a legkevésbé fogékony a vizsgalt csoportok kozdl). A
heterozigéta NIB csoport szignifikansan kisebb meértékben volt fogékony a parazitara, mint a
beltenyésztett, homozigéta csoport, ami azt jelzi, hogy pozitiv korrelacié van a szll6i
heterozigozitas és a betegséggel szembeni ellenallé képesseg kézott. Az IB és kdzeli rokon,
REL csoportokon belll a fertézés intenzitasa joval nagyobb variabilitast mutatott, mint a NIB
és LBT csoportokban, viszont a fert6zés prevalenciajaban szignifikans kilénbség nem
mutatkozott. Az IB és REL csoportok fertézési intenzitdsanak nagy szérasa az egyedek
kevesebb mint 5%-nak volt ,kdszdnhet6”, amikben extrém mennyiségl parazita myxospora
fejlédott ki a tobbi egyedhez képest. A fert6zés intenzitdsaban megmutatkozé egyedi
kulonbségek gyakran eléfordulnak a nyalkasporasok okozta fertézések soran; a legtdbb
esetben az egyedi immunoldgiai kildnbségek, a szerzett immunvalasz kialakulasa soran
jelentkezé eltérések okozhatjak (Gomez et al. 2014). Esetiinkben azonban az egyedi
eltéréseket az is okozhatta, hogy a genetikai vizsgalatok és a csoportok létrehozasa a
tenyészallomanyon tortént. igy az iranyitott szaporitas soran a sziiléi parok/csoportok allél
rekombinacidjanak kovetkeztében, létrejohettek a homozigdta szlléi csoportokban olyan
utdodok, melyek eltérd beltenyésztettségi fokuak voltak. Az utdédallomany genetikai
statuszanak random mintavétellel tértént vizsgalata ezt megerésitette. Ha kis aranyban is, de
el6fordultak egyedek az IB csoportban, melyek egyedi beltenyésztetiségi egyttthatojuk
alapjan a NIB csoportba tartoztak inkabb. A REL csoport tagja kdzeli rokon parok voltak,
melyek heterozigotak voltak ugyan, de az iranyitott szaporitas soran létrejottek homozigota
utdédok is. Ez feltételezhetéen szintén hozzajarult a REL csoportban kimutatott fertézési
intenzitds nagyfoku variabilitasahoz. Ellentétes hatas volt valészinlsithetd a beltenyésztett
csoportban, ahol a szulék betenyésztettek voltak, de kdzos utddaik kdzott lettek heterozigotak
is. Ez a variabilitas a szul6i és utddnemzedékben egyarant magas heterozigozitasu NIB és
LBT csoportokban nem volt kimutathatd. Vizsgalataink eredményei arra utalnak, hogy a
tenyészallomany beltenyésztettségi szintje és genetikai variabilitasa jelentds befolyassal bir
az utédgeneracio fertézéssel szembeni fogékonysagara. Mivel hatékony kezelési moéd nem
all rendelkezésre a parazita ellen, megel6zésként, killébnésen az endemikus terlleteken
célszer(i a tenyészallomany genetikai vizsgalata, és beltenyésztettség esetén az allomany
Jrissitése”, heterozigozitdsanak névelése.

Vér szerepe a M. cerebralis és a M. pseudodispar fert6zoéttségben

A halgazda fogékonysaganak vizsgalata kapcsan, korabbi felméré vizsgalatok soran
kimutattuk (DNS szinten) olyan parazitak jelenlétét a hal vérében, melyek gazdaidegenek
voltak, mivel az adott halfajban eddigi ismereteink szerint nem képeznek érett myxospérat
(Holzer et al. 2013, 2014). A gazdafelismerés kisérletes vizsgalata egyértelmlvé tette, hogy
a parazita csak a halat ismeri fel, és nem tesz kuldnbséget fogékony és nem fogékony gazdak
kozott (Kallert et al. 2009). A gazdafajlagossag tehat a parazita fejlédésének egy késébbi
stadiumaban nyilvanul meg. Ezen el6zmények utan fertézési kisérletekkel vizsgaltuk a vér
szerepét a nyalkasporas parazitak gazdafajlagossagaban (Sipos et al. 2018). A szdveti
eléskddé nyalkasporas fajok halon beldli fejlédésével kevés tanulmany foglalkozik. Ezek

23



dc_1729 20

alapjan az feltételezhet6, hogy a szdveti €l6skddd fajok tdbb szerven és szdveten at jutnak
el a spéraképzés helyére (Molnar & Eszterbauer 2015). A keringési rendszeren keresztlli
terjedés logikus lépésnek tiinik, hiszen ez a legegyszerlibb mddja a szervek kdzétti, passziv
terjedésnek. A vérben, a keringési rendszeren keresztili terjedés legjobb példai a
Sphaerospora fajok (koztik a S. dykovae), melyek véralakja okozza a pontyok
uszéhdlyag-gyulladasat. Azonban a Sphaerospora fajok fejlédésének proliferacios szakasza
a vérhez kotott, vagyis a parazita fejlédési alakok intenziven osztédnak a vérben eltdltott
hosszabb-roévidebb idé alatt (Hartigan et al. 2016). A M. cerebralis halon bellli fejlédésének
f6 lepeseit, és a fejlédés idbbeli lefutasat szévettani és elektronmikroszképos vizsgalatokkal
igazoltak (ElI-Matbouli et al. 1995). Vizsgalatuk kiterjedt a vérkenet mikroszkopos vizsgalatara
is, azonban a parazita fejl6dési alakjat nem talaltak meg, molekularis bioldgiai vizsgalatot
pedig nem végeztek. Ez alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a M. cerebralis elkerli
a keringési rendszert, és a periférias idegrendszeren keresztll jut a sporaképzés helyére a
koponyaporcba. A vérkenetben mi sem mutattuk ki a parazita jelenlétét. A véralakok
kimutatasa a vérben, mivel feltételezhetéen a vizsgalt M. cerebralis és M. pseudodispar fajok
esetében proliferacié nem torténik, olyan mintha ,tit keresnénk szénakazalban”. Raadasul a
fejlédési alak morfologiajarél csak elképzeléseink vannak, mivel nincs tudomasunk arrdl,
hogy mikroszkdpos kimutatdsa barmelyik ,nem-sphaerospora” faj vérben el6forduld
alakjanak megtoértént volna. A szdvetben zajlo, ISH és szdvettani készitményeken nyomon
kovetett fejlédés alapjan, kisméretl, néhany sejtbdl allo, sejt-a-sejtben struktarat
feltételezlink, intenziv bazofil festédéssel. A varakozassal ellentétben, a qPCR vizsgalataink
egyértelmiien igazoltdak a parazita korai fejlédési stadiumainak jelenlétét a vérben. Ez
egyrészt a korabbi szOvettani vizsgalatok miatt, masrészt Kallert et al. (2012) in vitro
vérszérum kisérleteinek eredményei miatt volt meglep6, annak ellenére, hogy mi csak a
parazita DNS-t mutattuk ki. Utébbiak kisérlete azt mutatta, hogy a M. cerebralis fejlédési
alakokat mind a fogékony, mind a nem fogékony halfajok vérszéruma elpusztitja, és a
szerzBk a gatlé anyag biokémiai paramétereit vizsgalva feltételezték, hogy a vér valamelyik
immunkomponense pusztitja el a parazita sporozoitokat. Arra a kdvetkeztetésre jutottak,
hogy ha a M. cerebralis a periférias idegrendszeren keresztul jut el a koponyaporcba, akkor
el tudja kerllni a véraramot, ha pedig mégis a véraramba kerUl, akkor ott rovid idén beldl
elpusztul. Ha a véraramon keresztlli terjedés a fejlédés zsakutcaja, akkor tulajdonképpen
érthetd, hogy miért csdkkent drasztikusan a fogékony gazdaban a parazita mennyisége az
id6 elérehaladtaval (Ugy, hogy 1 hénappal a fertézést kdvetéen a M. cerebralis mar nem volt
kimutathatd szivarvanyos pisztrangban). A periférias idegrendszert nem vizsgaltuk, igy sem
cafolni, sem megerésiteni nem tudjuk a korai, szdvettani alapu vizsgalatokat. Masik
magyarazat a drasztikusan csokkend parazitamennyiségre, a fertézés természete és
id6ézitése. ElI-Matbouli et al. (1995) arra a kdvetkeztetésre jutott, hogy a parazita a fertézést
kovetd 4-24. nap kozott ,vandorol” a spéraképzés helyére. Ha igy van, akkor elképzelhetd,
hogy a fertézést kévetd 1 hénappal azért nem mutattunk ki parazitat a legfogékonyabb
szivarvanyos pisztrang vérében, mert a parazita mar a koponyaporcban vagy annak
kornyezetében volt, és elhagyta a véraramot. Azt is igazoltak mar, hogy bizonyos
nyalkaspéras fajok (pl. Ceratonova shasta) elhagyva a véraramot, egy id6 utan visszatérnek
oda, és szisztémas fertézést indukalnak (Bjork & Bartholomew 2010). Ez a jelenség a vizsgalt
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M. pseudodispar esetében eléfordulhat, és magyarazhatja is a parazitafertézés kdzel allandé
intenzitasat a fejl6édés vizsgalt 1 honapja alatt. Viszont a M. cerebralis esetében nem
valészinl, hogy a visszajutdas megvalésulhat, mert a koponyaporc viszonylag gyorsan
.elcsontosodik”, és onnan a myxosporak csak a halgazda elpusztulasa és lebomlasa utan
juthatnak ki (talan ezért is csokkent a detektalasi szint ala a parazita mennyisége).

A M. pseudodispar halon bellli fejl6édésének Iépéseirdl kevesebb informacio all
rendelkezéslinkre. A fejlédés elsd honapjanak vizsgalataval azonban kimutattuk, hogy a
keringési rendszer fontos allomasa a parazita halon belili fejlédésének. Az els6dleges gazda
bodorka mellett, a masodlagos gazda déverkeszeg, a bioldgiai szlréként funkcionald
vorosszarnyu keszeg és a nem fogékony ezistkarasz (Forré & Eszterbauer 2016) fajok
M. pseudodispar fert6zottségének prevalenciajat és intenzitasat vizsgalatuk gPCR
modszerrel. A legmagasabb prevalencia a bodorkaban fordult el6, viszont meglepd médon a
vorosszarnyu keszeg vérében volt a legintenzivebb a parazita fert6zéttség. Mivel korabbi
vizsgalataink igazoltak, hogy érett myxospdéra nem alakul ki ebben a fajban, igy
valoszindsithetd, hogy a vérben keringve fejlédési alakjai testszerte el6fordulnak (kimutattuk
a parazita DNS-ét kopoltyuban, vesében, majban, de izomszdvetben nem). Masik
érdekesség, hogy a nem fogékony halfajként kategorizalt eziistkarasz vérében (ha alacsony
prevalenciaval is), de el6fordult a M. pseudodispar véralak. Raadasul a fertézés intenzitasa
megkozelitette a masodlagos gazda dévérkeszegben mért értékeket. Ez Ujabb megerdsitése
annak, hogy a gazdafajlagossag nem a vérben aramlo fejlédési stddiumokban nyilvanul meg,
hanem kés6bb, vagy a spoéraképzés elbtt (pl. a spoéraképzés helyének/szévetének
invazidjakor) vagy a sporogénias szakasz alatt.

A két vizsgalt parazita faj fert6zési dinamikajat dsszehasonlitva szembetlin kildnbségeket
tapasztaltunk. Mig az er8sen patogén M. cerebralis fejlédési alakok vérben valé mennyisége
az id6 el6érehaladtaval szignifikansan csokkent, addig az elhullast altaldban nem okozo
M. pseudodispar-nal egy kdzel konstans, tendenciat nem mutaté dinamikat tapasztaltunk.
Hogy ez dsszefluggésben van-e a patogenitassal, arra nincsenek bizonyitékaink. Annyi
azonban valdszinlsithetd, hogy egy erdsen patogén koérokozéd/parazita &altalaban erds
immunvalaszt valt ki (és ha ez sikeres, idbvel ,eltiinteti” a parazitat), mig egy nem, vagy
kevésbé patogén faj esetében a gazdanak nem all ,érdekében” egy ,kdltséges” adaptiv
immunvalaszt kialakitani, és a parazita eliminalasara energiat forditani.

4.3. Fert6zés elleni védekezés; gyakorlati alkalmazhatésag

A tény, hogy a nyalkasporas parazitak halat fert6z6 actinosporai felismerik a halat, de nem
tesznek kulonbséget fogékony és nem fogékony fajok vagy torzsek koézott, a bioldgiai
védekezés egy fontos lehetségét nyujtia. Ennek laboratériumi kisérletekben torténd
igazolasat is elvégeztik (Kallert et al. 2014). A két laboratériumi modell faj, a M. cerebralis
és a M. pseudodispar actinosporaival végzett in vitro kisérletekben a korabban azonositott
(Kallert et al. 2010), kémiai ingerként szolgalo6 inozin és arginin, illetve az ezek altal képzett,
jéval vizoldékonyabb inozin-arginin s6 (IA) stimulalé hatasat vizsgalatuk. A két egymasra
épuld kisérlet kozul az elsében a magasabb, 0,5 mg/ml koncentracio az |A esetében a pozitiv
kontrollhoz (halnyalka kivonat) hasonlé magas aktivalé hatast valtott ki a M. cerebralis-ban.
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A masodik kisérletben a 0,1 mg/ml IA koncentraciéval az actinospora aktivalas hatékonysaga
a polaris filamentum kilokédésének tekintetében tul is szarnyalta a halnyalka kivonatot, mig
a 0,01 mg/ml ennél szerényebb reakciot valtott ki. Mivel a kémiai inger mellett mechanikai
ingerre is szikség van a parazita actinospora aktivalasahoz, a mechanikai inger
feltételezhetden eltéré intenzitasa okozhatta a mért kilonbséget a két kisérlet kdzott. A
vizoldékony inozin-arginin s6 mikodott a legjobban a vizsgalt vegyulletek kézul, ami a
gyakorlati alkalmazhatésag szempontjabdl Uj és fontos eredmény. Az |A vegyllet képlete
C16H26NsO7, és jol oldddik polaris oldatokban. Az oldédas soran konformacié valtozas nem
kovetkezik be, ezt bizonyitja a vegyulet hatékonysaga is az in vitro tesztekben. Sét az, hogy
jobban mikodott a tesztekben, mint az inozin és az arginin 6nalléan, azt igazolja, hogy a
vizben valé oldédassal homogén oldatot képez, ami elérhetd az actinospéra receptorai
szamara, akar napokon keresztul is. Az in vivo kisérlet soran azt vizsgaltuk, hogy az inozinnal
és |A-val el6inkubalt M. pseudodispar actinospérak milyen mértékid fertézést képesek
eléidézni az els6dleges gazda bodorkaban. Bar az alacsony elemszam és magas egyedi
variabilitas miatt szignifikans kilénbség nem volt kimutathatd, az eredményekbdl latszik,
hogy az IA-val el6kezelt sporak nagy része kilokédott polaris filamentummal, és/vagy
sporoplazmaval (vagyis aktivalt allapotban) a vizben maradt, és nem jutott be a halba. A
halba bejutott parazitak aztan képesek voltak a sporaképzésre, de a fert6zés intenzitasa
elmaradt a pozitiv kontroll csoportétol.

Az |IA tehat olyan ,csalivegyllet’, amely a vizbe juttatva ,kisltheti” a lebegd actinospérakat
mielétt azok kapcsolatba kertilnének a fogékony halgazdaval, megakadalyozva ezaltal a
parazita terjedését, és a fertézés létrejottét. Eredményeink azt mutatjak, hogy az IA vegytilet,
ha teljes mértékben nem is eliminalja a fertézéképes actinospérakat, azok szamanak jelentés
csOkkentéséhez hozzajarulhat halgazdasagi koérnyezetben is. A vegyilet nem toxikus,
el6allitdsa olcsd, igy félizemi kiprébalasok sikeressége esetén a gyakorlatban is
alkalmazhato lehet a betegség-megel6zési stratégia részeként.

Az értekezés az elmult 15 év munkajabdl készilt pillanatfelvételek sorozata, de a kutatas
folyik tovabb. Az eddig megszerzett tudasra épitve, jelenleg futd projektinkben terapias
potencidllal rendelkez6 nyalkasporas proteaz gatldé gének azonositasaval kivanjuk
megalapozni egy hatékony kezelés kidolgozasat, amelynek segitségével a nyalkaspdérasok
okozta betegségek kezelhetbek lehetnek a halgazdasagokban.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

. TObb nyalkaspéras faj actinospora stadiumat azonositottuk, és elséként igazoltuk a

Myxobolus cultus hazai elé6fordulasat.

Filogenetikai vizsgalatokkal meghataroztuk a Sphaerospora s. str. kladba tartozo
fajok korét, és jellemeztik a csoport genetikai diverzitasat. Elséként végeztik el a
S. dykovae, S.angulata és S.molnari fajok molekularis jellemzését, és
meghataroztuk  kildénlegesen  hosszu  inzerteket  tartalmazé  18S rDNS
szekvencigjukat.

Els6ként igazoltuk a M. pseudodispar gazdavaltasat. Valamint Kkisérletesen
bizonyitottuk a nyalkaspéras parazitdk fejlédésének zsakutcajat képezd, bioldgiai
csapdanak tekinthet6 ,gazdafajok” letezéset.

Edesvizi szoveti él6skddé fajoknal (féleg Myxobolus fajok) molekularis bioldgiai és
filogenetikai eredményeken alapulva igazoltuk a szOveti és szervi lokalizacio
fontossagat.

Els6ként igazoltuk, hogy a M. cerebralis a gazdafelismerés soran nem tesz
kilénbséget a halfajok kozott, és hogy a parazita sporoplazmai a gazdaban valo
megtelepedéskor — halfajtél fiiggetlenlil — a hal farokuszéjat preferaljak.

In vitro aktivacios eljarast dolgoztunk ki, melynek segitségével a gazdafelismerés
molekularis szinten, gazdakontaminacié nélkul vizsgalhaté. A M. cerebralis
gazdafelismerésében feltételezhetben szerepet jatszo fehérjék kdzil néhanyuk génjét
azonositottuk és részlegesen jellemeztuk.

Els6keént vizsgaltuk kulonbozé genetikai vonalu sebes pisztrang torzsek kergekoérra
valé fogékonysagat. Kimutattuk, hogy a beltenyésztett allomanyokban a M. cerebralis
fertézés szignifikansan intenzivebb, igy a gazdahal genetikai heterozigozitasa
befolyasold tényezdje lehet a fertézés kimenetelének.

Fert6zési kisérletekkel bizonyitottuk, hogy mind a M. cerebralis, mind a
M. pseudodispar megtalalhat6é a vérben a fertézést kdveté 1 honapig a fogékony és
nem fogékony halfajokban egyarant, és hogy ebben a fazisban a gazdafajlagossag
nem nyilvanul meg.

Laboratdriumi in vitro és in vivo kisérletekben igazoltuk, hogy a vizoldékony inozin-
arginin so hatékony ,csalivegyulet”, ami képes a vizben ,id6 elétt” aktivalni a parazita
halat fert6z6 actinosporait, meggatolva ezzel a parazita terjedését.
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Kdszdnetemet fejezem ki el6szor is azoknak, akik nagyban hozzajarultak ahhoz, hogy az
MTA doktori cim megszerzésének lehetésége egyaltalan felmeriljon. Elsésorban Dr. Molnar
Kalmannak, aki fiatal diplomasként befogadott, és bevezetett a halkértani kutatasok vilagaba.
Kovette, és segitette munkamat PhD témavezetémkeént, majd a PhD megszerzése utan is.
Halasan kdszéndm a rengeteg ismeretet, amit Dr. Baska Ferenctél kaptam a
halbetegségekrél és a korszdvettanrol. Dr. Benkd Marianak és Dr. Harrach Balazsnak néhany
szoval megkdszénni sem tudom baratsagukat, és a sokrétl tamogatast. Amellett, hogy
bevezettek a molekularis biolégia és a filogenetika vilagaba, j6 néhany ,mélyponton”
lenditettek tul a hosszu évek soran. Halas vagyok Dr. Kassai Tibor professzor urnak, hogy
PhD hallgaté korom 6ta figyelemmel kiséri és tamogatja tudomanyos palyafutasom.

Kulfoldi kollégaim kozll Dr. Dennis Kallertnek szeretném elséként megkdszonni a hosszu
évek o6ta tarto sikeres egyuttmiikddést, a sok kreativ beszélgetést, és a kdzeli barati viszonyt,
ami rengeteg erét és kitartast adott. Készondm Dr. Astrid Holzernek a szintén évtizedes
egyuttmikodest. Koszondm, hogy 6 és kutatdcsoportja baratként, szinte a csoport tagjaként
kezel hosszu ideje. Sok elismert kézlemény, és még tdébb pozitiv élmény két hozza és
csoportjahoz.

Hazai egyiittm{kddé partnereim kozil, halas kdszonetem a NEBIH volt és jelenlegi
munkatarsainak, Dr. Dan Adamnak, Dr. Ursu Krisztinanak, és Dr. Rénai Zsuzsannanak,
akiktél rengeteg uj modszert tanultam, és akik nélkial a bemutatott eredmények egy része
meg sem valdsulhatott volna. Készéndm a ,halasoknak”, Dr. Lang Marianak, Dr. Papp
Melittanak, Dr. Paulus Petranak, Dr. Gonda Eszternek az egyuttmikoédést, és az
Losszetartast”.

Nagyon kdsz6ndm a sokéves egyuttmikodést Hoitsy Gyorgynek, a Lillafuredi Pisztrangtelep
vezetdjének, aki a kutatas irant mindig nyitott volt, tanacsaival és aktiv kozremikodésével
segitette munkankat, és akitél rengeteget tanultam a pisztrangokroél, a halszaporitasrdl, és a
haltenyésztésrél. Kdszonetem a Dinnyési Halgazdasag vezetdjének, Szabd Krisztiannak,
hogy az ikraallomanyok biztositdsaval hosszu évek o6ta tdmogatja kisérleteinket.

Nagyon k6szondm kutatécsoportom volt és jelenlegi tagjainak a lelkiismeretes munkat, és az
egyuttmikodést. A disszertaciéban szereplé eredmények nem johettek volna létre Sipos
Déra, Bertyné Hardy Timea, Szegd Doéra, Dr. Zsigmond Gergely, Szakaly Agnes, Rigler
Eszter, Nagy Borka, Dr. Herczeg David, Dr. Forr6 Barbara és Dr. Marton Szilvia aktiv
kbzremikddése nélkil. Koszondm kdzeli kollégaimnak, Dr. Papp Tibornak, Dr. Kajan
Gyb6zbnek, Dr. Vidovszky Martonnak, Dr. Doszpoly Andornak a segitséget, a pozitiv
hozzaallast, és a j6 hangulatu ,labormegbeszéléseket”.

A kutatasok anyagi fedezetét az OTKA F45908, OTKA K75873, OTKA K112301, NKFIH
NN124220, a Bolyai Janos Kutatasi (")sztt')ndl'j, a német Alexander von Humboldt Kutatasi
Osztondij, és az MTA NKM-57/2019 kutatasi mobilitasi palyazata biztositottak.

Es nem tudom eléggé megkodszonni a tamogatast szileimnek, csaladomnak és
barataimnak...
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