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BEVEZETES

A nyalkaspodrasok (Cnidaria, Myxozoa) a halak gyakori belsé él6sk6déi, melyek kdzott olyan,
jelentds gazdasagi karokat el6idézé fajok is eléfordulnak, mint a pisztrangok kergekarjat okozé
Myxobolus cerebralis, a pisztrangfélék proliferativ vesebetegségét kivalté Tetracapsuloides
bryosalmonae, vagy a bélgyulladast és belsd szervek akut gyulladasat el6idézd, sokszor
massziv mortalitast kivalté Ceratonova shasta és Enteromyxum leei. Hazankban, az
elsésorban pontyfélék tenyésztésén alapuld akvakultira agazatot, a Sphaerospora dykovae
(korabbi nevén S. renicola) altal kivaltott uszéhdélyag-gyulladas, és a Sphaerospora molnari

okozta kopoltyu-sphaerosporosis kartétele érinti érzékenyen.

A leegyszer(isodott testfelépitésli, néhany vagy néhany tucat sejtbdl allé, mikroszkopikus
méretl éléskodok a 19. szazad elejétdl ismertek, és a Myxozoa mara mar tébb ezer fajjal
rendelkezd taxon. Kétségtelen kortani jelentéséguk mellett a nyalkasporasok kiilonlegességét
rendkivil bonyolult, halon bellli és halon kivuli fejlédéstk adja, melynek részletei a legtdbb
leirt fajnal a mai napig nem tisztazottak. A fajon bellli morfolégiai valtozatossag (két
morfologiailag eltéré sporatipus megléte), és a parazitakra jellemzd leegyszerlisodott
testfelépités kdvetkeztében e kildnleges csoport rendszertani helye elsé képviseldjuk leirasat
kovetéen még 184 évig, 2009-ig bizonytalan volt. Az 1990-es évek kozepéig a
nyalkaspérasokat — jobb lehetéség hijan — az egysejtliek k6zé soroltak, és az akkoriban induld
molekularis bioldgiai alapu kutatdsok mutattak ra arra, hogy ezek a parazitak a tdbbseijti

eukariétak egy 6si csoportjanak tekinthetdk.

Ebben a tudomanyos kdérnyezetben ismerkedtem meg friss diplomasként a nyalkasporas
parazitdkkal. Az id6szak kulonlegességét adja, hogy a molekularis biologiai technikak,
kiléndsen a PCR és Sanger szekvenalas széles kori elterjedése ekkor tette lehetévé a
morfoldgiai alapon (nem ritkan a vizsgald kutatd szakmai felkészultsége és szubjektivitasa altal
befolyasoltan) meghatarozott fajok objektiv, szekvencia alapu vizsgalatat és elkllonitését. A
nyalkaspérasokkal évtizedeken at foglalkozd klasszikus taxonémusoknak, tébbek kozott Jifi
Lomnak, Iva Dykovanak, Jorge C. Eirasnak és mentoromnak, Molnar Kalmannak
kulcsfontossagu szerepe volt ebben az idészakban. Tobb évtizedes morfologiai és
kérszévettani tudasukra alapozva, egy olyan DNS szekvencia referencia gyljtemény johetett
létre kozvetett vagy kdzvetlen kdzremikodésukkel, mely a mai molekularis taxondmia biztos
alapjat képezi. Molnar Kalmannak koszonhetéen doktori tanulmanyaim soran abban a
szerencsés helyzetben voltam, hogy lehetéségem volt a klasszikus nyalkasporas morfoldgia
alapjait elsajatitani, és ezzel egyidejlleg Harrach Balazs és Benk6 Maria révén megismerni,
és megtanulni az aktualis molekularis biolégiai technikakat. Ezt kovetden is jO néhany évig

nekem és kollégaimnak jutott az a sokszor kihivasokkal teli feladat, hogy az édesvizi
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nyalkaspéras fauna tucatnyi képviseléjének (f6leg a Myxobolus, Henneguya, Thelohanellus és
Sphaerospora fajok) molekularis taxondmiai és filogenetikai vizsgalatat elsbként végezzik el.
A molekularis technikak térnyerése a taxonémia mellett a fejlédéstani és kortani vizsgalatokat
is Ujra el6térbe helyezte. Addig ismeretlen kéroktanu betegségek valtak azonosithatova (pl.
Tetracapsuloides bryosalmonae altal kivaltott proliferativ vesebetegség), és a gazdan beluli

fejlédés és a gazda—parazita kdlcsdnhatas vizsgalatanak is ujabb lendiiletet adott.

Ertekezésemben az elmult 15 év kutatdmunkajabol valogattam 6ssze azokat a kutatasi
eredményeket, amelyek hozzajarultak a nyalkasporasok rokonsagi viszonyainak,
gazdafajlagossaganak tisztazasahoz és a gazda—parazita kdlcsOnhatast meghatarozo
tényezék mélyebb megértéséhez. A munka elsé 6nallé kutatasi projektemmel (fiatal kutatoi
OTKA palyazattal) indult 2004-ben. Ennek eredményei Ujabb célokat indukaltak, amik egy
masfél éves Humboldt kutatési 6sztondij keretében valésultak meg Munchenben,
Németorszagban. Hazatérésem utan sajat kutatocsoportomban, kollégaim és hallgatoim
segitségével haladtunk tovabb a megismerés utjan. A gazdafelismerés vizsgalatat német
kollégammal, Dennis Kallert-tel koézdsen kezdtlk még Németorszagban, majd a
kutatocsoportomban eltoltott 2 éves kutatasi 6sztondija alatt folytattuk Magyarorszagon. Az
uszoéholyag-gyulladas és kopoltylu-sphaerosporosis etioldgiajanak és a betegséget okozo fajok
filogenetikajanak tanulmanyozasat parhuzamosan kezdtik Astrid Holzer kolléganédmmel és
cseh kutatécsoportjaval. Tudatosan szakitva elédeink ,rivalizalé hagyomanyaval’, évekkel
ezel6tt egyesitettik erdinket, és egymas munkajat kiegészitve és erésitve, kozosen haladtunk
és haladunk a koérokozd Sphaerospora fajok, még a nyalkasporasok kozott is egyedinek

szamito halon beluli fejlédésének megismerésében.

Hazai és kilfoldi kollégaimmal, sok évvel ezelbtt egy jaratlan Gton indultunk el, felfedezve
Ujabb és ujabb jellegzetességeket, amik a nyalkaspéras parazitakat kulonlegessé, mas
allatcsoporthoz nem hasonlithatdéan egyedivé teszik. Ahogy egyre mélyebbre astunk a
felfedeznivalé ismeret kére is egyre béviilt, rendre Gjabb aspektusok keriiltnek elétérbe. Es a

lelkesedés, a megismeres 6rome azéta sem mulik...
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1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Nyalkasporas kutatas torténete

A nyalkaspoérasok a mikroszkopikus méret(i Metazoa él6skodék egy igen kilénleges csoportjat
képezik. Az elsé fajok megtalalasa és leirasa 6ta eltelt kdzel két évszazadban vilagszerte tobb
szaz kutato foglalkozott behatdéan Uj fajok leirasaval, életciklusuk vizsgalataval, morfoldgiai
illetve molekularis biolégiai alapokon nyugvé taxondmiajukkal. A nyalkaspéras kutatas
torténete a 19. szazadra nyulik vissza. Jurine (1825) volt az elsé, aki nyalkaspdrasok altal
képzett cisztakat figyelt meg az édesvizi lazacféle, a Coregonus fera izomzatdban. A
parazitacsoport elsé elnevezését Miller (1841) adta, aki Psorospermis néven irta le e spérakat
képzd vegetativ formakat. Lieberkihn (1854) csuka hugyhdlyagjanak vizsgalata kézben
figyelte meg a sporoplazma (améboid csira) kiszabadulasat a sporabdl, majd a sporoplazma
tovabbi fejlédését. A Myxosporidia nevet Biitschli (1882) adta a csoportnak. O irta le a
trophozoita stadiumot, a vegetativ formakat, a sokmagvu pansporoblasztokat, és a bennuk
levé sporak kialakulasanak folyamatat is. Thélohan (1892) készitette az elsé,
spéraszerkezeten alapuld osztalyozast a Myxosporidia csoporton belll. Az altala létrehozott
nemek egy része még ma is az eredeti néven szerepel. Az él6skddbcsoportrol az elsé
monografia a 20. szazad elején készilt el (Auerbach 1910). Egy évtizeddel késébb Kudo
(1919) mar Osszefoglald kdzleményt jelentetett meg az addig leirt nyalkasporasokrél, majd
kés6bb azok sporaszerkezeten alapuld osztalyozasat is elvégezte (Kudo 1933). A
monografia Shulman (1966) nevéhez flizé6dik. Munkaja a mai napig alapmi a taxondmusok
szamara. A nyalkasporasokat 1980-ban emelték ki az egysejtliek kdzll, és soroltak a Myxozoa
torzsbe két kulonallo osztallyal (Myxosporea és Actinosporea) (Levine et al. 1980). Komolyabb
taxondmiai modositas ezutan 1984-ben tortént, amikor Shulman rendszerét alapul véve, a
jellemz® morfoldgiai bélyegek alapjan Lom és Noble (1984) ujra rendszerezte a Myxosporea
osztalyt. A nyalkaspéras kutatasban Wolf és Markiw (1984) mérféldkének szamité munkaja
hozott attérést, melynek soran kimutattak és kisérletesen bizonyitottak, hogy a Myxosporea
és az Actinosporea osztaly tagjai nem eltérd fajok, hanem egy adott faj két kilénb6z6 fejlédési
stadiumai. Ennek kdszénhetéen a 1980-as évek kdzepéig kevéssé tanulmanyozott csoport a
fejlédéstani kutatdsok kdzpontjaba kerult. Amint az 1.1. Tablazat mutatja, manapsag tébb mint
45 azoknak a nyalkaspodras fajoknak a szama, melyek fejlédési ciklusat részben vagy teljesen

sikerult azonositani (Eszterbauer et al. 2015a, Okamura et al. 2015b) (1.1. Tablazat).
A nyalkaspérasok masik fejlédési stadiumardl, a csekélyebb gazdasagi jelentéséglinek tartott
actinospérakrol elészér Stolc (1899) szamolt be. Az 1980-t6l Actinosporea osztalyba sorolt

élélényeket 1994-ben atsoroltdk a Myxosporea osztalyba, ami heves vitakat valtott ki a
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nyalkaspérasok kutatasaval foglalkozd6 szakemberek kérében. A 1985-6s Zoologiai
Nomenklatura szabalyaira hivatkozva a mar 1étezd Actinosporea osztalyt ,gydjtécsoportta”
mindsitették, elismerve a myxospora-alapu fajleiras prioritasat (Kent et al. 1994). Wolf és
Markiw (1984) felismerését kovetéen, az actinosporak gazdasagi jelentésége is felértékel6dott
€s a myxosporakéval egy szintre kertlt. Jelentés tudomanyos érdeklédést valtott ki annak
felismerése is, hogy a féregszer(, aktiv mozgasra képes Buddenbrockia plumatellae valojaban
egy kulénleges nyalkasporas faj (Monteiro et al. 2002, Okamura et al. 2002), melyet a 2000-
ben Iétrehozott Malacosporea csaladba soroltak a sok szempontbdl hasonlé testfelépitési

Tetracapsulsuloides bryosalmonae fajjal egyutt.

A nyalkasporas kutatas Uujabb mérfoldkdve volt annak bizonyitasa, hogy ezek a
leegyszerlsodott testfelépitésli parazitdk a csaldnozokkal mutatnak koézeli rokonsagot.
Jiménez-Guri et al. (2007a) igazolta, hogy a Buddenbrockia plumatellae a csalanozékkal, azok
kézll is a Medusozoa tagjaival mutatja a legkdzelebbi genetikai rokonsagot. igy 2009 6ta a
nyalkaspérasokat a csalanozok térzsének (Cnidaria) 6nallé osztalyaként tartjadk szamon
(Okamura et al. 2015a). Jelenleg tébb mint 2300 ismert nyalkaspéras faj létezik, tdbbségik a
Myxosporea alosztaly képvisel6je (Okamura et al. 2015b).

Welcome home Myxozoa

),
@
.~€. VQ)

Jonathan Ben-David
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1.1. Tablazat: Az eddig megismert nyalkasporas (Myxozoa) életciklusok Gsszefoglaldja. h-f: hal gazdabdl szarmazd myxospora fejlédése féregben (féreg
gazdan beliili fejlédés); f-h: féreg gazdabdl szarmazé actinospéra fejlédése halban (halon bellli fejlédés); n.a.: nincs adat. Eszterbauer et al. 2015 alapjan

(kiegészitve).

Faj Actinospoéra Kisérlet eD:ySezés Biotop Gerinces gazda Gerinctelen gazda Referencia
Myxosporea
Ceratomyxa auerbachi | tetractinomyxon nincs igen tengeri Clupea harengus Chone infundibuliformis Kgie et al. 2008
Ceratonova shasta tetractinomyxon teljes h-f-h 100% édesvizi Oncorhynchus spp. Manayunkia speciosa Bartholomew et al. 1997
Chloromyxum auratum | antonactinomyxon részleges h-f igen édesvizi Carassius auratus vegyes oligochaetak Atkinson et al. 2007
Chloromyxum schurovi | neoactinomyxum nincs igen édesvizi Salmo salar, Salmo | Eiseniella tetraedra Holzer et al. 2006
trutta
Chloromyxum truttae aurantiactinomyxon nincs igen édesvizi Salmo salar Stylodrilus heringianus Holzer et al. 2004
Ellipsomyxa gobii tetractinomyxon részleges f-h igen tengeri Pomatoschistus microps | Nereis spp. Kgie et al. 2004
Gadimyxa atlantica tetractinomyxon részleges f-h igen tengeri Gadus morhua Spirorbis spp. Kwaie et al. 2007
Henneguya exilis aurantiactinomyxon nincs igen édesvizi Ictalurus punctatus Dero digitata Lin et al. 1999
Henneguya ictaluri aurantiactinomyxon részleges f-h 100% édesvizi Ictalurus punctatus Dero digitata Styer et al. 1991
Henneguya nuesslini triactinomyxon részleges f-h 100% édesvizi Salmo trutta, Salvelinus | Tubifex tubifex Kallert et al. 2005
fontinalis

Hoferellus carassii | aurantiactinomyxon teljes h-f-h n.a. édesvizi Carassius auratus mixed oligochaetes El-Matbouli et al. 1992b;
(Germany) Troullier et al, 1996
Hoferellus carassii | neoactinomyxum részleges h-f n.a. édesvizi Carassius auratus Branchiura sowerbyi Yokoyama et al. 1993
(Japan)
Hoferellus cyprini aurantiactinomyxon részleges h-f n.a. édesvizi Cyprinus carpio Nais sp. Grossheider and Korting

1992
Myxidium giardi aurantiactinomyxon részleges h-f n.a. édesvizi Anguilla anguilla Tubifex tubifex Benajiba and Marques 1993
Myxidium truttae raabeia nincs igen édesvizi Salmo trutta Tubifex tubifex Holzer et al. 2004
Myxobilatus gasterostei | triactinomyxon nincs 99,8% édesvizi Gasterosteus aculeatus | Nais communis, Nais Atkinson and Bartholomew

pseudobtusa 2009

Myxobolus arcticus | triactinomyxon részleges f-h n.a. édesvizi Oncorhynchus nerka Stylodrilus heringianus Kent et al. 1993b
(Canada)
Myxobolus arcticus | triactinomyxon részleges f-h 99,9% édesvizi Oncorhynchus masu, O. | Lumbriculus variegatus Urawa 1994; Urawa et al.
(Japan) nerka 2011
Myxobolus bramae triactinomyxon részleges h-f n.a. édesvizi Abramis brama Tubifex tubifex Eszterbauer et al. 2000
Myxobolus carassii triactinomyxon részleges h-f édesvizi Leuciscus idus Tubifex tubifex El-Matbouli and Hoffmann

1993
Myxobolus cerebralis triactinomyxon teljes h-f-h 100% édesvizi Oncorhynchus mykiss Tubifex tubifex Wolf and Markiw 1984; EI-

Matbouli et al. 1999 etc.
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Faj Actinospoéra Kisérlet eD:ySezés Biotop Gerinces gazda Gerinctelen gazda Referencia
Myxobolus cotti triactinomyxon részleges h-f n.a. édesvizi Cottus gobio vegyes oligochaetak El-Matbouli and Hoffmann
1989
Myxobolus cultus raabeia részleges f-h 99,4% édesvizi Carassius auratus Branchiura sowerbyi Yokoyama et al. 1995;
Eszterbauer et al. 2006
Myxobolus dispar raabeia részleges h-f n.a. édesvizi Cyprinus carpio Tubifex tubifex Molnar et al. 1999a; Holzer
et al. 2004
Myxobolus triactinomyxon nincs *(Racz 99,6% édesvizi Rutilus rutilus Tubifex tubifex (M. intimus-Racz et al. 2004)
diversicapsularis et al. 2004- Molnar et al. 2010
igen)
Myxobolus drjagini triactinomyxon részleges h-f n.a. édesvizi Hypophthalmichthys Tubifex tubifex El-Mansy and Molnar 1997a
molitrix
Myxobolus triactinomyxon nincs 99,9% édesvizi Scardinius Isochaetides Kelemen et al. 2009
erythrophthalmi erythrophthalmus michaelseni
Myxobolus triactinomyxon nincs 100% édesvizi Rutilus rutilus Isochaetides Borkhanuddin et al. 2013
fundamentalis michaelseni
Myxobolus hungaricus | triactinomyxon részleges h-f n.a. édesvizi Abramis brama Tubifex tubifex El-Mansy and Molnar 1997b
Myxobolus lentisuturalis | raabeia nincs 99,8% édesvizi Carassius gibelio, | Branchiura sowerbyi Caffara et al. 2009
Carassius auratus
Myxobolus triactinomyxon részleges h-f n.a. édesvizi Abramis brama; Blicca | Tubifex tubifex Székely et al. 2002
macrocapsularis bjoerkna
Myxobolus parviformis | triactinomyxon teljes h-f-h-f-h 99,9- édesvizi Abramis brama Limnodrilus Kallert et al. 2005
100% hoffmeisteri, Tubifex
tubifex
Myxobolus pavlovskii echinactinomyxon részleges f-h 100% édesvizi Hypophthalmichthys Limnodrilus Marton and Eszterbauer
molitrix udekemianus 2011
Myxobolus triactinomyxon részleges h-f n.a. édesvizi Anguilla anguilla Tubifex tubifex El-Mansy et al. 1998
portucalensis
Myxobolus triactinomyxon teljes h-f-h-f 100% édesvizi Rutilus rutilus Tubifex tubifex, Székely et al. 1999, 2001;
pseudodispar Limnodrilus Marton and Eszterbauer
(Magyarorszag) hoffmeisteri, 2012
Psammoryctides spp.
Myxobolus triactinomyxon teljes h-f-h-f 100% édesvizi Rutilus rutilus vegyes oligochaetak Kallert et al. 2007
pseudodispar
(Németorszag)
Myxobolus rotundus triactinomyxon teljes h-f-h-f 100% édesvizi Abramis brama Tubifex tubifex Székely et al. 2009
Myxobolus shaharomae | triactinomyxon nincs 100% édesvizi Alburnus alburnus Isochaetides Kelemen et al. 2009
michaelseni
Myxobolus wootteni triactinomyxon nincs 99,9% édesvizi Rutilus rutilus Tubifex tubifex Eszterbauer et al. 2006;

Molnar et al. 2010
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Parvicapsula tetractinomyxon részleges f-h 100% édesvizi Oncorhynchus spp. Manayunkia speciosa Bartholomew et al. 2006

minibicornis

Sphaerospora dykovae | neoactinomyxum részleges h-f n.a. édesvizi Cyprinus carpio Branchiura sowerbyi Molnar et al. 1996b

Sphaerospora truttae echinactinomyxon részleges f-h n.a. édesvizi Salmo trutta; Salmon | Lumbriculus variegatus, Ozer and Wootten 2000

salar Tubifex tubifex

Thelohanellus hovorkai | aurantiactinomyxon részleges h-f 99,8% édesvizi Cyprinus carpio Branchiura sowerbyi Yokoyama 1997; Székely et
al. 1998; Anderson et al.
2000; Eszterbauer et al.
2006

Thelohanellus kitauei aurantiactinomyxon nincs 99,4% édesvizi Cyprinus carpio Branchiura sowerbyi Borkhanuddin et al. 2013

Thelohanellus nikolskii | aurantiactinomyxon részleges h-f n.a. édesvizi Cyprinus carpio Branchiura sowerbyi Székely et al. 1998

Thelohanellus nikolskii aurantiactinomyxon nincs 100% édesvizi Cyprinus carpio Nais spp. Borkhanuddin et al. 2013

Zschokkella mugilis név nélkuli tipus nincs 100% tengeri Mugilidae spp. Nereis diversicolor Rangel et al. 2009

Zschokkella nova siedleckiella részleges h-f n.a. édesvizi Carassius carassius Tubifex tubifex Uspenskaya 1995

Malacosporea

Tetracapsuloides malacospore teljes h-f-h 99,5% édesvizi Salmo trutta, | Fredericella sultana, Feist et al. 2001; Morris and

bryosalmonae Oncorhynchus mykiss Plumatella repens Adams 2006

Tetracapsuloides malacospore részleges f-h igen édesvizi Cyprinus carpio Fredericella sultana Patra et al. 2017

vermiformis

Buddenbrockia malacospore teljes f-h 99,5% édesvizi Phoxinus phoxinus Plumatella repens Grabner and EI-Matbouli

plumatellae (2010)

*A Réacz et al. (2004) a kimutatott triactinomyxont hibasan a Myxobolus intimus fejl6dési alakjaként azonositottak, majd a késdbbiekben Molnér et al. (2010)
igazoltak, hogy ez a triactinomyxon tipus valéjaban a Myxobolus diversicapsularis fejlédési alakja.

Megj.: A tdblazatban feltiintetett referencidk nem szerepelnek az irodalomjegyzékben. Gyljt6hivatkozas: Eszterbauer et al. (2015).
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1.2. Nyalkasporasok jellemzése, fejlédése és evolucidja

Myxospoéra alakok jellemzése

A myxospora alakok tébbsége a gerincesek kozil a halakban fejlédik, de el6fordulnak
kétéltiekben, hill6kben, és ritkdn madarakban és emlésdkben is. A tartds képlet (myxospéra)
a gazda bizonyos szerveinek (epehdlyag, hugyhdlyag, vese stb.) Uregeiben vagy a gazda
szbveteiben inter- vagy intracellularisan fordulhat el6. El6bbiek a coélozoikus, utébbiak a
hisztozoikus (szOveti) parazita fajokra jellemzd. A spérak halon belili fejlédésuk végén
plazmédiumokba (cisztakba) tomorilnek, amiket gazda-kétészovet vesz/vehet koril. E

plazmédiumok mérete 10 um és 1 cm kozott valtozhat fajtél és lokaciotol fliggden.

A

1.1. abra: A nyalkasporasok myxospora tipusainak sematikus rajza és a morfometriai vizsgalatokhoz
szlikséges méretek felvételének maddja. a-b/ Myxobolus spp. eldl- és oldalnézetben; c-d/ Henneguya
spp. eldl- és oldalnézetben; e-f/ Myxidium spp. el6l- és oldalnézetben; g-h/ Chloromyxum spp. oldal- és
elélnézetben; j-k/ Kudoa spp. felll- és oldalnézetben. A poléris kapszula mérete az a/ képen lathaté. L:
spoéra hosszusag, W: spéra szélesség, T: spéra vastagsag, és a Henneguya tipus esetében AL: farki
nyulvany hossza, TL: spéra teljes hossza (Lom & Dykova 1992).

12
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A myxosporak mérete altalaban 5 és 20 um kozoétt van (1.1. abra), bar létezik 98 um hosszu
spéra is (Myxidium giganteum). Nemzetségtél fliggben a spédra 2-7 héjsejtet, 1-7 polaris
kapszulat (sarki tokot), melyben spiralisan feltekeredve helyezkedik el a polaris filamentum, és
egy kétmagvu vagy két egymagvu sporoplazmat (amdboid csirat) tartalmaz. Néhany kétmagvu
sporoplazmaval rendelkez6 fajnal (pl.: Myxobolus, Henneguya) a poliszacharidok a
sporoplazmaban levé jodofil vakuolumokban raktarozédnak, melyek altalaban a sporak

kiszabadulasa utan néhany nappal eltiinnek.

Actinospora alakok jellemzése

Az actinospora alakok jellemzéséhez még napjainkban is Lom & Dykova (1997) munkaja
szolgal tampontul. Az actinosporak mérete a nagy formagazdagsagnak kdszonhetben igen
valtozatos, néhany 10 um-tél tébb 100 um-ig terjedhet. A spérak 3-4 polaris kapszulabdl, 2n
masodlagos csirasejtet (2<n<7) tartalmazé sporoplazmabdl és 3 vagy tdbb, kilénb6zd
hosszusagu nyulvanybdl allnak. A szerkezet része még a polaris kapszulakat és a
sporoplazmat tartd nyél, ami a triactinomyxon tipuson mindig jelen van, az
aurantiactinomyxon, neoactinomyxum, raabeia és tetractinomyxon tipusokrél azonban
hianyzik. Az actinospora leirdas harmadik fontos eleme a morfometriai jellemzék
meghatarozasa, mely a kdvetkezé méretek felvételébdl all: polaris kapszula, nyél, spératest

€s a nyulvanyok hossza és szélessége valamint a masodlagos sejtek szama (1.2. abra).

D b 4

&

i
i

1.2. abra (folytatas és képalairas a kdvetkezd oldalon)

13
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1.2. dbra: A nyalkaspdrasok actinospora tipusainak sematikus rajza és morfometriai jellemzésiik
modja. A-C: triactinomyxon tipus: (A) spéra oldalnézetben, (B) sporatest oldalnézetben, benne a
masodlagos csirasejtekkel, (C) polaris kapszula; méretek: (1) spoératest hossza, (2) sporatest
szélessége®, (3) nyél hossza, (4) nyél szélessége, (1+3) a spora teljes hossza, (5) nyulvany hossza, (6)
a nyulvanyok legnagyobb tavolsaga, (7-8) polaris kapszula hosszisaga és szélessége. D:
synactinomyxon tipus felllnézetben; méretek: (1-2) a hosszabb nyulvany hosszisaga és szélessége
(3-4) a rdvidebb nyulvany szélessége és hosszusaga. E-G: sphaeractinomyxon oldal- (E) és
felllnézetben (F, G); méretek: (1) sporatest atmérdje, (2) sporatest hossza, (3) sporatest atmérsje (mint
az 1. méret), s: varratvonal. H-I: aurantiactinomyxon tipus oldal- (H) és felllnézetben (I); méretek: (1)
spoératest atmérdje, (2-3) nydlvany hosszisaga és szélessége, (4) nyulvanyok legnagyobb tavolsaga.
J: neoactinomyxum tipus felilnézetben; méretek: (1) spoératest szélessége, (2-3) nyulvanyok
hosszUsaga és szélessége (Lom & Dykova 1997). *A szélesség 2 dimenzidban értendd, a valésagban
(3 dimenzidban) atmérének felel meg.

Nyalkaspoérasok fejlédése

A nyalkasporasok fejlédési ciklusanak felderitése Wolf és Markiw (1984) nevéhez flizédik.
Attérést hozé munkajuk soran azonositottak a pisztrangfélék kergekorjat okozé Myxobolus
cerebralis faj végleges gazdajat, a kevéssertéji féreg Tubifex tubifex (Annelida: Clitellata) fajt,
és kisérletesen igazoltdk egyrészt a parazita kétgazdas fejl6dését, masrészt azt, hogy az
actinospérak és a myxospérak ugyanazon parazita faj két kilénb6zd fejlédési stadiumai
(1.3. dbra). Az eddig azonositott nyalkaspoéras faj kézil csupan néhany tucat faj esetében
ismerjuk a teljes fejlédési ciklust (1.1. Tablazat). Ezek kdzul jelenleg 5 olyan faj van, melynek
teljes fejlédési ciklusa laboratoriumi kérilmények kdzott fenntarthatd (Myxobolus cerebralis,
Myxobolus pseudodispar, Myxobolus parviformis, Ceratonova shasta, Tetracapsuloides

bryosalmonae) (Eszterbauer et al. 2015a, Patra et al. 2017).

14
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1.3. abra: Nyalkasporas parazitak kétgazdas fejlédési ciklusanak altalanositott és sematikus abraja.
S. Atkinson rajza alapjan (Eszterbauer et al. 2015a).

A Myxozoa osztalyon belll a Malacosporea és Myxosporea alosztaly tagjainak fejlédése
kllénbségeket mutat. A Malacosporea tagjainak koézti gazdai édesvizi csontos halak, és a
halakban kialakuldé, majd kiszabadulé malacospérak édesvizi mohaallatokat (Bryozoa)
fertéznek, amikben kor alaku spérazsakok vagy megnyult, aktiv mozgasra képes ,féreg-szerii’
parazitaformak alakulnak ki, bennlk a halakat fert6zd spora alakok (malacospérak) ezreivel.
Erdekes moédon, a tengeri mohaallatok széleskori elterjedése ellenére, Malacosporea fajokat

eddig nem mutattak ki tengeri kdrnyezetben.

A Myxosporea alosztaly tagjainak fejlédését myxospdra és actinospoéra formak kialakulasa
jellemzi (1.3. dbra). A myxospérak fejlédése a gerinces gazdakban zajlik, amik elsésorban
halak és kétéltliek, azonban hull6kben, madarakban, s6t eml6sokben is kimutattak mar
nyalkaspéras parazita jelenlétét (Hallett et al. 2015). A vizi gerinces gazdafelismerése
specifikus ingerek hatasara torténik; kémiai (nyalkas kiltakaroban jelen |év6é, kis
molekulasulyu inozin molekula) és mechanikai ingerek (pl. a hal Uszasa soran keltett vibracio)
egyulttes jelenléte sziukséges hozza (Kallert et al. 2005, 2011). A gerinces gazdat fert6z6

actinospéra a potencidlis gazdat felismerve poléris flamentuma segitségével rogzul a gazda
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testfelszinén, az actinospéra sporoplazmaja kinyilik, majd sporoplazma sejtjei (a benne 1évé
masodlagos csirasejtekkel egyltt) aktiv mozgassal bejutnak a bér és/vagy kopoltyu
epitheliumaba. A presporogonias fejlédési szakasz soran a sporoplazma sejtjei amédboid
mozgassal a sejt kozotti térben migralnak az epidermiszen és a kopoltyuhamon belul, majd a
sporoplazma sejttdémeg szétesése utan, a benne levé sejtek bejutnak a gazda hamsejtjeibe. A
sporoplazmabdl kiszabadult sejtek belsé (endogén) osztédassal un. masodlagos vagy
leanysejteket hoznak létre, melyek az elsédleges sejtekkel vannak korulvéve. A masodlagos
sejtek gyors, egyideji mitdzissal felszaporodnak. Miutan a masodlagos sejtek belsd
osztodassal Ujabb duplasejteket (bennik harmadlagos vagy unokasejtekkel) hoznak létre, a
duplasejtek felszakitigak az els6dleges sejtek sejtmembranjat bejutva a gazdasejt
citoplazmajaba. Ez a ,sejt-a-sejtben” struktira (leanysejtek az anyasejten belll) egy
kilonleges jellegzetessége a nyalkaspérasok fejlédésének. A gazdasejt plazmalemmajat
atszakitva kijutnak a sejtkozotti térbe, mely lehetévé teszi tovabbi hamsejtekre vald
atterjedéstiket és/vagy mélyebb, bér alatti rétegekbe vald bejutasukat, ahol az egész eddigi
folyamat megismétlédik (El-Matbouli et al. 1995). A fejl6dés tovabbi része fajonként valtozhat,
azonban minden ismert életciklusu nyalkaspoéras faj fejlédésében kdzds vonas, hogy ekkor
jutnak el a fejlédési alakok kilonféle Utvonalon a spoéraképzés helyére, ahol a fejlédés
sporogonias szakasza torténik. A colozoikus fajok a gazda valamelyik testliregében
(epehdlyag, hugyhdlyag, vesecsatornak, bélcsatorna stb.) képeznek spérat, mig a
hisztozoikus (szOveti) él6skddbk a gazda kuldnféle szerveinek (maj, 1ép, vese, vazizomzat,
kopoltyu, kézponti idegrendszer stb.) széveteiben képeznek kotdszdvetes burokkal korilvett
plazmédiumot (benne akar tébb millié myxospéraval). Bar kevés kisérleti bizonyiték all
rendelkezésre, az érett myxospérak gerinces gazdabdl vald kijutasa valdszinlileg
tobbféleképpen torténhet. Van, hogy a spérak a kivalasztd szervrendszeren, pl. Myxobolus
pseudodispar (Molnar et al. 2002), vagy a kopoltyun (pl. Sphaerospora molnari) jutnak ki az
élé gazdabdl, viszont olyan eset is igazolt, amikor a gerinces gazda elhullasa utan tud csak a

parazita a kulvilagba kerulni, pl. Myxobolus cerebralis (EI-Matbouli et al. 1992).

A vizbe kijutott myxospérak felépitésikbél adéddan lesillyednek az aljzatra, kévezetre vagy
névényzetre, ahol elérhetévé valnak a nyalkaspérasok végleges gazdai, a gylrlisférgek vagy
mohaallatok szamara. A kevéssertéji (Annelida: Clitellata) vagy soksertéji (Annelida:
Polychaeta) férgekbe feltételezhetéen a bélcsatorna hamjan keresztll jutnak be a
myxosporak. A fejlédés 1,5 honaptdl akar 1 évig is eltarthat, kozben 3 f6 szakasz, proliferaciés
(shizogodnia), gametogdnias (ekkor torténik az ivaros szaporodas) és sporogdnias
(sporakepzd) fejlédési lépések kovetik egymast (El-Matbouli & Hoffmann 1998, Morris &
Freeman 2010). A végeredmény egy altalaban 4-8 db, ,0sszecsomagolt” actinosporat
tartalmazo, un. pansporociszta forma, ami a fejlédés végén felszakad, és a kiszabaduld

actinospérak altalaban a bélcsatornan keresztil Grtlnek a kilvilagba. A vizbe kerulve a ,lagy-
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héju” actinosporak felveszik végleges alakjukat, és a vizben lebegve, a vizaramlassal

passzivan terjedve ,keresik” gazdajukat.

A kétgazdas fejl6désmenet néhany faj esetében leegyszeriisddhet, és a parazita képes halrél-
halra terjedni. Ezekben az esetekben a fejlédési ciklus nem zajlik le teljesen, a donor halat a
halban fejl6dé és onnan kiszabadul6 fejlédési alak fertézi. Ennek legismertebb példaja a
mediterran térségben, féleg intenziv rendszerekben eléforduld, komoly gazdasagi karokat
okoz6é Enteromyxum leei és E. scophthalmi fajok, melyek extrasporogonias, proliferativ
stadiumai a sérilt bélnyalkahartyaval egyltt a vizbe kijutva képesek akar tdmegesen is
megfertézni a fogékony halfajokat, példaul az aranydurbincsot (Sparus aurata) vagy a nagy
rombuszhalat (Scophthalmus maximus) (Diamant 1997, Redondo et al. 2002). A parazita
halrél-halra valé atvitele kisérletes uton is megvaldsithatd. Ennek jo példaja a hazankban is
gyakori halkérokozokkal, a Sphaerospora dykovae (Molnar & Kovacs-Gayer 1986) és a
Sphaerospora molnari fajokkal (Hartigan et al. 2016) végzett kisérletek, melyek soran a
parazitak proliferativ véralakjait izomzatba vagy haslregbe injektalva valtottak ki a fert6zést

parazitamentes pontyokban.

1.3. Nyalkasporasok rendszerezése, taxonémiaja

A nyalkasporasok eredete és rendszertani helye

A nyalkaspoérasokat a '90-es évek kdzepéig az egysejtliek kozé tartozo taxonnak tekintették.
Ez annak ellenére elfogadott nézet volt, hogy Stolc (1899) mar egy szazaddal korabban
megallapitotta, hogy a nyalkaspérasok nem egysejtiiek, st javaslatot tett a metazoakhoz valé
atsorolasukra is. Késébb Weill (1938) tovabbfejlesztve a fenti hipotézist, ramutatott a
csalanozokhoz valé, féleg morfologiai hasonlésagra, kilonds tekintettel a polaris kapszulak
(sarki tokok) csalansejtekre emlékeztetd felépitésére. Tovabbi érv volt, hogy a cdlozoikus
nyalkaspérasok okozta elvaltozasok patoldgiaja hasonldésagot mutatott egyes parazitikus
meduzafajok, mint példaul a Polypodium hydriforme altal kivaltott fertézés kértanaval. Habar
e rendszertani helyet tdbb kutaté eredménye is igazolta (Dogiel 1965, Grasse & Lavette 1978),
csak DNS szekvencia alapu megerdsitése utan kerilt be a kdztudatba. 18S riboszomalis RNS
gének (18S rDNS) szekvenciai alapjan Smothers et al. (1994) eredményei azt mutattak, hogy
a nyalkasporasok a metazoakkal allnak rokonsagban, de nem a csalanozék, hanem a
fonalférgek (Nematoda) legkdzelebbi rokonaiként. Nem sokkal kés6bb ujabb molekuléris
biolégiai és filogenetikai eredmények a nyalkasporasok bilateria-rokonsagat (Siddall et al.
1995, Siddall & Whiting 1999) illetve triploblast eredetét erésitették (Schlegel et al. 1996, Kim
et al. 1999). Csak évekkel késdbb igazoltak, hogy az eltér6 rokonsag hatterében egy
filogenetikai elemzési probléma all (long-branch attraction) (Evans et al. 2010). A

csalanozokkal (azon belll is a Medusozoa tagjaival) kozos eredetet, mely elmélet filogenetikai
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megerdsités nélkdl, ultrastrukturalis eredmények alapjan (Lom & Dykova 1997) is sok kutaté
fejében tényként rogzilt, végll a Malacosporea taxon tagjai réven sikertlt kétséget kizardéan
bizonyitani (Jimenez-Guri et al. 2007b, Holland et al. 2011, Nesnidal et al. 2013).

A nyalkasporasok rendszerezése

Shulman (1966) a nyalkasporasok kozotti rokonsagi kapcsolatok vizsgalata soran arra a
kovetkeztetésre jutott, hogy az els6é myxozoak cdlozoikusak voltak, melyek kréta idészaki,
tengeri csontos halak epe- és hugyhdlyagjaban voltak megtalalhatéak. Nézetei szerint a
késbbbi evolucio soran egyes fajok képessé valtak a szdvetekben valé megtelepedésre is,
amely a szdveti (hisztozoikus) nyalkasporasok csoportjanak kialakuldsat eredményezte.
Shulman (1966) azt is feltételezte, hogy az &si fajok a kétoldali szimmetriaval rendelkezé
Myxidium és Sphaeromyxa fajok voltak, édesvizekben pedig a Henneguya és a Myxobolus. A
masik, a Multivalvulida rend tagjait pedig, melyek k&zé tengeri, hisztozoikus fajok tartoznak,
egy a Ceratomyxa fajokhoz hasonl6 8stdl eredezteti. Kent et al. (2001) kdvetkeztetései
nagyrészt megegyeznek a Shulman-féle hipotézissel. Filogenetikai eredményuk alapjan a
tengeri és az édesvizi fajok, a Ceratonova (korabban Ceratomyxa) shasta kivételével, kilén
agon helyezkedtek el azt sugallva, hogy a nyalkasporasok édesvizekben valé elterjedése
masodlagos megtelepedés eredménye. Tovabbi, kilonféle nyalkaspéras fajokon végzett,
molekularis bioldgiai alapu és filogenetikai analizis tébb olyan taxonémiai bélyeget mutatott ki,
amelyek a klasszikus taxondmiaban hasznalt spéramorfolégiai jellemzék mellett igen fontos
szerepet jatszanak az osztalyozasban. llyen jellegzetesség példaul a gazdafajlagossag és
foldrajzi elterjedés (Hervio et al. 1997), vagy a szdveti lokacié (Andree et al. 1999), melyekkel

kapcsolatos hipotézis morfoldgiai alapokon mar évekkel korabban létezett (Molnar 1994).

Jelenleg a nyalkasporasok (Myxozoa) a csalanozék térzsének 6nallé osztalyaként vannak
nyilvantartva. Ezen belll a Myxosporea és Malacosporea taxon alosztalyként szerepel. Az

eddig leirt fajok 64 nembe sorolhatéak az alabbi rendszerezés szerint (Fiala et al. 2015b):

Torzs: Cnidaria
Osztaly: Myxozoa
Alosztaly: Malacosporea
Rend: Malacovalvulida
Saccosporidae csalad: Buddenbrockia, Tetracapsuloides
Alosztaly: Myxosporea
Rend: Bivalvulida

Alrend: Variisporina
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Sphaeromyxidae csalad: Sphaeromyxa

Myxidiidae csalad: Myxidium, Zschokkella, Enteromyxum, Sigmomyxa, Soricimyxum,

Cystodiscus

Ortholineidae csalad: Ortholinea, Neomyxobolus, Cardimyxobolus, Triangula,

Kentmoseria

Sinuolineidae  csalad:  Sinuolinea, = Myxodavisia, = Myxoproteus,  Bipteria,

Paramyxoproteus, Neobipteria, Schulmania, Noblea, Latyspora
Fabesporidae csalad: Fabespora
Ceratomyxidae csalad: Ceratomyxa, Meglitschia, Ellipsomyxa, Ceratonova
Sphaerosporidae csalad: Sphaerospora, Wardia, Palliatus
Myxobilatidae csalad: Myxobilatus, Acauda, Hoferellus
Chloromyxidae csalad: Chloromyxum, Caudomyxum, Agarella
Coccomyxidae csalad: Coccomyxa, Auerbachia, Globospora
Alatosporidae csalad: Alatospora, Pseudalatospora, Renispora
Parvicapsulidae csalad: Parvicapsula, Neoparvicapsula, Gadimyxa
Alrend: Platysporina

Myxobolidae csalad: Myxobolus, Spirosuturia, Unicauda, Dicauda, Phlogospora,
Laterocaudata, Henneguya, Hennegoides, Tetrauronema, Thelohanellus, Neothelohanellus,

Neohenneguya, Trigonosporus

Rend: Multivalvulida
Trilosporidae csalad: Trilospora, Unicapsula
Kudoidae csalad: Kudoa
Spinavaculidae csalad: Octospina

A nyalkaspérasok taxondmiai reformja uj lendlletet vett a DNS szekvencia alapu filogenetikai
vizsgalatokkal. A 18S és 28S rDNS széles kdrben hasznalt és bizonyitottan elég informativ
genetikai marker rokonsagi viszonyok feltérképezéséhez (Hillis & Dixon 1991, Kent et al.
2001). A variabilis és konzervativ régidknak készonhetéen sokrétli elemzéshez hasznalhato,
fajon bellli és fajok kdzotti kapcsolatok is vizsgalhatdk (Fiala 2006). Bar egyéb gének (pl.
internal transcribed spacer 1 - ITS1, elongation factor 2 - EF2, heat shock protein - HSP70)
alapjan is vizsgaltak a nyalkaspérasok rokonsagi viszonyait (Fiala & Bartosova 2010), egyik
sem bizonyult olyan stabil markernek, mint a riboszomalis gének. Nem véletlen tehat, hogy a
nyalkasporasok feltételezett evolucios fejlédését 18S rDNS alapu filogenetikai elemzések

alapjan rekonstrualta Fiala et al. (2015b) (1.4. abra).
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1.4. abra: A nyalkasporasok feltételezett evollcios fejlédése a fébb csoportok kialakulasi sorrendjével
és rokonsagi viszonyaikkal molekularis biolégiai markerek (18S és 28S rDNS) alapjan (Fiala et al.

2015a).

Egy nemrégiben — szintén 18S rDNS alapjan — készllt elemzés nagy részletességgel mutatja

a DNS szinten vizsgalt tobb szaz faj egymashoz valé viszonyat (1.5. abra). Holzer et al. (2018)

atfogé munkajabdl kitlinik, hogy a tengeri és édesvizi kdrnyezet egy meghatarozo tényezd a

nyalkasporasok filogenetikai elkulonllésében. Ezek belll a szdveti/szervi lokacié tinik 6

befolyasol6 tényezének a rokonsagi kapcsolatokat tekintve. Eredményeik azt is bizonyitottak,

hogy a nyalkasporasok mar léteztek joval a halak kialakulasa elétt, igy feltételezhetéen az elsé

nyalkaspérasok a gydlrisférgek és/vagy mohaallatok él6skddéi voltak, a gerincesek (f6leg

halak) ,csupan” egy alternativ terjedési modot jelentettek a parazitak szamara.
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1.5. dbra: 18S rDNS alapjan készllt, tébb szaz nyalkasporas faj rokonsagi viszonyait bemutatd
filogenetikai vizsgalat eredménye (Holzer et al. 2018).

1.4. Nyalkasporas fertozések kortana, gazdasagi jelentésége

Az eddig leirt nyalkaspéras fajok kdzll csak néhany okoz igen komoly megbetegedést a
halakban. Ennek oka valészinlileg az, hogy a nyalkaspérasok és gazdaik hosszu ideje tartd,
k6zds evolucidjanak készonhetéen mindkét csoport alkalmazkodott a ,k6zos I1éthez”. Vannak
azonban gazdasagi és 6koldgiai szempontbdl jelentés, halallomanyokban komoly elhullasokat
okoz6 nyalkaspéras fajok is. Ezek kézé tartozik a pisztrangok kergekoérjat kivaltd, a halak
koponyaporcaban plazmodiumokat képezd Myxobolus cerebralis, mely kildndsen az Amerikai
Egyesiilt Allamokban okoz jelent6s karokat (Steinbach Elwell et al. 2009). A Ceratonova
(korabbi nevén Ceratomyxa) shasta szintén a pisztrangfélék kérokozdja, mely tébb szervre
kiterjed6 betegséget okoz, azonban legsulyosabb hatasat a bélhamban és a ham alatti
kotészdvetben fejti ki, ahol a bélham koéros levalasaval a halak tdmeges pusztulasat idézi el
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(Bartholomew et al. 2004, Atkinson & Bartholomew 2010). Komoly problémat okozé faj a
Tetracapsuloides bryosalmonae is, mely féként a pisztrangfélék fiatal egyedei k6z6tt okoz
sokszor magas mortalitassal jaré6 megbetegedést (Bettge et al. 2009). Ez utébbi, proliferativ
vesebetegséget el6idéz6 parazita a Malacosporea alosztalyba tartozik, és végleges gazdaja
nem gylrisféreg, hanem mohaallat (Longshaw et al. 2002). Féleg az Amerikai Egyesilt
Allamokban és Nyugat-Eurépaban fordul eld. A tengeri fajok koziil az intenziv tenyészetekben
nevelt tengeri keszegfélék tomeges elhullasat okozd Enteromyxum leei (Diamant 1997), és a
halhus post mortem elfolydsodasat el6idézé Kudoa fajok (legismertebb képvisel6jik a széles
gazdaspektrumu Kudoa thysites) okoznak jelentés gazdasagi problémat (Yokoyama & Itoh
2005). Annak ellenére, hogy a nyalkasporasok nem human patogének, a Kudoa
septempunctata fajjal fert6zott nyers halhus fogyasztdsa hasmenéses és ételmérgezés-szeri
tineteket valthat ki (Kawai et al. 2012). Bar patogenitasban talan elmarad az el6bb emlitett
fajoktdl, jelent6s karokat okozhat a Magyarorszagon és Kdzép-Eurdpaban gyakori, pontyok

uszoholyag-gyulladasat okozé Sphaerospora dykovae (korabbi nevén S. renicola) (1.6. abra).

1.6. abra: Sphaerospora dykovae okozta Uszéhdlyag-gyulladas pontyivadékban. Az Gszohdlyag (*)
falanak megvastagodasa (A), és vordses-barnas elszinez8dése (B) mutatja az el6rehaladé gyulladas
okozta egyre sulyosabb elvaltozasokat (sajat felvétel).

E faj kezdeti tanulmanyozasa féként magyar kutatok nevéhez fliz6dik. Csaba (1976) szamolt
be elészor a faj korai fejlédési stadiumanak jelenlétérél a véraramban, majd késébb Molnar
(1988) mutatott ra a parazita fejlédési stadiumok és az okozott betegség kapcsolatara. Az
utodbbi években, a molekularis bioldgiai technikak fejlédésével és gazdasagi jelentésége miatt

ismét a kutatasok kdzéppontjaba kertilt (BartoSova et al. 2013). A pontyivadék Sphaerospora
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molnari okozta kopoltyu-sphaerosporosis-a szintén gyakori bantalom (Molnar 1979). A
fert6zés azonban sokszor feltaratlan marad, mivel az extenziv tenyésztési technologianak
készdnhetéen a nevelé tavakba kihelyezett ivadék ponty allategészségligyi monitorozasa
nehezen kivitelezhet6 a parazitara legfogéekonyabb id6szakban (Eszterbauer et al. 2013,
Holzer et al. 2013).

1.5. Kisérleti modell fajok

A doktori disszertacio részét képezé kisérletes vizsgalatok tdbbségét két nyalkasporas modell
fajon végeztik, melyek életciklusat zart, in vivo laboratériumi rendszerben tébb mint 10 éve
tartjuk fent. A két faj kdzll az egyik a pisztrangok kergekorjat el6idézé, er6sen patogén
Myxobolus cerebralis, a masik pedig az elhullast és betegséget altalaban nem okozo, kis

mértékben patogén Myxobolus pseudodispar.

Myxobolus cerebralis, Hofer 1903

Gazdasagi és okologiai kartétele miatt a M. cerebralis az egyik legtébbet tanulmanyozott
nyalkaspoéras faj (Lom & Dykova 1992, El-Matbouli et al. 1995, El-Matbouli & Hoffmann 1998,
El-Matbouli et al. 1998, El-Matbouli et al. 1999a, El-Matbouli et al. 1999b, Granath et al. 2007,
Steinbach Elwell et al. 2009). A fajt Dr. Bruno Hofer irta le németorszagi sebes pisztrangokbdl
(Salmo trutta m. fario) (Hofer 1903). A parazita altal okozott betegséget azutan fedezték fel,
hogy szivarvanyos pisztrangot telepitettek Eszak-Amerikabdl Eurépaba (Hoffman 1970,
Halliday 1976). Eszak-Amerikaban csak 1958-ban jelent meg a betegség, azonban maig
sulyos karokat okoz halgazdasagokban és természetes vizekben él6 halallomanyokban
egyarant (Hoffman et al. 1962). A parazita széles gazdaspektrummal rendelkezik, de a
gazdafajok és a kulonbdzd térzsek kozott jelentds a fogékonysagbeli kildénbség. Ismert
gerinctelen gazdaja a kevéssertéji féreg Tubifex tubifex, melynek I-es, lll-as és VI-0s
leszarmazasi vonalai fogékonyak a parazitara (Beauchamp et al. 2002). Szamos
pisztrangfélében el6fordul, tébbek kdzott szivarvanyos pisztrangban (Onchorhynchus mykiss),
sebes pisztrangban (Salmo trutta m. fario), gyilkos pisztrangban (Onchorhynchus clarkii), bika
pisztrangban (Salvelinus confluentus) és arany pisztrangban (Onchorhynchus aguabonita),
valamint atlanti lazacban (Salmo salar), kiraly lazacban (Onchorhynchus tshawytscha), vords
lazacban (Onchorhynchus nerka), és pataki szajblingban (Salvelinus fontinalis) (Hedrick et al.
1999, Thompson et al. 1999). A legfogékonyabb halfaj a szivarvanyos pisztrang. A 2-8 hetes
ivadékok megbetegedése sulyos esetekben akar 80-90%-os elhullashoz is vezethet
(O’Grodnick 1979, Markiw 1992). Ezzel szemben eredeti gazdaja, a sebes pisztrang
megfert6zddik ugyan, de klinikai tineteket nem, vagy csak kis mértékben mutat, és a
mortalitds is altalaban alacsony. A sokszor tlinetmentes fert6zottség miatt a parazita

terjesztésében is nagy szerepet jatszhat (Hoffman 1970, Steinbach Elwell et al. 2009). Hedrick
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et al. (2003) szivarvanyos pisztrang torzsek &sszehasonlitasakor fogékonysagbeli
kulonbségeket mutattak ki, és az amerikai TroutLodge torzs sokkal fogékonyabbnak bizonyult

a német Hofer torzs egyedeinél.

A kergekor a rendellenesen korkordos médon (,kergén”) uszé halakrél kapta a nevét. A
betegség tovabbi tlinete a fekete faroklszo, melyet a pigmentaciét befolyasold idegekre
gyakorolt nyomas okoz, a parazita koponyaporcban és gerincoszlop porcos elemeiben térténé
sporaképzése soran (Halliday 1976). A beteg egyedekre jellemzd a rdvid orr, a fej, a
gerincoszlop és a kopoltyufedd deformitasa, amit valdszinlleg a csontképzddés zavara
eredményez (Wolf et al. 1986). A beteg halak nehézkesen taplalkoznak, a felszinen forgo
mozgasukkal pedig ki vannak téve a ragadozok tdmadasanak (Hoffman 1974). A fert6zéssel
szembeni ellenalléképesség bizonyitottan né az életkor elérehaladtaval, azonban ez meglepé
modon nem a csontosodas mértékétdl, hanem valészinlisithetéen a kézponti idegrendszer
fejlettségével van 6sszefiiggésben (Halliday 1976, Ryce et al. 2005). Tovabbi fejlédésbeli
eltérés az eltér6 fogékonysagu fajokban, hogy mig a szivarvanyos pisztrangban a
koponyaporcban, az agy kérnyékén fejlédik a parazita, addig a sebes pisztrang esetében a
kopoltyuivekre koncentralodik a spéraképzés (Hedrick et al. 1999, Baldwin et al. 2000,
MacConnell & Vincent 2002).

Myxobolus pseudodispar, Gorbunova 1936

A M. pseudodispar a pontyfélék gyakori nyalkaspéras parazitaja. Kdézép-Eurdpaban, igy
Magyarorszagon is gyakran el&éfordulé él8skédé, amely a halak izomzataban intracellularisan
képez plazmddiumokat. A faj leirdsa 6ta (Gorbunova 1936) szamos vizsgalatot végeztek a
parazita eléfordulasaval, elterjedtségével és fejlédésmenetével kapcsolatban. Baska (1987)
szovettani modszerekkel vizsgalta a M. pseudodispar halon beluli fejlédését. Késébb a teljes
fejlédési ciklus tisztazasara fert6zési kisérletek is torténtek (Székely et al. 1999, 2001).
Székely et al. 1999-es munkajukban Tubifex tubifex és Limnodrilus hoffmeisteri kevéssertéji
féreg egyedeket fertéztek bodorkabdl szarmazé M. pseudodispar myxospoérakkal. Mindkét
féregfaj esetében sikeres volt a fertézés, és TAM tipusu actinosporak fejlédtek ki bennik. A
kés6bbi munkajukban (Székely et al. 2001) mar a teljes fejlédési ciklust sikerilt kisérletesen
reprodukalniuk. Bodorka izomzatabdl gydijtétt M. pseudodispar myxosporakkal fertéztek
parazitamentes T. tubifex allomanyokat, majd a férgekben kifejl6d6 actinosporakkal sikeresen
fertéztek parazitamentes bodorka ivadékokat. A nyalkasporas fajok tobbségével ellentétben a
M. pseudodispar gerinces gazdaspektruma széles. A bodorka (Rutilus rutilus), a karikakeszeg
(Blicca bjoerkna), a dévérkeszeg (Abramis brama), a vordsszarnyu keszeg (Scardinius
erythrophthalmus) és a szélhajté kisz (Alburnus alburnus) is fogékony a parazitara (Molnar et
al. 2002). Gerinctelen gazdaként eddig a T. tubifex és a L. hoffmeisteri kevéssertéji férgek

szerepe volt bizonyitott (Székely et al. 1999). Hasonl6 alakjuk, és fejlédési helylk miatt
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korabban a M. pseudodispar-t a M. cyprini szinonimajanak tekintették (Dykova & Lom 1988).
A tdbbi, intracellularisan fejl6dé izomparazita nyalkasporas fajtdl vald elkilonitését azonban
segiti, hogy a myxospérak polaris kapszulai kilénb6zd méretliek, valamint a TAM tipusu
actinospoérak nyulvanyai is eltéré hosszusaguak (Székely et al. 1999). Molnar et al. (2002)
munkajukban izomparazita nyalkaspéras fajokat vizsgaltak, kéztik a M. pseudodispar-t és
M. cyprini-t. Kisebb morfologiai eltérések mellett (a M. cyprini myxosporai a leginkabb
szimmetrikusak), szekvenciabeli kilonbségeket is talaltak: 5,5-6,42% eltérés volt a 18S rDNS
szekvenciajuk kortlbelll 1000 bp hosszu darabjaban, igy a tudomany jelen allasa szerint kilén
fajnak tekintjik 6ket. Eszterbauer et al. (2001) tdbb mas izomparazita nyalkaspéras mellett
bodorkabdl és vorésszarnyu keszegb6l gydjtott M. pseudodispar mintakat vizsgaltak PCR-
RFLP maodszerrel. Eredményeik alapjan a két halfajbol szarmazé M. pseudodispar izolatumok
RFLP mintazata megegyezett egymassal. Késébbi, DNS szekvencia alapu 6sszehasonlitas
alapjan Molnar et al. (2002) a 18S rDNS megd&rzéttségéhez viszonyitva nagyfoku, akar 5,1%-
os eltérést talaltak a kiilénb6z8 halfajokbdl szarmazd M. pseudodispar mintak kézott, a gén

egy korulbelll 1500 bp hosszu szakaszanak vizsgalata soran.

Ezen elbzetes ismeretanyagra épitve folytattuk a két modell faj gazdafelismerésének,
gazdakorének és gazdafajlagossaganak vizsgalatat a kovetkez6kben bemutatott

modszerekkel és eredményekkel.
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2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. Gazdafajlagossag filogenetikai vonatkozasai

A gazdafajlagossag kérdéskoreét két nyalkasporas csoporton vizsgaltuk. Az egyik a hazankban
és Eurépaban gyakori, édesvizi, széveti él6skdddk csoportja, melyben Myxobolus, Henneguya
és Thelohanellus fajok dominalnak. A masik, a co6lozoikus él6skdédék Osi csoportja a

Sphaerospora sensu stricto (s. str.) klad tagjai.

2.1.1. Mintak eredete, mintagyiijtés

A gyljtott parazita mintak tobbsége hazai halgazdasagbdl szarmazott. A leggyakoribb
mintavételi helyek az 2010-ben bezart szazhalombattai Temperalt Vizii Halgazdasag
(TEHAG), a Dinnyési Halgazdasag, és a Hortobagyi Halgazdasag voltak. A természetes vizek

kézul a Balaton, a Kis-Balaton, a Duna, a Tisza és a Benta-patak szolgaltak mintavételi helydl.

Actinospoéra mintak

A kevéssertéjii férgekben el6forduld nyalkasporas fertézottség felméré vizsgalatat a TEHAG-
ban és a Tisza foly6 tiszafliredi szakaszan végeztik (Eszterbauer et al. 2006). Egy szezonon
at (aprilistdl szeptemberig) havi rendszerességgel iszapmintat gydijtottink. Az iszapbdl
kigyljtott kevéssertéjli férgeket morfoldgiai bélyegek alapjan Brinkhurst (1963) édesvizi

oligochaeta hatarozdja segitségével, lehetéség szerint faji szinten azonositottuk.

A kigy(jtott férgeket 24-lyuku szovettenyésztd lemezre helyeztik 1 ml klérmentes csapvizbe
egyedileg elkulonitve, Yokoyama (1991) modszerét kdvetve, és 1 hdnapon keresztil naponta
vizsgaltuk a férgek actinospdra kibocsatasat. A kimutatott actinospérakrél mikroszkdpos
fotokat készitettiink, és Lom et al. (1997) utmutatdsai alapjan elvégeztik morfometriai

jellemzésiket.

Myxospdra mintak

Az elmult masfél évtized alatt a hazankban el6fordulé pontyfélék nyalkaspoéras fertézottségét
tobb tucat él6helyen vizsgaltuk. A hazai mintavételi helyek mellett németorszagi és
csehorszagi éléhelyeken is tortént mintagyljtés. A M. cerebralis mintak, hazai lelGhely
hianyaban, Németorszagbdl, bajor pisztrangos gazdasagokbdl szarmaztak. A
gazdafajlagossag, a szoveti és szervi lokalizacié tanulmanyozasa a 2.1. Tablazatban felsorolt

nyalkaspéras fajokon tortént.
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2.1. Tablazat: Halbdl szarmazd myxospéra mintak Osszefoglalo tablazata. Mp: Myxobolus
pseudodispar Gorbunova, 1936. *Molekularis vizsgalat eredményeként kapott 18S rDNS szekvencia
génbanki azonosité szama. **Aufsess Halgazdasag, Németorszag.

: : =1 o Génbanki
Parazita faj Halgazda El6éhely azonosit6*
Myxobolus spp. izolatumok
Myxobolus bramae Reuss, 1906 gf;’r‘;;k)eszeg (Abramis Balaton AF507968
1Mgc>)<é)bolus macrocapsularis Reuss, dévérkeszeg Balaton AF507969
Myxobolus impressus .

Miroshnichenko, 1980 dévérkeszeg Balaton AF507970
Myxobolus basilamellaris Lom et . .
Molnar, 1983 ponty (Cyprinus carpio) TEHAG AF507971
Myxobolus dispar Thélohan, 1895 ponty Balaton AF507972
Myxobolus pavlovskii Akhmerov, pettyes busa
1954 (Hypophthalmichthys nobilis) ' = AG AFS07973
- fehér busa
';"g’gfbo'us paviovskii Akhmerov, o b hihalmichthys TEHAG AF507973
molitrix)
Myxobolus sp. dévérkeszeg Balaton AY325283
I . domolyko (Squalius
Myxobolus muelleri, Butschli, 1882 cephalus) Duna AY325284
Myxobolus intimus Zaika, 1965 bodorka (Rutilus rutilus) Balaton AY325285
Myxobolus obesus Gurley, 1893 zﬁ!?sgg)kusz (Alburnus Duna AY325286
Myxobolus cerebralis (Hofer 1903)  szivarvanyos pisztrang Németo. AF115255
Myxobolus pseudodispar
izolatumok:
vorésszarnyu keszeg
Mp SE-13 (Scardinius Balaton KU340976
erythrophthalmus)
Mp SE-47 vorésszarnyu keszeg Balaton KU340977
Mp SE-F68 vorésszarnyu keszeg Balaton KU340978
Mp SE-F69 vorésszarnyu keszeg Balaton KU340979
Mp SE-90B vorésszarnyu keszeg Balaton KU340980
Mp A-102B szélhajté kisz Balaton KU340981
Mp A-103B szélhajté kusz Balaton KU340982
Mp AB-1 dévérkeszeg Balaton KU340983
Mp AB-49 dévérkeszeg Balaton KU340984
Mp AB-52 dévérkeszeg Balaton KU340985
karikakeszeg (Blicca
Mp BL-1 bjoerkna) Balaton KU340986
Mp BL-56 karikakeszeg Balaton KU340987
Mp R-91B bodorka Balaton KU340988
Mp R-92B bodorka Balaton KU340989
Mp R-93B bodorka TEHAG KU340990
Mp R-T42 bodorka Balaton KU340991
Mp R-T50 bodorka Németo.™* EF466088
Sphaerospora spp. izolatumok 1:
Sphaerospora molnari Lom,
Dykova, Pavlaskova et Grupcheva, ponty Hortobagy JX431510
1983
Sphaerospora molnari Lom,
Dykova, Pavlaskova et Grupcheva, ponty Csehorszag  JQ801548
1983
Sphaerospora angulata Fujita, 1912 ponty TEHAG JQ801530
Sphaerospora angulata Fujita, 1912 ponty Csehorszag  JQ801525-9
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Sphaerospora spp. izolatumok 2:

Sphaerospora dykovae Lom et

Dykova, 1982 (syn: S. renicola) ponty Hortobagy  JQ801531
352232051%%? (dsiﬁo‘g‘er;ﬁ?og) ponty Csehorszag ~ JQ801532-3
Sphaerospora sp. dévérkeszeg Balaton KY851765
gg;‘g erospora abrami Patra et al dévérkeszeg Csehorszag MG214664
gg;‘g erospora bliccae Patra et al karikakeszeg Balaton KY851767
Sphaerospora rutili Patra et al 2018  bodorka Csehorszag  MF347687
Sphaerospora sp. bodorka Balaton KY851776
S(F)Tg erospora gutta Patra et al vorésszarnyu keszeg Csehorszag KY851778
ggrg erospora dentata Patra et al vorosszarnyu keszeg Csehorszag MG214666
Sphaerospora sp. vorosszarnyu keszeg Balaton KY851779
ggrg erospora squali Patra et al domolyko Csehorszag KY851780
Sphaerospora diversa Patra et al nyul_domolyké (Leuciscus Csehorszag KY851772,
2018 leuciscus) KY863519
fgggerospora diminuta Li & Desser naphal (Lepomis gibbosus) Csehorszag KY851771

2.1.2. Morfoldgiai és szovettani vizsgalatok

A myxospoéra és actinospoéra alakok morfometriai jellemzése soran Lom & Dykova (1992)
Utmutatasait kdvettik. A morfoldgiai vizsgalat kiegészllt a parazita sporak szervi és szoveti
lokalizaciéjanak nativ mikroszkopos és szdvettani vizsgalataval. A szdvettani fixalas Bouin-
oldatban vagy 10%-os pufferolt formalin (NBF) oldatban tértént maximum 1 napon at, majd az
etanolos, xilolos és acetonos viztelenitést kdvetéen Paraplast-ba (Monoject Sci. Inc., irorszag)
agyaztuk be a mintdkat, és 4-8 um-es metszeteket készitettlink, melyeket hematoxilin-

eozinnal festettiink a klasszikus szdvettani protokoll szerint.

2.1.3. Molekularis moédszerek

DNS feltaras

A mintakban levé DNS kivonasara szamos modszert kiprébaltunk. A kovetkezékben azokat
ismertetem, amelyeket hatékonysaguk miatt a vizsgalatok soran a leggyakrabban

hasznaltunk.

A minta enzimes emésztésénél a parazita spoérakhoz lizis puffert (100 mM NaCl; 10 mM Tris
pH 7,6; 10 mM EDTA,; 0,2% SDS; 0,4 mg/ml proteinaz K) adtunk, majd 55°C-on egy éjszakan
at inkubaltuk. Egyik moédszerként a tradicionalis fenol-kloroformos DNS feltarasi modot
alkalmaztuk Sambook et al. (1989) laboratoriumi kézikonyvét kovetve. A vizbdl gyijtott

actinospéra mintakat a fehérjebonté enzimes emésztés utan Miniprep Express Matrix oldattal
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(Biol01 Inc., Thermo Fisher Scientific) kezeltlk a gyartd utmutatasa szerint. E méddszer
egyszeribbnek és legalabb olyan hatékonynak bizonyult, mint a fenol-kloroformos kicsapas.
A fenol—kloroformos feltaras végén kapott, beszaritott genomialis DNS-t (JDNS), és a matrix
altal megkotott DNS-t 35—40 pl ultratiszta vizben (ddH20) vagy 10 mM Tris pH 8,0 pufferben
feloldottuk, és tovabbi felhasznalasig —20°C-on taroltuk. A halakbol nyert myxospora mintaknal
(beleértve a vérmintakat is) a gDNS feltarasahoz a DNeasy Mini Kit-et (Qiagen) hasznaltuk a
gyarté utmutatasa szerint. A kinyert gDNS mennyiségét agar6z gélelektroforézis segitségével,
ismert mennyiségl molekulasuly-marker jelenlétében becsultik meg. Eleinte NanoDrop 2000c
spektrofotométer (Thermo Fisher Scientific), majd a késébbiekben Qubit 3.0 fluorometer (Life

Technologies, Thermo Fisher Scientific) segitségével is ellenériztiik a gDNS tisztasagat és

Polimeraz lancreakcié (PCR)

A PCR-rel felerésitett DNS szakaszok mindegyike a 18S rDNS kuilénbdz6 hosszusagu
szakaszai voltak. A felsokszorozashoz (amplifikacio) tébbféle primerpart hasznaltunk, melyek
egy részét szakirodalmi adatokbdl gy(jtéttik, masik részét a munka sordan magunk terveztik,
és optimalizaltuk alkalmazhatésagukat (2.2. Tablazat). Az amplifikacié altalaban 25
végtérfogatban tortént a kdvetkezd dsszetétellel: 10—150 ng gDNS, 1x Taq DNS polimeraz
puffer (Fermentas, Thermo Fisher Scientific), 1,5 mM MgClz, 0,2 mM dNTP mix (Sigma, Merck)
1 uM az egyes primerekbdl, 2,5 unit rekombinans Tag DNS polimeraz (Fermentas, Thermo
Fisher Scientific). Kiléndsen érzékeny, vagy kis mennyiségi parazita DNS-t tartalmazé mintak
esetében Titanium Taq (Clontech, TakaraBio) vagy AmpliTaq (LifeTechnologies, Thermo
Fisher Scientific) DNS polimerazt hasznaltunk a gyarté ajanlasa szerint. Az altalanosan
alkalmazott PCR program lépései a kdvetkezdk voltak: kezdeti denaturacios Iépés 95°C-on 5
perc, majd 35 ciklus 95°C 30 masodperc (mp) (denaturacid), 56°C 30 mp (primer tapadas;
annealing), 72°C 60 mp (szalszintézis; elongation) és befejez6 lépésként 72°C-on 5 perc. A
primer tapadas lépés h&mérsékletét a primerek olvadaspontjanak és specificitasanak
fuggvényében 50-60°C kozott allitottuk be.

Sanger szekvenalas

A DNS szekvenalast ABI BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies,
Thermo Fisher Scientific) segitségével magunk végeztik a templat mennyiségétél figgéen 5-
10 pl végtérfogatban a gyart6 utasitasai szerint. A DNS szekvenciak detektalasat a Szegedi
Biolégiai Kdzpont Szekvenald Laboratoriumatdl rendeltik szolgaltatdsként ABI Prism Genetic
Analyzer 3100, majd a késébbiekben ABI Prism Genetic Analyzer 3500, tdbbcsatornas

kapillaris szekvenalo készuléken.
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In situ hibridizacié

A M. pseudodispar faj oligochaeta gazdaban torténé fejlédésének vizsgalatara in situ
hibridizacios (ISH) médszert alkalmaztunk (Marton & Eszterbauer 2012). Az ISH-hoz a 8%-0s
formalinban fixalt oligochaeta mintakat, a szokasos szovettani protokollt kdvetve, paraffinba
agyaztuk, és 5 ym-es hosszanti metszeteket készitettiink beldlik. Rehidratalas utan a metszet
DNS tartalmanak feltarasahoz proteinaz K emésztést végeztiink, amit mosas majd a szévet
utofixalasa kovetett 0,4%-os paraformaldehidben. A hibridizacié soran biotinnal jeldlt,
specifikus oligonukleotidokkal reagaltattuk a parazita DNS-t. A M. pseudodispar-specifikus
PCR-hez hasznalt MpF1 és PseudoR primerek mellett a szintén fajspecifikus MpR és PseudoF
primereket is felhasznaltuk az ISH vizsgalatokhoz (2.2. Tablazat). A hibridizacié egy éjszakan
at zajlott 42°C-on. A specifikus mosast (stringency wash) kdévetéen 1:5000 higitasu
streptavidin-alkali-foszfataz konjugatumot (Roche) kotottink a metszeten 1évd parazita DNS-
hez kapcsolddott biotin-jeldlt probahoz. Ujabb mosast kévetéen BCIP/NBT szubsztratot
(Vectorlabs) kapcsoltunk a konjugatumhoz, melynek soran a parazita DNS-t tartalmazé
szovetrészek sotétkékre szinezbédtek. Hattérfestésként Bismark Brown Y-t (Sigma; Merck)
hasznaltunk, ami sargas-barnara szinezte a gazdaszOvetet. Dehidratalas utan tartos
preparatumot készitettink a klasszikus szdvettani protokoll szerint. A fejlédés kilonbozé
idépontjaban fixalt metszeteken a parazita elhelyezkedését fénymikroszkoppal (Zeiss Axiostar
Plus) vizsgaltuk, és Axiovision v4.7 (Zeiss) programot hasznalva kilénb6zd mikroszkdp

kamerakkal készitettlink felvételeket.

A Sphaerospora molnari faj pontyban valé fejl6édését is in situ hibridizacio segitségével
vizsgalatuk (Eszterbauer et al. 2013). Ebben az esetben a DIG-alkali-foszfataz detektalasi
rendszert hasznaltuk. A DIG-jeldlt, fajspecifikus SmSSU487F és SmSSU1307R
oligonukleotidokat hibridizaltuk az el6készitett szovetre (2.2. Tablazat). A préba-konjugatum
komplexhez Vector Blue (Vectorlabs) szubsztratot kdtve kék szinre festédve tettik lathatova

a parazita alakokat. A piros szinl hattérfestéshez 0,1% Fast Red festéket hasznaltunk.

2.2. Tablazat Konvencionalis polimeraz lancreakciéhoz (PCR), Sanger DNS szekvenalashoz, és/vagy
in situ hibridizacidhoz hasznalt oligonukleotidok listaja.

Primer neve Szekvencia 5 -3° Referencia

El6re iranyuld (forward) primerek:

ERI-B1 ACCTGGTTGATCCTGCCAG (Barta et al. 1997)

18e CTGGTTGATTCTGCCAGT (Hillis & Dixon 1991)
MX5 CTGCGGACGGCTCAGTAAATCAGT (Andree et al. 1998)
MYX1f GTGAGACTGCGGACGGCTCAG (Hallett & Diamant 2001)
ACT1f GGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAA (Hallett & Diamant 2001)
Myxgen4f GTGCCTTGAATAAATCAGAG (Kent et al. 2000)
ACT3f CATGGAACGAACAAT (Hallett & Diamant 2001)
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KUD3f
KuDA4f
ALL1f
ACT2f
SphF
MpF1
Myx4rF
Tub16SF
MB5
MB3F
18eK
18eA

MC5
Tr3-17F
Tr5-17
Smol1200F
Smol700F
Smol3130F
Smol1400F
PseudoF
Mc_F 425
SdykF
SmSSU487F
MpFnested
Mc224F

CAGATACCGTCCTAGTTC
AGCGAGACCACGATCTTT
GCGGCTTAATTTGACTCAACACGGG
CCTGGTCCGAACATCCGAAGGATAC
ACTCGTTGGTAAGGTAGTGGCT
TGTGCTTCTGGTGCGTCTGC
GTTCGTGGAGTGATCTGTCAG
AACGGCCGCGGTATCCTG
GGTGATGATTAACAGGAGCGGT
GATGATTAACAGGAGCGGTTGG
TGGTTGATCCTGCCAGT
CTGGTTGATYCTGCCAGT
CCTGAGAAACGGCTACCACATCCA
CAAATTCAGTGTTGGAGTAGTGTGCC

GCCCTATTAACTAGTTGGTAGTATAGAAGC

GCCAAGCGAGCGTCCAATCA
GGAGATGGTGACGAGACATA
TGTACTGTTGCCGGTGGATT
CTCCTTCACTGTGAGCAACG
CTTCAGTCGATGTTAGCCGT
GGAGGTGGTGACGAGAAGTACTAAG
TGATGTGCGTGTCAGTTGTGC
GCCTCTCCACCTGTGTATG
TCACCCGCCAAAGTACGATTGT
CTGATGTAGCGAGTAAGGTG

Anyagok és modszerek

(Whipps et al. 2003)
(Whipps et al. 2003)

(Hallett et al. 2002)

(Hallett & Diamant 2001)
(Eszterbauer & Szekely 2004)

jelen tanulmany

jelen tanulmany

(Beauchamp et al. 2002)

jelen tanulmany
jelen tanulmany
jelen tanulmany
jelen tanulmany
jelen tanulmany

jelen tanulmany

(Andree et al. 1998)

jelen tanulmany
jelen tanulmany
jelen tanulmany
jelen tanulmany
jelen tanulmany
jelen tanulmany
jelen tanulmany
jelen tanulmany
jelen tanulmany

jelen tanulmany

Visszafelé iranyulé (reverse) primerek:

Primer neve Szekvencia 5 -3’ Referencia
ACT1fr TTGGGTAATTTGCGCGCCTGCTGCC (Hallett & Diamant 2001)
KUDA4r GTGCTTTATTCAAGGCAC (Whipps et al. 2003)
Myxgen2r CARATGCYTTCGCWYTTGTTA (Kent et al. 2000)
ACT1r AATTTCACCTCTCGCTGCCA (Hallett & Diamant 2001)
ALL1r AACTAAGAACGGCCATGCACCAC (Hallett et al. 2003)
ACT2fr GTATCCTTCGGATGTTCGGACCAGG (Hallett & Diamant 2001)
MYXar CTGACAGATCACTCCACGAAC (Hallett & Diamant 2001)
MX3 CCAGGACATCTTAGGGCATCACAGA (Andree et al. 1998)
18g CGGTACTAGCGACGGGCGGTGTG (Hillis & Dixon 1991)
18r CTACGGAAACCTTGTTACG (Whipps et al. 2003)
ERI-B10 CTTCCGCAGGTTCACCTACGG (Barta et al. 1997)
SphR GTTACCATTGTAGCGCGCGT (Eszterbauer & Szekely 2004)
PseudoR AAGCACCGAAGCACAGTCAA jelen tanulmany
Tub16SR TAARCCAACATYGAGGTGCCA (Beauchamp et al. 2002)
ActlFr TTGGGTAATTTGCGCGCCTGCTGCC jelen tanulmany

MC3 GATTAGCCTGACAGATCACTCCACGA jelen tanulmany

MB5R ACCGCTCCTGTTAATCATCACC jelen tanulmany
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PKX1032 CGCTCCTCCAACTTTCGTTC (Saulnier & De Kinkelin 1997)
18gK GGTAGTAGCGACGGGCGGTGTG (Kent et al. 2000)
18g'A CGGTACTAGCGACGGGCGGTGTG (Andree et al. 1998)
MB3 CCAACCGCTCCTGTTAATCATC jelen tanulmany
Mc937R TTGGTGCTGTATGCTGTAACTG jelen tanulmany
Tr3-17 GGCACACTACTCCAACACTGAATTTG (Andree et al. 1998)
Mc811R GCTTTGAGCACTCTGATTTATTCA jelen tanulmany
MyxospecR GGTTTCNCDGRGGGMCCAAC jelen tanulmany
Smol1900R GTACCGAAGAACGCACACGA jelen tanulmany
Smol1200R TTGGACGCTCGCTTGGCT jelen tanulmany
Smol800R TGGTATTACCGCGGCTGCTG jelen tanulmany
Mc-652R CCTACCAACTTACACTGCGT jelen tanulmany
Mc_R_750 GTAAGACACGGCAATCGACGCACTA jelen tanulmany
SdykR ACGCAAAGATGCACACACACTGGAC jelen tanulmany
SmSSU1307R ACCGTGAGCCACGCGTAATG jelen tanulmany
MpR AACAGCCAACTGAGATCAC jelen tanulmany
MpRnested CGAAACCTGCTTTTGCCTCTTA jelen tanulmany
Mc1072R TGCCTTCGCATTCGTTAGTC jelen tanulmany

Az oligonukleotidokat és a jelolt probakat az Integrated DNA Technologies, Inc. (IDT) szintetizalta
szolgaltatasként.

2.1.4. Filogenetika

A filogenetikai modszerek elméleti és technikai fejlédését kovetve valtoztak az elemzésekhez
hasznalt szoftverek és paraméterek. A 2010-es évekig a DNS szekvenciakat a Multalin
program segitségével illesztettlk, majd a BioEdit Sequence Alignment Editor program
hasznalataval manualisan javitottuk. A filogenetikai szamitasokat altalaban a legnagyobb
valészinliség (maximum likelihood) becslési mddszerrel, valamint Bayesian statisztikaval
(Bayesian inference of phylogeny) is elvégeztik. Az el6bbihez a Phylip programcsomagot, mig
a Bayesian statisztikdhoz a MrBayes programot alkalmaztuk (Huelsenbeck & Ronquist 2001).
A maximum likelihood és a Bayesian inference modszer a tovabbiakban is jél alkalmazhato
volt filogenetikai vizsgalatainkhoz, azonban a késdbbiekben a Geneious programcsomagot
hasznalva, a MAFFT kiegészitd modul (plug-in) segitségével illesztett szekvenciakat mar

RAXML és MrBayes modulokkal elemeztuk.

2.2. Gazda—parazita kolcsonhatas megnyilvanulasai

2.2.1. In vivo parazita rendszerek

Az in vivo laboratériumi nyalkasporas tenyészet fenntartasahoz folyamatosan ellenérzott faji
Osszetétell, parazitamentes kevéssertéji féreg allomanyokat (Tubifex és Limnodrilus fajokat)

neveltink és tartottunk zart, laboratériumi rendszerben. A heti vizcsere mellett autoklavozott
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iszappal pétoltuk az elhasznalodott aljzatot és fagyasztott fejes salata, Spirulina por és
fagyasztott sorak (Artemia) vagy vords szunyoglarva osszeturmixolt keverékével etettik a
féregallomanyokat (Eszterbauer et al. 2015a). Az oligochaeta allomanyok vizét rendszeres
id6kdzonként szlrtik 20 um-es haldszdvettel a nyalkasporas parazitatdl vald mentesség
ellendrzése céljabdl. A szirbben maradt vizbdl néhany cseppet fazis kontraszt mikroszképpal
(Zeiss Axiostar Plus) vizsgaltunk, vizben lebeg6 actinosporak esetleges el6fordulasanak
kimutatasa végett. Ezek a rendszeresen ellenérzétt oligochaeta térzsallomanyok szolgaltak

negativ kontrollként a késébbi fertézési kisérleteinkhez.

Az invivo parazita tenyészet laboratériumi fenntartdsahoz és a kisérletekhez szikséges
specifikus parazitamentes (SPF) halakat a laboratoriumi akvariumrendszerben neveltiik
parazitamentes korulmények kozott. A szempontos ikrak és a frissen kelt ivadék allomany (un.
zsengék) hazai halgazdasagokbdl szarmaztak. A sebes és szivarvanyos pisztrangok a
LillafGredi Pisztrangteleprél, a pontyfélék (bodorka, ezistkarasz, ponty, dévérkeszeg,
vorosszarnyu keszeg) féként a Dinnyési és a Hortobagyi Halgazdasagbol szarmaztak. A kikelt
ivadékot, mennyiséguktdl fuggben 30-100 literes levegbztetett akvariumokban tartottuk.
Kezdetben az altalunk a laborban frissen keltetett sérakkal, majd a halfaj igényeinek megfelel
Osszetétell nevel6tappal (AllerAqua, Skretting) és fagyasztott sorak (VanGerven) eleséggel

etettlik naponta egyszer ad libitum.

A kisérletes munkahoz két nyalkasporas faj, a M. cerebralis és a M. pseudodispar életciklusat
in vivo laboratériumi rendszerben folyamatosan fenntartottuk. 5 literes, aljzatként kb. 5 cm
vastag rétegben autoklavozott iszapot és homokot tartalmazd, vizzel telt mianyag dobozokba
koérllbelll 10 g parazitamentes kevéssertéjl férget helyeztiink az elsésorban T. tubifex-et, de
valtozd aranyban Limnodrilus spp. fajokat is tartalmazé tenyészetekbdl, majd halakbdl
kigyUjtott, 10°-10° db myxosporaval megfertoztiik a féreg allomanyt. Az actinospérak vizben
valé megjelenését a fertézést kdvetd masodik honap végétdl vizsgalatuk az edény vizének
szlirésével. A lebegd actinosporak életképességének és fert6zéképességének ellenbérzése
utan, 2 napnal nem idésebb, frissen szlirt actinosporakkal egyedileg fertéztink SPF halakat a
parazita életciklus fenntartdsa céljabdl. A fert6zés a halak méretétdl figgden, de atlagosan
3000 TAM/ hal dozisban tértént 3 éran keresztll (szintén a halak méretétdl fuggéen) 200—
1000 ml vizben. Az egyedi fert6zés inkubacios idejének lejarta utan, a halakat elkulonitett
akvariumban, életkoruknak és fajuknak megfelelé vizh6mérsékleten és kortlmények kozott
tartottuk a parazita fejl6désének teljes lezajlasaig, parazita fajtodl fiuggéen 3-5 hénapig. A
kifejlédott parazita myxospoérakat a fert6zott halak 200 mg/l MS222 altatészerrel torténd
boditdsa, majd a gerinc atvagasa utan, boncolas utjan gy(jtéttuk ki. A myxospérak

mennyiségét Blrker vagy Sedgewick Rafter kamra segitségével becsultik. A halak
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tenyésztése, tartasa, kisérletes fert6zése és a kisérletek lezarasa minden esetben a hatalyos

allatvédelmi rendelkezések betartasaval, a szakhatésag allatkisérleti engedélyével tortént.

2.2.2. Kisérleti rendszerek

A gazda—parazita kolcsdnhatas fejlédéstani hatterét két fajon, az erésen patogén
M. cerebralis, és az alacsony patogenitasu, klinikai tiineteket és elhullast altalaban nem okozé

M. pseudodispar fajon vizsgaltuk.

-w_

2.1. abra: Két modell faj, a M. cerebralis és a M. pseudodispar életciklusanak fenntartasa zart
laboratériumi rendszerben. A: M. cerebralis-sal fertézott sebes pisztrangok (Salmo trutta m fario) és
szivarvanyos pisztrdngok (Onchorhynchus mykiss); B: SPF bodorkak (Rutilus rutilus); C: Tubifex spp.
egyedi fertézése M. pseudodispar sporakkal; D: M. cerebralis-sal fert6zott kevéssertéjli féregallomany.
Melléklet: M. pseudodispar myxospoéra és M. cerebralis TAM.

A parazitdk minden esetben zart laboratériumi rendszerben fenntartott allomanybdl
szarmaztak (2.1. abra). A halak fertézése minden kisérletben egyedileg tértént, és a negativ
kontroll csoport egyedeit a fert6zétt csoportokhoz hasonld médon kezeltik, annyi

kllénbséggel, hogy a parazitaval nem keriltek kontaktusba.
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M. pseudodispar gazdafajlagossaga kevéssertéji féreg gazdaban (Marton & Eszterbauer
2012)

Négy kilonb6zd laboratériumi tenyészetbdl (T-1 és T-II, AU, és WS) szarmazo kevéssertéjl
férgeket egyedileg fertéztiink 103-10* db myxospéra/féreg doézisban 1,5 ml autoklavozott
iszapot tartalmazé 2 ml-s miianyag mikrocsdvekben, amik 5 literes vizzel teli és levegbztetett
mianyag edénybe voltak helyezve a 2.1. C abran lathaté moédon. A kisérlet kezdetétdl
szamitott 1., 4., 8. és 24. 6ra végén, majd az 1., 4. hét végén 5-5 féreg egyedet fixaltunk
molekularis és ISH vizsgalatokhoz. A harmadik honap végén az dsszes maradék egyedet

fixaltunk a parazita spora Urités vizsgalatara és molekularis vizsgalatokhoz.

M. pseudodispar gerinces gazdaspektrumanak vizsgalata (Forré & Eszterbauer 2013)

Két kisérleti elrendezésben fertéztink pontyféléket. Az els6ben 1 éves bodorka, 2 éves
dévérkeszeg, és 3 éves vorosszarnyu keszeget fertéztink 3000 TAM/hal dézisban 3 éran
keresztil (16 hal/csoport), mig a masodik kisérletben 1 éves bodorka és szintén 1 éves
vorosszarnyu keszeg egyedek fert6zottségét hasonlitottuk 6ssze az elsé kisérlettel azonos
korulmények kozott (20 hal/csoport). A 3 éras inkubacio letelte utan a halakat csoportonként
kuldén akvariumba helyeztik a kisérlet végéig. A boncolas és a parazita sporak szamolasa a

fert6zést koveté harmadik honap végén tortént.

M. cerebralis gazdafelismerése és gazdaba valé bejutasa (Kallert et al. 2009)

A fert6zési kisérlet soran 11 hénapos szivarvanyos pisztrang (TroutLodge, TL és Hofer, H
torzsek) és ponty egyedeket fertéztink 8000 TAM/hal dézisban 3 percen keresztil (9 db
hal/csoport; 9 ismétléssel). El6zetesen a M. cerebralis TAM-okat 5 mg/ml fluoreszcein-
diacetat (FDA) festékkel jeldltik Yokoyama & Urawa (1997) leirasat kdvetve, hogy a parazita
halba val6 bejutasa fluorescens mikroszkép segitségével detektalhatd legyen. Az inkubacié
lejarta utan, a halak bdéditasat és kiirtdsat kovetéen azonos méretl kopoltyu, melluszo,
farokuszé darabban, és azonos mennyiségl bdrkaparékban mikroszkoppal vizsgaltuk a
parazita jelenlétét. A parazita DNS mennyiségét valds idejl, kvantitativ PCR (gqPCR)

segitségével becsliltik meg.

M. cerebralis gazdaba val6 bejutasanak lokalizaciéja (Eszterbauer et al. 2019)

A kisérletben 7—-8 hetes szivarvanyos és sebes pisztrang, valamint 12 hénapos ezlstkarasz
egyedeket fert6ztink 10000 TAM/hal ddézisban 2 6ran keresztul (21 db hal/csoport). Az
inkubacids idd (2 ora) letelte és a halak tulaltatasa utan, egységnyi mennyiségi kopoltyu-,

farokuszé-, és a test oldalardl szarmazo bérmintat gy(ijtottink a molekularis vizsgalatokhoz.
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M. cerebralis gazdafelismerésének molekularis hattere (Eszterbauer et al. 2009)

A M. cerebralis TAM gazdafelismerésének hal jelenléte nélkili vizsgalatara in vitro aktivacios
modszert dolgoztunk ki. A kisérleti spéraszuszpenzidé koncentracidja 10000-75000 TAM/mI
volt. Ebbdl 400-400 pl-t pipettaztunk 24-lyuki szovettenyészté lemezek mélyedéseibe.
Szivarvanyos pisztrang bérnyalka kaparékbdl nyalka-kivonatot készitettink Kallert et al.
(2005) leirasat kdvetve. A TAM szuszpenzié aktivalasa 0,7 mg/ml végkoncentraciéju nyalka
kivonat hozzaadasaval (kémiai inger) és 3x2 masodperc intenziv vortexeléssel (mechanikai
inger) tortént. A TAM-ok aktivitasat 15 perccel az aktivalast kovetéen 3x20 ul térfogatu
szuszpenzidban lévé aktiv (kiszabadult sporoplazma) és aktivalatlan TAM-ok (ép, intakt spora)
mikroszképos szamolasaval vizsgaltuk 10 ismétlésben. Majd statisztikailag értékeltik a
modszer hatékonysagat. A késdbbi molekularis vizsgalatokhoz ezzel az aktivacios eljarassal,
30 perccel az aktivalast kdvetéen gy(jtéttik az aktivalt és ugyanennyi idd elteltével az ingerek
hatasa nélkul tartott (kontroll) TAM mintakat (800.000 TAM/minta mennyiségben), és
RNAlaterben (Sigma-Aldrich; Merck) fixalva, —20°C-on taroltuk felhasznalasig.

A génexpresszios vizsgalatokhoz az aktivalt és a kontroll TAM mintakon kivul a parazita halban
fejlédé alakjainak korai stadiumait is vizsgaltuk. Ehhez egyedileg fertéztink 12 hetes
TroutLodge (TL) szivarvanyos pisztrangot 30 percig, 3500 TAM/hal dézisban, és 6-6 egyed

bérnyuzatat fixaltuk RNAlaterben 1, 8 és 24 6raval a fertézést kdvetden.

Halak beltenyésztettségének hatasa a M. cerebralis ferté6zottségre (Eszterbauer et al.
2015)

A fert6zési kisérletben 10 hetes, kilonbdzé beltenyésztettségi szintli sebes pisztrang ivadék
négyféle csoportjat fertéztink. Egy genetikailag heterogén (NIB), egy beltenyésztett (I1B), egy
kézeli rokon him-néstény parok utédaibdl allé (REL), és egy, Eurépaban igen gyakori, atlanti-
dunai hibrid vérvonal (LBT) egyedeit magaba foglaldé csoportot alakitottunk ki. Pozitiv
kontrollként szivarvanyos pisztrang csoport szolgalt a kisérletben. Az egyedi fertézés
3000 TAM/hal dézisban 3 déran keresztll tértént (53 db hal/csoport). A fertézést kdvetben a
halak csoportonként kiilén akvariumba kertltek a kisérlet végéig. A boncolas és a parazita

spérak szamolasa a fertézést kdvetd negyedik hénap végén tortént.

Kevéssertéjli férgeket fertéztink bodorkabdl, vordsszarnyl keszegbdl, dévérkeszegbdl és
karikakeszegbdl szarmazd M. pseudodispar myxospoérakkal kildn-kilon. A féregtenyészetek

parazita TAM uritését a fert6zést kdveté masodik hénaptdl heti rendszerességgel vizsgaltuk.

Vér szerepe a M. cerebralis és a M. pseudodispar fert6zoéttségben (Sipos et al. 2018)

Harom kisérletet végeztink, egyet M. cerebralis fajjal, kett6t M. pseudodispar fajjal. Nyolc

hetes szivarvanyos pisztrangot és sebes pisztrangot fertéztink M. cerebralis-sal. Az elsd

36



dc_ 1729 20
- - Anyagok és modszerek

M. pseudodispar kisérletben 1 éves bodorkat, vordsszarnyu keszeget és eziistkaraszt, a
masodik kisérletben 2 éves bodorkat és 2 éves vordsszarnyu keszeget, és 3 éves
dévérkeszeget fertéztink. Mindharom kisérletben 5000 TAM/hal dézisban 3 éran keresztil
egyedileg fertéztik a halakat (34 db hal/csoport). A fertézés inkubacios idejének lejarta utan
halfajonként kulon akvariumba helyeztik a halakat, majd a kisérlet kezdetét kdvetéen 1
nappal, 1 héttel és 1 hénappal 10-10 halbdl boditast kovetben vért vettiink a farki vénan
keresztil. A vérmintakban 1évd parazita fejl6édési alakok mennyiségét, fajspecifikus, valos ideji

gPCR segitségével becsultuk.

Nyalkasporas fert6zés megel6zésének lehetéségei (Kallert et al 2014)

A nyalkaspoérasok halgazdaba valé bejutasat akadalyozé modszereket vizsgaltunk in vitro és

in vivo tesztekben.

In vitro tesztek: Kurauchi et al. (2004) szabadalma alapjan elkészitett inozin és arginin sok
keverékét (IA) teszteltik M. cerebralis és M. pseudodispar fajokon. Az érett, fert6z6képes
TAM-ok gazdafelismeréskor jelentkezé reakciéjat (konkrétan polaris filamentumaik

kilok6dését és a sporoplazma aktiv kijutasat) vizsgaltuk két kildén kisérletben 6—6 ismétléssel.

In vivo kiprébalas: Az in vitro kisérletekben hatékony koncentracioju IA sooldattal 20 percig
inkubalt M. pseudodispar TAM-mal fertéztink bodorkat 1000 TAM/hal ddzisban 3 6ran
keresztul. A kisérlet pozitiv kontrollla nem séoldatban, hanem vizben inkubalt TAM-mal
fert6zott halcsoport volt. A halakat a fertézést kdveté harmadik hdnap végén boncoltuk, és a

kifejlédott parazita myxosporakat Burker kamraban szamoltuk.

2.2.3. Kisérletek értékelése

A kapott kisérleti eredmények értékelése a legtdbb esetben az R program segitségével tértént.
A megfelel6 modell kivalasztasa az adatsor jellegének, nagysaganak megfeleléen tortént. A
fertbzés prevalencidjat gyakran Chi-négyzet prébaval hasonlitottuk 6ssze a kulonb6zd
csoportok kdzott. A fertézés intenzitasat ANOVA-t kdvetéen Tukey post hoc teszttel, vagy
Mann-Whitney U-teszttel vizsgaltuk. Amennyiben nem teljeslltek az ANOVA el6feltételei,
altalaban Kluskal-Wallis teszttel és azt kdveté Dunn probaval (Bonferroni korrekcio) elemeztuk

az adatsort.

2.2.4. Molekularis moédszerek

A DNS feltaras és a tradiciondlis PCR Iépései megegyeztek a 2.1.3. alfejezetben leirtakkal.

Hal vérvonal és mikroszatellit vizsgalat (Eszterbauer et al. 2015)

A sebes pisztrang tenyészallomany vérvonalanak meghatarozasahoz a mitokondrialis DNS

kontroll régi6 (mtDNS CR) 1088 bp hosszu szakaszat és a laktat-dehidrogenaz enzim

37



dc_ 1729 20
- - Anyagok és modszerek

s sz

szerint. A vérvonalak elkiuldnitése PCR-t kdvetd restrikcios fragmentum hossz polimorfizmus
(PCR-RFLP) modszerrel, Satl és Bsel (Fermentas, Thermo Fisher Scientific) restrikcios

enzimek alkalmazasaval tortént (Mari¢ et al. 2010).

A sebes pisztrang tenyészallomanyok genetikai variabilitdsanak meghatarozasahoz nyolc
mikroszatellit [6kuszt vizsgaltunk szakirodalmi modszertani leirasokat kdvetve: Str-15, Str-60
(Estoup et al. 1993), Str-543 (Presa & Guyomard 1996), SsoSL-417, SsoSL-438 (Slettan et al.
1995), Ssa-85, Ssa-197 (O’'Reilly et al. 1996), OKI-10 (Smith et al. 1998). A paros rokonsag
(pairwise relatedness, rmsar) €s az egyedi beltenyésztettségi egyutthato (individual inbreeding
coefficient, fmsar) becslése COANCESRTY szoftver TrioML moduljaval tortént (Wang 2011).

Szupresszios szubtraktiv hibridizacio (SSH) (Eszterbauer et al. 2009)

A gazdafelismerés soran aktivalodé gének kimutatdsahoz mintanként 1-1 ug total RNS-t
izolaltunk M. cerebralis TAM-bol, és a munka soran kidolgozott, a halgazda kémiai és
mechanikai stimulusait imitalo, in vitro modszer segitségével aktivalt TAM-bél. A cDNS atiras
BD SMART PCR cDNA Synthesis kit (Clontech, Takara) alkalmazasaval tértént a gyarté
Utmutatasa szerint. A nem aktivalt (intakt), és az aktivalt (gazdat felismert) TAM-ok
transzkriptom-készletének dsszehasonlitasat szupresszidés szubtraktiv hibridizaciéval (SSH)
végeztik PCR-Select cDNA Subtraction kit (Clontech, Takara) hasznalataval a gyarto
ajanlasat kdvetve. A DNS klénozas, és a DNS:DNS dot-blottal térténd szelekcié utan, az
aktivalt TAM-ban magas abundanciaval jelen 1év6 géneket DNS szekvenalassal azonositottuk,
a teljes mRNS-t 5'/3' RACE kit (Roche) segitségével hataroztuk meg.

Kevéssertéjii féreg-specifikus PCR (Marton & Eszterbauer 2012)

A M. pseudodispar gazdafajlagossagat a kevéssertéjii féreg gazdaikban is vizsgalatuk. Ennek
soran a kevéssertéjl férgeket morfoldgiai bélyegek mellett molekularis biolégiai médszerekkel
is vizsgalatuk. A mitokondridlis 16S rDNS (mt 16S rDNS) egy 370 bp hosszu szakaszat
sokszoroztunk fel a szakirodalombdl ismert Tub16SF-Tub16SR primer parral, Beauchamp et

al. (2001) modszere szerint.

Valés idejii qPCR (Kallert et al. 2009; Eszterbauer et al. 2009, Sipos et al. 2018)

Valos ideji PCR-t alkalmaztunk gazdaszdvetben 1évd parazita DNS mennyiségének
meghatarozasahoz, valamint kilénféle parazita gének relativ expresszidjanak vagy

abundanciajanak becsléséhez.

Parazita gének relativ expresszidjat mértik BioRad MylQ Single Color Real-Time PCR
készlléken iQ SYBR Green Supermix reagens (BioRad) felhasznalasaval, a vizsgalt génekre

specifikus, a kutatas részeként tervezett primerekkel és optimalizalt gPCR rendszerrel. Hét
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parazita gént vizsgaltunk, fejlédési stadiumonként 9 parhuzamos mintan. Referencia génként
az ismert szekvenciaju 18S rDNS és béta-aktin gének kozll, elézetes vizsgalatok alapjan a

kiegyenlitett expresszioju béta-aktint valasztottuk.

A parazita DNS mennyiségét becslltik M. cerebralis gazdaba val6 bejutasanak vizsgalata
soran. A M. cerebralis 18S rDNS-re specifikus qPCR rendszerrel (Cavender et al. 2004),
ismert mennyiségli TAM felhasznalasaval kalibraciés egyenest hataroztunk meg, melynek
segitségével a vizsgalt gazdaszdvetben a parazitak szama jé kozelitéssel becstilhetd volt. A
gPCR BioRad MylQ Single Color Real-Time PCR készlléken, iQ SYBR Green Supermix
reagens (BioRad) felhasznalasaval a gyart6éi utmutaté szerint zajlott, halfajonként 9

parhuzamos mintan.

Nyalkasporasok vérben valé el6fordulasat a M. cerebralis esetén a korabban leirt Myx18S-
IGF rendszerrel (Kelley et al. 2004), a M. pseudodispar esetén pedig sajat tervezés,
optimalizalt és fajspecifikus Tagman qPCR rendszerrel vizsgaltuk (Myx18S-Gluc). A parazita-
specifikus Tagman prébak FAM, a referencia génként szolgald pisztrang inzulin névekedési
faktor I-hez (IGF-I) k6t6dé préba HEX, mig a ponty glikokinazhoz (Gluc) kapcsolédd proba
Texas Red fluoreszcens festékkel volt jeldlve. A gPCR Rotor-Gene 6000 real-time késziléken
(Corbett), AmpliTag Gold DNS polimeraz kit (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific)
felhasznalasaval tértént a gyarté utmutatasat kdvetve. A parazita DNS mennyiségét a hal DNS
mennyiségéhez normalizaltuk, és kalibralt, normalizalt relativ mennyiségeket (calibrated
normalized relative quantities, CNRQ) hataroztunk meg a qBasePlus szoftver segitségével.
Halfajonként és mintavételi id6pontonként atlagosan 10 parhuzamos mintat vizsgaltunk (a

mintaszam néhany, egyedi esetben eltért az atlagostol; és 6-12 kdzott valtakozott).
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3. EREDMENYEK

3.1. Gazdafajlagossag filogenetikai vonatkozasai

3.1.1. Myxobolus fajok és koézeli rokonaik

Actinospora tipusok felméré vizsgalata (Eszterbauer et al. 2006)

A felmérd vizsgalat soran 14 kiilénb6zd actinospéra morfotipust azonositottunk, melyek a
18S rDNS szekvencia alapjan 10 genotipusba voltak sorolhaték. A morfolégiailag eltérd, de
azonos genotipusokat a tipust jel6l nagybetit kdvetd szammal kilonboztettik meg (pl. B1-
B2) (3.1. és 3.2. abra). Az aurantiactinomyxon 'B1’ és ’B2’ tipusok mintai a szembet(in6
morfologiai klldnbségek (nyulvany hossza és szélessége, spératest alakja és atmérdje)

ellenére, DNS szekvencia szinten 99,9-100%-0s azonossagot mutattak (3.1. abra 3-4).

3.1. dbra: A felméré vizsgalat soran Branchiura sowerbyi féregbél kimutatott actinospéra tipusok.
1 a,b: Halgazdasagbdl és a Tisza folydbdl szarmazd guyenotia tipus; 2 a,b: aurantiactinomyxon ’A’
tégazdasagbol. Melléklet: kiszabadult sporoplazma a masodlagos (csira)sejtekkel; 3 a,b:
aurantiactinomyxon ’B1’ halgazdasagbdl; 4 a,b: aurantiactinomyxon ’B2’ Tiszabdl. Melléklet: a
spéra oldalnézetben; 5 a,b: neoactinomyxum A1’ halgazdasagbdl. Melléklet: spdra oldalnézetben;
6 a,b: neoactinomyxum ’A2’ halgazdasagbdl. Melléklet: spéra jol 1athaté masodlagos sejtekkel; 7 a,b:
neoactinomyxum 'B1’ halgazdasagbdl; 8 a,b: neoactinomyxum B2’ halgazdasagbdl. Lépték: 20 ym.
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3.2. abra: A felméré vizsgalat soran Tubifex fajokbdl kimutatott triactinomyxon tipusok és B. sowerbyi-
bél szarmazod raabeia tipus. 9 a,b: triactinomyxon A’ Tiszaban gy(jtott Tubifex newaensis-bél.
Melléklet: spératest 8 masodlagos (csira)sejttel; 10 a,b: triactinomyxon ’B’ halgazdasagi T. tubifex-
bél. Melléklet: sporatest polaris kapszulaval és 8 masodlagos sejttel; 11 a,b: triactinomyxon 'C1’
halgazdasagi T. tubifex-bél. Melléklet: spératest 8 masodlagos sejttel; 12 a,b: triactinomyxon 'C2’
halgazdasagi T. tubifex-bél; 13 a,b: triactinomyxon D’ halgazdasagi T. tubifex-bdl. Melléklet: sporatest
polaris kapszulaval és 32 masodlagos sejttel; 14 a,b: raabeia halgazdasagbdl. Melléklet: spératest
korte alaku polaris kapszulakkal. Lépték: 100 ym.

A halgazdasagi mintavétel eredményeként a nyalkaspéras fert6zottség mértéke Branchiura
sowerbyi fajpan atlagosan 35% (38/109; fert6zott/Osszes vizsgalt egyed), Tubifex és
Limnodrilus fajoknal pedig 0,26% (6/2302) volt. A természetes vizi él6helyen a vizsgalt B.
sowerbyi egyedek 0,9%-a, a tubificidak 1,7%-a (2/117) bizonyult fertézéttnek. Az azonositott
tipusok részletes morfometriai és DNS szintl jellemzése mellett (Eszterbauer et al. 2006), az
egyes tipusok eléfordulasanak szezonalitasardl is kaptunk adatokat. A majustol szeptemberig
tartd vizsgalat soran a legtdbb actinospéra tipus a nyari hdnapokban fordult el nagyobb

gyakorisaggal, bar a fert6zottség prevalenciaja altalaban 10% alatt maradt. A halgazdasagban

41



dc_1729 20

Eredmények

a guyenotia és a neoactinomyxum °'A2’ tipusok fordultak el6 leggyakrabban, a nyari

hénapokban 7,3—-18,2%-0s és 7,4-27,3%-0s prevalenciaval. A legritkabbak a triactinomyxon

és raabeia tipusok voltak, atlagosan 1% alatti prevalenciaval (0,03-5%).

Ceratomyxa shasta (AF001579)
| Guyenotia (AY779063)

| Sphaerospora sp. ex Carassius auratus (AY735411)
| Raabeia ‘type 3’ (AJ582009)

| Myxidium truttae (AJ582061)

Myxobolus cerebralis from Munich (AF115255)

Henneguya exilis (AF021881)

Myxidium lieberkuehni (X76639)

Hungactinomyxon (AY779062)
100/100

Myxobolus lentisuturalis (AY119688)
62/58 | [ Raabeia (DQ231142)
100/100 = Myxobolus cultus (AB121146)
Triactinomyxon ’B’ (DQ231143)
Triactinomyxon ’C1’ (DQ231144)

100/100 |

Triactinomyxon SLH-2002 (AY162270)

9IBK)/Iyxobolus pseudodispar ex Blicca bjoerkna (AF380143)
Myxobolus pseudodispar ex Abramis brama (AF380144)
Triactinomyxon A’ (DQ231145)

Myxobolus pseudodispar ex Scardinius erythr. (AF380142)

93/-

66/-

64/- Myxobolus pseudodispar ex Rutilus rutilus (AF380145)

Mactinomyxon KAB-2001 (AF378354)
Antonactinomyxon (AF378355)

100/00

100/100

56/52 |

52/-

64/-
93/98
70/84
97/98
0.1

Sphaerospora renicola (AY735410)
Myxobolus algonquinensis (AF378335)
Myxobolus pavlovskii (AF507973)

Myxobolus bramae (AF507968)

O —— Triactinomyxon ‘type 3’ (AY495706)

Q9/20

[100/100 E Triactinomyxon ’D’-1 (DQ231146)
Triactinomyxon ’D’-2 (DQ231147)
Thelohanellus nikolskii (DQ231156)
Aurantiactinomyxon B2’ (DQ231148)
100/100 Neoactinomyxum A2’ (DQ231149)
100/99 ||100/9% Neoactinomyxum ’B1’ (DQ231150)
Neoactinomyxum 'B2’-2 (DQ231152)
Neoactinomyxum ’'B2’-1 (DQ231151)

70/61 Loo/giAurantiactinomyxon 'A’-1 (DQ231153)

-153

Thelohanellus hovorkai (DQ231155)
100/100 Aurantiactinomyxon ’A’-2 (DQ231154)

3.3. abra: A kimutatott actinospora tipusok (vastagon szedett) és a rokon fajok 894 bp hosszu
18S rDNS szekvencidja alapjan tavolsagi matrix (DM) és maximum likelihood (ML) mddszerrel végzett
filogenetikai elemzés eredménye. Egyes actinospdra-myxospora parok faj szinten (kék hattér), vagy
csoport szinten (sarga hattér) azonosithatéak voltak. Az elagazasoknal feltlintetett bootstrap értékek
1000 (DM) és 100 (ML) ismétlés alapjan szamitott szazalékos értékek. Kulcsoportként a tengeri
Ceratomyxa (Uj nevén Ceratonova) shasta fajt valasztottuk. A Iépték 10% kuldnbségnek felel meg.
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A vizsgalt actinospéra izolatumok kézil 43 minta részleges (kb. 850 bp hosszu) 18S rDNS
szekvencigjat sikertlt meghatarozni (3.3. abra). Ezek 10 kilénb6zé genotipusba voltak
sorolhatok, amik kozul 6 Uj actinospéra tipusnak bizonyult. A nyilvanos szekvencia
adatbazisokban (pl. NCBI génbank) elérhetd DNS szekvencidkkal valé homoldgia keresés és
a filogenetikai elemzés eredményeként a 18S rDNS azonossag alapjan két actinospora tipust
sikerult faj szinten azonositanunk a halban fejl6dé myxospoéra alakjaval. A talalt raabeia tipus
az aranyhal kopoltyujan fejl6dé Myxobolus cultus-sal volt genetikailag azonos, az
aurantiactinomyxon 'A’ pedig a gyakori ponty parazita Thelohanellus hovorkai fajjal egyezett
meg DNS szinten. Tovabbi két esetben talaltunk DNS szekvencia azonossagot, azonban
ezekben az esetekben a halbdl szarmazo minta faj szinten nem volt azonositva. A guyenotia
tipus aranyhal epeholyagban spoérat képzé Zschokkella fajjal volt azonos, mig a triactinomyxon
'D’ tipus egy, a bodorka Uszojan fejl6d8, késébbiekben Myxobolus wootteni néven leirt (Molnar
et al. 2010) faj fejlédési alakjanak bizonyult. A triactinomyxon 'A’, 'B’ és 'C’ tipusok a
M. pseudodispar-ral mutattak nagyfoki morfologiai és genetikai hasonlésagot, amit a
filogenetikai fan valé elhelyezkedésiik is megerésitett. Ezzel szemben a kimutatott
neoactinomyxum tipusok, bar egy ko6zds kladban csoportosultak, egyik ismert DNS

szekvenciaju nyalkasporas fajjal sem mutattak kézeli rokonsagot (3.3. abra).

M. pseudodispar gazdaspektruma és a gazdavaltas igazolasa (Forré & Eszterbauer 2016)

Ot halfajbol, 17 genetikailag kilénb6z6 M. pseudodispar izolatumot azonositottunk
(2.1. Tablazat). A ML és a Bl modszerrel készilt filogenetikai elemzés azonos fa topoldgiat

eredményezett (3.4. abra).

A Kkutatas soran vizsgalt Uj izolatumok a korabbi, szintén hazai pontyfélékbdl szarmazo
izolatumok szekvencidival egyitt (Molnar et al. 2002), halfajok szerint csoportosultak. Ot féklad
volt elkllonitheté a fan, az Abramis, a Blicca, a Rutilus, a Scardinius és az Alburnus kladok
(3.4. abra). A szélhajté kiiszbél izolalt mintak (Mp A-102B és 103B) bazalis elhelyezkedésliek
voltak mindkét elemzés soran. Ot parazita izolatum a halfajatol eltéréen helyezkedett el a fan.
A karikakeszegbdl szarmaz6 Mp BL1 a dévérkeszeg izolatumokkal kertlt egy csoportba, mig
4 tovabbi izolatum (Mp R-T42, Mp R-T50 bodorkabdl, Mp AB1 dévérkeszegbdl, és Mp SE-F69
vorésszarnyu keszegbdl) kuldn csoportot alkotva, az 5 f6csoporton kivul helyezkedett el. Az
Mp R-T42 izolatum filogenetikai helyzete az alacsony bootstrap tamogatottsag miatt
bizonytalan maradt. Az Mp R-T50 izolatumu parazita, melynek életciklusat zart in vivo
rendszerben 2007 6ta tartjuk fent, szintén kilén agon, a Blicca—Abramis fécsoport mellett

bazalisan helyezkedett el.

A fébb csoportokon belll a genetikai azonossag 99,3-99,9% koz6tti volt, mig a csoportok

kozotti azonossag 95 és 98,8% kozotti skalan mozgott.
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Mp AB-52 ex A. brama (KU340985)
Mp CB1 ex A. brama (AF380144)
Mp AB-49 ex A. brama (KU340984)

93/% _ \p CB2 ex A. brama (AF466648/52)

65/96
Mp CB3 ex A. brama (AF466649/53)

Abramis
clade

Blicca
clade

58/97

04/100 Mp SE-F69 ex S. erythrophthaimus (KU340976)

— Mp AB-1 ex A. brama (KU340983)
——— Mp R-T50 ex R. rutilus (EF466088)
Mp R-T42 ex R. rutilus (KU340991)
Mp RO1 ex R. rutilus (AF380145)
Mp RO2 ex R. rutilus (AF466651/56)
Mp R-92B ex R. rutilus (KU340989)
Mp R-93B ex R. rutilus (KU340990)
Mp R-91B ex R. rutilus (KU340988)
Mp SE-13 ex S. erythrophthalmus (KU340976)
Mp RD1 ex S. ervthrophthalmus (AF380142)

_/_ri

-/59

68/92

clade

98/100

Rutilus

83/99

Mp SE-F68 ex S. erythrophthalmus (KU340978)
Mp RD2 ex S. erythrophthalmus (AF466650/55)
Mp SE-47 ex S. erythrophthalmus (KU340977)
Mp SE-90B ex S. erythrophthalmus (KU340980)

76/93

Scardinius
clade

1007100 Mp A-103B ex A. alburnus (KU340982)
| Mp A-102B ex A. alburnus (KU340981)
M. artus (FJ710799)

Alburnus
clade

—
0.005

3.4. dbra: Maximum likelihood (ML) and Bayesian inference (Bl) modszerrel készitett filogenetikai fa a
vizsgalt M. pseudodispar izolatumok 18S rDNS szekvenciainak 1852 bp hosszu illesztése alapjan. Az
elagazasokban a ML bootstrap és a Bl posterior valdszinliség értékek szerepelnek szazalékban
megadva. A Iépték az adott poziciéra szamitott valtozdsok szamat jelzi. A kilcsoport a Myxobolus artus
faj. A vizsgalt izolatumok halgazda faj szerint lettek szinezve: piros — Abramis brama, dévérkeszeg;
sarga: Blicca bjoerkna, karikakeszeg; zo6ld: Rutilus rutilus, bodorka; kék: Scardinius erythrophthalmus,
vordsszarnyu keszeg; lila: Alburnus, szélhajté kiisz. Az Uj izolatumok vastagon szedettek. A génbanki

azonositd szamok zardjelben szerepelnek a fajnév utan.

3.1.2. Sphaerospora fajok

Sphaerospora molnari fert6zéttség jellemzése (Eszterbauer et al. 2013)

A hazai gazdasagbol szarmazo, 50 db vizsgalt ponty ivadékbdl 6 egyeden volt kimutathato a
kopoltyu filamentum epitheliumaban fejl6dé kerek myxospéra (12% prevalencia). A spérak

alakja, méretei és lokalizaciéja alapjan a parazita kétséget kizaréan azonosithatd volt a
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S. molnari fajjal. Két hal esetében a fertézottség igen intenziv volt, amit az ISH vizsgalatok is
megerdsitettek. Erdekes médon, ISH segitségével nagyszamu presporogoénias stadiumot

detektaltunk a veseparenchimaban és a vesekapillarisokban (3.5. A és B abra).

3.5. abra: Sphaerospora molnari fert6zottség ponty ivadékban. A: S. molnari fejlédési alak (kék
festédés) veseparenchimaban (in situ hibridizacié, ISH). Lépték: 10 ym; B: S. molnari véralak
vesekapillarisban (ISH). Lépték: 10 ym; C: S. molnari érett myxospérak (nativ elnyomat). Melléklet:
myxospoéra nyalkaburokkal. Lépték: 10 um; D: Intenziv S. molnari fert6zottség ponty ivadék kopoltyu
filamentumain (ISH). Lépték: 200 um.

A fert6zottség hatasara a kopoltyu filamentumok apikalis végén az epithelium hyperplasija is
megfigyelhetd volt, a nagy spératdémeg jelenléte mellett (3.5. C és D abra). Két magyarorszagi
és keét csehorszagi S.molnari izolatum 18S rDNS-ének felsokszorozasaval és
szekvenalasaval majdnem a teljes gén szekvencigjat sikerllt meghataroznunk. Meglepetésre,
3693 és 3714 bp hosszu konszenzus 18S rDNS szekvenciakat kaptunk, tdbb extrém hosszu
inzerttel a variabilis V2, V4, V5 és V7 régidkban. A hazai és a csehorszagi izolatumok kozott
7 nt kiilénbség mutatkozott. Erdekes médon a korabban Kent et al. (2001) altal vizsgalt
S. molnari szekvencia (AF378345) jelentésen klloénbdzott a vizsgalat izolatumokétol.
Hianyoztak a variabilis régidkban lévé hosszu inzertek, és nukleotid szinten csupan

48,5-48,6% azonossagot mutatott az altalunk vizsgalt izolatumokkal.
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A filogenetikai elemzés kimutatta, hogy a szdveti él6skddd, kopoltyun fejlédé S. molnari a
Sphaerospora s. str. kladon belll helyezkedik el, és erés bootstrap tamogatas mellett a
colozoikus veseparazita S. hankai, S. dykovae és S. angulata fajokkal képez egy alcsoportot
(3.6. abra).

100/97/0.99] Sphaerospora elegans USA (JX286618)
99/961.001 | Sphaerospora elegans Scotland (AJ609590)
Sphaerospora sp. ex Pomoxis nigromaculatus (JX286621)
98/100/1.00f Polysporoplasma sp. ex Liza ramada (JX286626)
Polysporoplasma sp. ex Chelon labrosus (JX286625)
Polysporoplasma sparis (JX286624)
Sphaerospora truttae (AM410773)
97/54/1.00 9/-/-] Myxozoa sp. ASH-2012 isolate bloodcarpCZ (JQ801548)
100/100/1 0! Sphaerospora molnari isolate CZ (JX431511)
Sphaerospora molnari isolate HU/E115 (JX431510)
Sphaerospora hankai (JX286623)
Sphaerospora dykovae CZ (JQ801533)

99/991.00%- Sphaerospora angulata (JQ801527)

Sphaerospora ranae (EF211975)
— Sphaerospora cf. ohImacheri (JX286619)
Sphaerospora sp. ex Ptychadena anchietae (JX286622)

100/100/1.00 | Sphaerospora epinepheli (HQ871152)
80/55/0.73 Sphaerospora epinepheli (HQ871153)
100/100/1.00 1001001.001 L sphaerospora sparidarum (JX286620)

Ll Bipteria formosa (F)790308)
Sphaerospora fugu (AB195805)

96/54/1.00 Kudoa trifolia (AM183300)
100/98/1.00 F—; Parvicapsula minibicornis (DQ231038)
Ceratomyxa sp. ex Notacanthus bonaparte (DQ377699)
58/-/0.87 [ Myxobolus hearti (GU574808)
w[{— Sphaerospora molnari (AF378345)
9ININ.00 Henneguya doneci (HM146129)
100/100/1.00

Myxobolus lentisuturalis (AY119688) .
Myxobilatus gasterostei (AY495703) Freshwater linea ge

100/98/1.00 || 100/100/1.00 Sphaeromyxa hellandi (DQ377693)
_‘@:chokkella nova (DQ377688)
Chloromyxum fluviatile (GU471265)

Chloromyxum leydigi (DQ377710)

100/100/1.00

100/100/1.00

100/100/1.00 97/96/1.00

ape|> 032143s nsuas piodsoiapyds

Marine lineage

0.1

3.6. dbra: ML (GTR+gamma modell), Bl és maximum parsziménia modszerekkel késziilt torzsfa
rekonstrukcid. A vizsgalt S. molnari izolatumok (vastagon szedett) a Sphaerospora sensu stricto (s. str.)
kladon belll helyezkednek el. Chloromyxum leydigi-t valasztottuk kilcsoportnak. Az elagazasokban
lévé szdmok szazalékos bootstrap/posterior valdészinliség értékek. Kent et al. (2001) altal azonositott
S. molnari izolatumot szirkén emeltik ki.

Vese parazita Sphaerospora fajok jellemzése (Holzer et al. 2013)

A vizsgalt halak kézil 16 pontyban, 15 aranyhalban és 2 ezlstkaraszban mutattunk ki
Sphaerospora myxosporakat és plazmédiumokat a vesecsatornakban. A fertézés intenzitasa
a szarmazasi helytél fuggdben, pontyban 8,3-42,8%, aranyhalban 10,7-58,3%, és
ezustkaraszban 5,9-12,5% kozott valtozott. Az aranyhalban és ezlstkaraszban kimutatott
(kés6bbiekben Sphaerospora angulata-ként azonositott) myxospoérak haromszog alakuak
voltak a spérahéj hatulsd (posterior) végén, kétoldalt elhelyezkedd héjsejtek sejtmagjanak
kdszonhetéen, amik egy sarkos kidudorodasként jelentek meg a myxospoéra felszinén

(3.7. abra, A és B). Mig a héjsejtek sejtmagja jol lathaté volt az ezistkarasz és az aranyhal
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vesecsatornajabdl izolalt érett és éretlen spdrakon, a pontyban talalt (Sphaerospora dykovae)
myxosporak esetében csak az éretlen sporakon voltak megfigyelhetdk (3.7. abra, C és D). A
morfometriai adatok kézll a spora hossz, szélesség és vastagsag, valamint a spéra hossz és
vastagsag aranyanak statisztikai elemzése nem mutatott szignifikans kilénbséget a két
Sphaerospora faj kozott. Szignifikans kiuldnbség egyedil a polaris kapszula hosszaban
(p=0,0004), szélességében (p=0,0003) és a két adat aranyaban (p=0,0001) volt kimutathaté.

Sphaerosporaangulata Sphaerosporadykovae

mature

developing mature

*B SH oM

D

3.7. abra: A morfolégiailag nagyon hasonlo S. angulata (A és B) és S. dykovae (C és D) myxospdrak
sematikus rajza. A spora posterior végén 1évd ,kidudorodas” (héjsejt sejtmag) a fejl6dé spdrakban
nagyméretl (A és C), majd amikor a sporak éretté valnak, a S. angulata-nal a kidudorodds mérete
csokken (B), a S. dykovae esetében pedig eltiinik (D).

A nagyon hasonld, gyakorlatilag nem elkuldnitheté sporamorfoldgia ellenére, a 18S rDNS
szekvenciak alapjan jol elkulonult a két Sphaerospora faj. A S. angulata 18S rDNS 3469 bp
hosszunak bizonyult, a V4 és V7 variabilis régidkban extrém hosszu beékel6dé6 DNS
szakasszal, mig a S. dykovae esetében 3163 bp hosszu riboszomalis gént azonositottunk. A
hosszu inzerteknek koszdnhetéen a két faj 18S rDNS-e kdzbtt csupan 78,3-82,4% azonossag
mutatkozott. A két faj egymas kdzeli rokonaiként a Sphaerospora s. str. kladon belll jelent

meg a filogenetikai fan (3.8. abra).

Pontyban csak a S. dykovae, aranyhalban/ezistkardszban csak a S. angulata sporak és
sporogonias fejlédési alakok voltak kimutathatok. A parazita véralakok molekularis vizsgalata
soran a S. angulata (24,6% prevalencia aranyhalban/ezistkaraszban, és 2,1% pontyban) és
S. dykovae (19,3%) fajok mellett, valtoz6 prevalenciaval a kévetkezd nyalkasporas fajokat is
azonositottunk: Buddenbrockia sp. (26,5-27,7%), Zschokkella nova (6,4%), Hoferellus carassii
(4,3%), Chloromyxum cristatum (8,8%), C. auratum (4,3%), Myxobolus encephalicus (17,6%),
Myxobilatus gasterostei (10,6-11,8%) (3.8. abra). Ezen fajok spdéra formai (myxosporak) a

vizsgalt halak boncolasa soran nem voltak detektalhatok egy esetben sem.
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Chloromyxum cristatum (AY604198) <
_.[l Chioromyxum auratum (AY971521) ==

Chloromyxum fluviatile (GU471265)
100/83/1.00 [ Myxidium cuneiforme (DQ377709)

Ty Sphaerospora elwhaiensis (EU371498)
Zschokkelia sp. DDI-2008 (FJ361238)
Zschokkella nova (DQ377688) <= '
Guyenotia type 1 EE-2004 (AY779063)
10061/0.83L Zschokkella sp. SA-2005 (DQ118776) g

Myxidium lieberkuehni (X76638)
Sphaerospora oncorhynchi (AF201373)
Hoferellus gilsoni (AJ582062)
Chioromyxum schurovi (AJ581917)
Zschokkella sp. AH-2003 (AJ581918)
Myxobilatus gasterostei (EU861210) <=

59/68/-|

99/92/1.00

91/83/1.00

911,

— Sphaerospora sp. IF-2006

[ Ereomyumse

Auerbachia pulchra (DQ
Myxidium incurvatum

82/71/0.76

Sphaerospora angulata (JQ801528) <t
91/80/0.98 Unidentified myxozoan isolate (JQ801548) <¢—
Sphaerospora truttae (AM410773)
Sphaerospora elegans (AJ609590)
Sphaerospora ranae (EF211975)
Sphaerospora fugu (AB195805)
Sphaerospora epinepheli (HQ871152)
..._.-E| Sphaerospora epinepheli (HQ871153)
eria formosa (FJ790309)

79/78/0.97

apejo s 's

0.1

3.8. abra: ML, MP és Bl mddszerekkel készllt filogenetikai fa 49 nyalkasporas, 1466 bp hosszu,
illesztett 18S rDNS szekvencia alapjan. Az Uj szekvenciak vastagon szedettek, a vérbdl kimutatott
fejlédési alakok nyillal jeloltek. Az elagazasokban [évé szamok szazalékos bootstrap/posterior
valészinliség értékek. Kllcsoport: Malacosporea (Mal.). Lépték: 0,1 szubsztiticio pozicionként.

Sphaerospora s. str. biodiverzitasa (Patra et al. 2018)

Nativ vese elnyomatok fénymikroszképos vizsgalataval 101 halban mutattunk ki nyalkaspéras
presporogénias fejlédési alakot (101/549, 18% prevalencia). Erett Sphaerospora myxospérak
ezek kozil 16 halban fordultak el6 (16/549, 3%). A Sphaerospora s. str. csoportra specifikus
PCR rendszerrel 6sszesen 26 esetben volt igazolhaté Sphaerospora faj jelenléte (26/549, 5%
prevalencia). A tébbi presporogonias alak Hoferellus spp. veseparazitak fejlédési alakjanak
bizonyultak (96/549, 18%) DNS szekvencia szintl vizsgélat alapjan. Dévérkeszegben,
bodorkaban, vérésszarnyu keszegben és domolykdban esetenként tobb Sphaerospora faj
egyideji jelenléte is kimutathato volt.
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A 18S rDNS szekvencia alapjan 17 Uj Sphaerospora fajt talaltunk. Ebbél 9 esetben allt
rendelkezésre sziikséges mennyiségli morfometriai adat a faj leirasahoz. Uj fajként irtuk le a
S. abrami-t dévérkeszegbdl (Abramis brama), a S. bliccae-t karikakeszegbdl (Blicca bjoerkna);
a S.dentata-t vorosszarnyu keszegbdl (Scardinius erythrophthalmus), a S. diversa-t
nyuldomolykobdl (Leuciscus leuciscus), a S. elopi-t Elops saurus-bdl; a S. gutta-t
vorosszarnyu keszegbdl, a S. rutili-t bodorkabdl (Rutilus rutilus), és a S. squali-t domolykobal
(Squalius cephalus). A S. diminuta Li & Desser 1985 esetében a faj ujbdli leirasa tortént meg
(3.9. 4bra) (Patra et al. 2018).

3.9. dbra: Kilonféle halfajok vesecsatornaiban talalt, 0 fajként leirt Sphaerospora spp.
myxosporajanak sematikus rajza. A: S. diminuta naphalbdl (Lepomis gibbosus); B: S. abrami
dévérkeszegb6l (Abramis brama); C: S. bliccae karikakeszegbdl (Blicca bjoerkna); D: S. dentata
vorosszarnyd keszegbdl (Scardinius erythrophthalmus); E: S. diversa nyuldomolykébdl (Leuciscus
leuciscus); F: S.elopi Elops saurus-bdl; G: S.gutta vOrosszarnyl keszegbdl (Scardinius
erythrophthalmus); H: S. rutili bodorkabdl (Rutilus rutilus); I: S. squali domolykébdl (Squalius cephalus).
Lépték: 2 um.

A mennyhalban (Lota lota), sullében (Sander lucioperca), les6harcsaban (Silurus glanis),
bodorkdban, dévérkeszegben, vordsszarnyud keszegben tovabbi nyolc Uj 18S rDNS
szekvenciat azonositottunk, azonban érett sporak hianya vagy kevert fertézés miatt a fajleiras
nem volt lehetséges. Egy faj esetében teljes (S. diversa), 9 fajnal majdnem teljes (V1-t6l a V8-
s variabilis régidig), és 7 fajnal részleges 18S rDNS szekvenciat azonositottunk. A
teljes/majdnem teljes szekvencidk kodzil 9 hossza meghaladta a 3000 bp-t. A fajon bellli
genetikai variabilitas 1% alatt maradt. A fajok kdzotti 18S rDNS variabilitds széles skalan
mozgott. Mig az S. rutili és S. dentata kdzott 1,87% volt a killénbség, a S. fugu és a S. abrami

kozott 59% eltérés mutatkozott a 18S rDNS-ben. A filogenetikai fan az ujként szekvenalt
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taxonok a Sphaerospora s. str. kladon belil helyezkedtek el két f6 klasztert alkotva: egy 6si
.elsédleges tengeri” csoportot, és egy féleg édesvizi fajokat tdmorité csoportot, melyben

bazalisan kétéltlekben él6skodd Sphaerospora fajok is helyet kaptak (3.10. abra).

Vertebrate host Habitat Geography

sv0609d Sphaerospora rutili n. sp. Leuciscidae” F cz ]
wamsit Sphaerospora sp. ex Rutilus rutilus Leuciscidae® F cz
eves7nlt Sphaerospora dentata n. sp. Leuciscidae” F GZ
$9840%E Sphaerospora sp. ex Abramis brama Leuciscidae” F CZ, HU
I Sphaerospora gutta n. sp. Leuciscidae” F cz
7:0%4- Sphaerospora sp. ex Gobio gobio Gobionidae” F GZ
88%42 8- Sphaerospora squali n. sp. Leuciscidae® F cz =
Sphaerospora abrami n. sp. Leuciscidae” F cz §
§e€)ggggspora diversa n. sp. (Leuciscus leuciscus) Leuciscidae® F cz §
; gbinéerospora diversa n. sp. (Squalius cephalus) Leuciscidae® F Ccz §
Sphaerospora diversa n. sp. (Leuciscus idus) Leuciscidae® F cz -
58.6/6120094 Sphaerospora molnari Cyprinidae® F CZ, HU %
Sphaerospora angulata Cyprinidae® F Cz,Hu,CL|: |2
Sphaerospora dykovae Cyprinidae” F CZ, HU §
Sphaerospora sp. ex Ctenopharyngodon idella Xenocyprididae® F IT e
wonovif Sphaerospora bliccae n. sp. Leuciscidae” F HU
Sphaerospora sp. ex Scardinius erythrophthalmus| |euciscidae” F HU -
Sphaerospora hankai Ictaluridae® F OR ";5
Sphaerospora sp. ex Silurus glanis Siluridae® F 74 Ve
Sphaerospora elegans Gasterosteidae” F OR,SL |A”
Sphaerospora sp. ex Lota lota Gadidae” F IT "
Sphaerospora sp. ex Sander lucioperca Percidae” F cz 2
726140.98) Sphaerospora sp. ex Pomoxis nigromaculatus Centrarchidae” F OR 2
Sphaerospora diminuta Centrarchidae® F cz -
Sphaerospora truttae Salmonidae” F SL £
99.8/90.91 Sphaerospora motemarini Lutjanidae” M FL = E
78.6/66.510.99) 1001100/ Sphaerospora sparis Sparidae” M IT >
Sphaerospora sp.ex Chelon labrosus Mugilidae® M IT _§
1 Sphaerospora sp. ex Liza ramado Mugilidae® M IT il B
Sphaerospora ranae Ranidae”® F cz 158
e Sphaerospora ohlmacheri Ranidae”® F OR '-E
Sphaerospora sp. ex Ptychadena anchietae Ptychadenidae® F TN _E
Sphaerospora formosa Gadidae” M DN 7 e
Sphaerospora olsoni Atherinopsidae” M CL S
Sphaerospora epinepheli Serranidae” M TL, SC s E
Sphaerospora sparidarum Sparidae” M IT E
Sphaerospora fugu | Tetraodontidae® | M JP E
Sphaerospora elopi n. sp. Elopidae” M FL da

* Tetracapsuloides bryosalmonae
09

3.10. dbra: ML (GTR+gamma modell), MP és Bl mddszerrel készilt toérzsfa rekonstrukcio
Sphaerospora s. str. 18S rDNS szekvencigja alapjan. Kulcsoport: Tetracapsuloides bryosalmonae. Az
elagazasoknal feltintetett szamok a bootrap/posterior val6észinliség szazalékos értékét mutatjak. A
vastagon kiemelt fajok a kutatds soran vizsgalt fajokat jeldlik. A halgazda csalad, és a minta foldrajzi
szarmazasa tablazatban jeldlt. F: édesvizi (freshwater); M: tengeri (marine).

Az édesvizi és tengeri fajok elkulonulése szembetliné volt. Az édesvizi klad tovabbi 3
alcsoportra valt, a foldrajzi szarmazastol fuggetlenil, féleg halgazda taxon alapjan (pontyfélék,
harcsafélék, egyebek). A szdveti él6sk6dd, a S. molnari a pontyfélék alcsoporton belll egy
6nallo agon helyezkedett el (3.10. abra).

3.2. Gazda—parazita kolcsonhatas megnyilvanulasai

3.2.1. Parazita gazdaspektrum vizsgalata

V4

M. pseudodispar gazdafajlagossaga kevéssertéji féreg gazdaban (Marton & Eszterbauer
2012)
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Kevéssertéjl férgek négy laboratériumi tenyészetébdl (T-1 és T-Il., AU, és WS) 156 egyed
16S rDNS-ét vizsgalatuk fajmeghatarozas céljabol. Ebbél 19 egyedet hataroztunk meg faj
szinten morfologiai bélyegek alapjan. Ezek alapjan a tenyészetekben 7 faj, a Tubifex (n=101),
a Limnodrilus claparedeanus (n=1), a Limnodrilus hoffmeisteri (n=35), a Psammorhyctides
barbatus (n=12), a Psammorhyctides moravicus (n=2), a Potamothrix bavaricus (n=2) és a
Potamothrix hammoniensis (n=1) jelenléte volt kimutathato. A DNS szinti homologia keresés
eredményeként tovabbi két, nem ivarérett egyed faji azonositasa volt lehetséges

(P. moravicus és P. hammoniensis).

A 31 vizsgalt és 21 génbanki adatbazisbol szarmazd 16S rDNS szekvencian alapulo
filogenetikai elemzés eredményeként két féklad elkulonulése latszott (3.11. abra). A bazalis
csoportot a Limnodrilus és a Psammorhyctides fajok alkottdk, mig a masik fécsoport a
bazalisan elhelyezked® Potamotrix fajok mellett, a T. tubifex fajkomplex egyedeit tartalmazta.
A fajkomplex korabban leirt 6 genetikai vonala (lineage) mellett (Beauchamp et al. 2001), egy
Ujabb, VII. csoport volt kimutathatdé, az V. genetikai vonal testvér kladjaként. A
M. pseudodispar fertézésre fogékony T. tubifex I., 1. és Ill. genetikai vonalak nem kulonultek
el a nem fogékony vonalaktol. A genetikai vonalak koéz6tti a 16S rDNS-beli variabilitas 6,6 és
15% kozott valtozott. A T. tubifex genetikai vonalakon belil ez a kilénbség 0 és 3,7% kozott
volt. A L. hoffmeisteri egyedek kdzott jelentds, akar 15,5%-0s genetikai variabilitast mutattunk
Ki.

Az M. pseudodispar fajjal végzett fertézési kisérlet soran a vizsgalt négy oligochaeta tenyészet
faji dsszetétele eltérd volt. AT-I. tenyészetben a T. tubifex Il. (52%) és V. (38%) vonal dominalt,
P. moravicus és P. barbatus 3-3, valamint L. hoffmeisteri 1 egyede volt azonosithatd. A T-II.
tenyészetben L. hoffmeisteri (47%) mellett P. barbatus (23%) és 1-1 egyed T. tubifex I., II., és
[ll. vonal volt jelen. Az AU tenyészet T. tubifex | (29%) és lll. (42%) vonalba tartozd és
L. hoffmeisteri (21%) egyedekbdl allt, 1-2 T. tubifex IV, V. és VI. vonalba tartoz6 egyed mellett.

A WS tenyészet csak T. tubifex egyedekbdl allt, azok kdzul is a Ill. vonal (57%) dominalt.

A fertbzési kisérletek eredményeként a M. pseudodispar fertézés prevalenciaja
tenyészetenként eltéré volt. A T-I tenyészetben a T. tubifex Il. és V. vonal, a P. moravicus és
a P. barbatus egyedei 100%-ban fert6zéttek voltak (vagyis PCR pozitivak). A Il. vonal, a
P. moravicus és a P. barbatus vizsgalt egyedei kozul mind Uritett parazita TAM-ot, az V. vonal
egyedei kdzul 12,5%-ban fejlédott ki érett TAM, az 1 db fertézétt L. hoffmeisteri egyed pedig
nem uritett TAM-ot. A T-ll-es tenyészetben TAM uritést nem figyeltink meg, de a T. tubifex II.
és V. vonal 6sszes vizsgalt egyede fert6z6tt volt, a L. hoffmeisteri egyedeknek pedig 83,3%-
a. Az AU tenyészetben a T. tubifex I. vonal 50%-ban, a lll-as 65,4%-ban, mig a L. hoffmeisteri

30,8%-ban bizonyult fertézéttnek. A WS tenyészetben a kis egyedszam miatt kevés adat allt
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rendelkezésre. Ebben a T. tubifex lll-as vonal egyedeinek fele, és IV-es vonal 1 db egyede

volt fert6zott és uritett TAM-ot.

0 Lumbriculus variegatus (AF325973)
[ D 07 9
= 5,,:::: :::ifr::f—::\e :; } Psammonryctides moravicus (JF783973/-4)
Psam. barbatus #1 i .
Psam. barbatus (HM459993) } Psammoryctides barbatus (JF783975/-6)
S Psam. barbatus #2
Tubifex ignotus (AF325987)
Limnodrilus udekemianus (HM991165)
§ Limnodrilus udekemianus (AF325986)
63~ Limnodrilus udekemianus (AY885612)
1004 1., hoffmeisteri (AJ225901)
94| 96

100" L. claparedeanus (JF783979)
100 | L. hoffmeisteri (EU117546)

L.k #4

L. . #5

L. hoffineisteri (EU160485)
007 n#e

Potamothrix hammoniensis (JF783977)
Potameothrix bavaricus (JF783978)

10! otybtuarices R | 85

— Tubifex blanc lmJ di(EU1 174()'\)

T. tubifex L.5 (EU117541)

7'— ;uh;,fu Lineage [ (AJ225904) } I T. tubifex Lincage I (JF783960/-2)
L1 #

y f. 2 1.'.\1 #2 } T. tubifex Lineage VI (JF783971/-2)
o
26 T. ubifex L. 2¢ (EU117533)
T. tubifex Linecage 11 [:\JZ"\‘)(J?)
T.t. L.IL#1 [ T. tubifex Lineage 11 (JF783963) I

6a] T. tubifex Lineage IlI(Aleﬁ‘)OS)

T. r. L. I #2 } | T tubifex Lineage 111 (JF783964/-7) E

10077

Tt L.II#3

soT. ¢ L. LIl #4

Sy ; :;l:iijfl“t’ l;lnmgc IV (AJ225910)
100—> i H 793
S LNV } T, tubifex Lincage IV (JE783968)
SO T ¢ #1
100 A7 e 2
2| [ 7" rubifex Lineage V (AJ225911)
s ; : H ;‘21 } T mbifex Lincage V (JE783969)

3.11. abra: A vizsgalt kevéssertéjli féreg egyedek 16S rDNS szekvencidja alapjan készlilt filogenetikai
fa (ML, GTR+I+G modell, 100 bootstrap). Kilcsoport: Lumbriculus variegatus. A M. pseudodispar
fert6zésre fogékony fajok bekeretezve vannak feltintetve. A vastagon szedett fajok a kutatads soran
vizsgalt fajokat jeldlik. Génbanki azonosité zardjelben van feltlintetve.

Az egyes féreg fajok/vonalak parazitara valé fogékonysaga nagy kilénbségeket mutatott. A
legfogékonyabbnak a T. tubifex II. vonal bizonyult; a vizsgalt egyedek 90,5%-a Uritett TAM-ot.
Ezzel szemben a lll-as vonal 22,2%-aban, az V-6s vonal 18,8%-aban fejl6dott ki érett TAM. A
P. moravicus és P. barbatus fajok szintén Uritettek érett TAM-ot. A VI. vonal vizsgalt 5 egyede

kozul egyik sem volt fertézott.

A T.tubifex I, Ill, V. vonal és L. hoffmeisteri egyedit vizsgalatuk ISH-val. A parazita
féreggazdan bellli fejlédési utvonalat nyomon kévetve azt tapasztaltuk, hogy a fejlédés teljes
3 hénapja a bélhdamhoz kotédik (3.12. abra). Néhany éraval a fertézést kovetéen az elsé hét
végeéig a parazitak a bél hamsejtjeiben és azok bazalis membranjaban (lamina basalis) nagy

mennyiségben voltak megtalalhaték. Egy honappal a fertézést kdvetéen a parazita fejlédési
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alakok hosszanti iranyban szétterjedtek, de tovabbra is a bélhamban lokalizalodtak. Harom
honappal a fert6zés utan a bélhamban, sokszor nagy szamban voltak lathatoak a
pansporociszta nevi sporogénias fejlédési stadiumok, bennik 8 db fejl6dé TAM-mal. Néhany
esetben a fejlédés elején a parazitdk a gazda célomajaban is fellelhetéek voltak, nem ritkan a

coléma sejtes immunelemei, az amobocitak altal korulvéve (3.12. abra B).

3 ‘i‘ | B "“‘”ﬂ“’ﬂ"V,»'t?_NO-."'.‘
S | b vt

r Cc

3.12. abra: A Myxobolus pseudodispar kevéssertéjli féreg gazdan belili fejlédésének nyomon
kovetése fajspecifikus, biotin-jeldlt oligonukleotid prébakkal végzett in situ hibridizacidval (ISH). A
parazita DNS sotétkék festédést mutat. A hattérfestés sargas-barna. A: Oligochaeta hosszanti metszete
1 nappal a fert6zést kdvetéen. A hamsejtek és a bélham bazalis membranja (nyilak) mutat pozitiv
festddést. Bélham (ge), bélcsatorna (gl). Lépték: 50 um; B: A cdlomaban elhelyezkedd amdbocita sejt
benne parazita fejlédési alakokkal (nyil). Céloma (c), kloragogén sejtek (ch). Lépték: 20 ym; C: Parazita
fejlédési alakok hosszanti iranyban szétterjedve a féreg bélhamjaban 1 hénappal a fertézést kdvetéen.
Lépték: 20 um; D: A bél intenziven fert6zott szakasza 3 honappal a fert6zést kdvetéen. Toébb
pansporociszta stadium (benne 8 db fejl6dé TAM-mal) is lathaté. Lépték: 50 pm.

M. pseudodispar gerinces gazdaspektrumanak vizsgalata (Forré & Eszterbauer 2016)

A fert6zés prevalenciaja bodorkaban volt a legmagasabb mindkét kisérletben (94 és 80%).
Mig a dévérkeszegek 25%-a fert6z6dott meg az 1. kisérletben (3.13. dbra), a vorésszarnyu

keszegek egyik korcsoportjaban sem mutattuk ki a parazita jelenlétét (3.13. és 3.14. abra).

A sporaszam szorasa nagy volt mindkét kisérletben, kulonosen bodorka esetében, ahol a
becsiilt spéraszam 1400 és 246667 db/hal egyed kozott ingadozott az elsd, és 167-216500
db/hal kdz6tt a masodik kisérletben (3.13. E. és 3.14. C. dbra). Dévérkeszegben a becsult

spéraszam 417 és 6250 db/hal k6zoétt valtozott (3.13. E. abra). Az elsé kisérletben a fertézés
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atlagos intenzitasa és abundancidja szignifikansan eltérd volt halfajonként (p=0.0214)
(3.13. abra). A masodik kisérletben a fert6zés prevalenciaja és atlagos intenzitdsa bodorkaban
kicsit alacsonyabb volt, mint az els6 kisérletben, de a két vizsgalt halfaj k6zétt (bodorka és
vorosszarnyu keszeg) itt is szignifikans kulonbség mutatkozott, annak kdszdnhetéen, hogy
vorosszarnyu keszegben a parazita myxospora jelenléte ezuttal sem volt kimutathatd
(3.14. abra).

>

100 B

50

Prevalence (%)

roach common bream  rudd

C — D S—
120 — &
g 100 e =Y
X, =
et o o
8 80 g =
E 5
2 w0 S oA
o S T :
2 4 & o
n i
20 o ol
roach common bream  rudd roach common bream
E
Gazda Fert6zott/6sszes Prevalencia Spg{laasz:m Min. spéra Max. spéra
hal szama (db) (%) + S% (db) (db)
Rutilus rutilus (1+) 15/16 94 49388 +70054 1.400 246667
Abramis brama (2+) 4/16 25 599 +1603 417 6250
Scardinius 0/16 0 040 0 0

erythrophthalmus (3+)

3.13. abra: Az M. pseudodispar fert6zés eredménye az 1. kisérletben. Harom halfajt fert6ztiink T50
vonalhoz tartozé M. pseudodispar TAM-mal. A: a fert6zés prevalencidja; B: a fert6zés végeén
bodorkdban kialakult érett M. pseudodispar myxosporak; Iépték: 10 pym; C: a fert6zés atlagos
abundancidja; D: atlagos intenzitasa; E: a fert6zés prevalencidjanak és intenzitdsanak 6sszefoglald
tablazata, zardjelben a halak életkora években. Roach: bodorka (Rutilus rutilus); common bream:
dévérkeszeg (Abramis brama); rudd: vorosszarnyd keszeg (Scardinius erythrophthalmus) SD: széras
(standard deviation).
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roach rudd roach rudd
C
Gazda Fert6zott/osszes Prevalencia Spoéraszam atlaga Min. spéra Max. spéra
hal szama (db) (%) *SD (db) (db)
Rutilus rutilus (1+) 16/20 80 15842 +47656 167 216500
Scardinius
erythrophthalmus 0/20 0 0 0 0
(1+)

3.14. dbra: Az M. pseudodispar fert6zés eredménye a 2. kisérletben. Két halfajt fert6ztiink T50
vonalhoz tartoz6 M. pseudodispar TAM-mal. A: a fertézés prevalencidja; B: a fertézés atlagos
abundanciaja; C: a fert6zés prevalenciajanak és intenzitdsanak 6sszefoglalé tablazata. Roach: bodorka
(Rutilus rutilus); rudd: vordsszarnyu keszeg (Scardinius erythrophthalmus) SD: szoérds (standard
deviation).

3.2.2. Nyalkasporasok szovet- és szervspecificitasa

Szovetspecificitas és filogenetikai rokonsag kapcsolata (Eszterbauer 2004)

A vizsgalt kopoltyuéléskddd Myxobolus fajok mindegyike a szdveti él6skddék kdzé tartozott,
myxosporaik plazmédiumokban fejlédtek a kopoltyd kilonbdzd részein (3.15. abra,
3.1. Tablazat). Korabbi szovettani vizsgalatok alapjan (Molnar 2002a) a plazmédiumok
elhelyezkedése szerint az altalunk vizsgalat fajok 3 f6csoportba voltak sorolhatok: (1) a
kopoltyu filamentumok tévében, a hamszdvetben fejl6dd basifilamentalis-epithelialis tipushoz
tartozott a M. basilamellaris; (2) a kopoltyulamellak kdzott, a hamszdvetben fejl6dd
interlamellaris-epithelialis tipusba volt sorolhaté a M. impressus és M. pavlovskii; és (3) a
kopoltyulamellakon belll, a kapillarisokban plazmddiumot képezd intralamellaris-vaszkularis
tipusba tartozott a M. bramae, M. macrocapsularis, M. dispar, M. muelleri, Myxobolus sp.

dévérkeszegbdl és M. intimus (3.1. Tablazat).
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3.15. abra: Kopoltyuéléskodé nyalkaspdras fajok plazmodiumainak lehetséges lokalizacidja egy
kopoltydiv sematikus rajzan bemutatva. A porcos kopoltytivrél kopoltya filamentumok agaznak le,
amiket kopoltydlamellak alkotnak. A plazmoédiumok lokalizacidja alapjan a fébb kopoltyuparazita
tipusok: BF: bazifilamentalis pl. Myxobolus basilamellaris; FV:: intrafilametalis-vaszkularis, pl. M.
muelleri (FV1); LE: interlamellaris-epithelidlis pl. M. impressus, M. pavlovskii; LV: intralamellaris-
vaszkularis pl: M. hungaricus (LV1), M. intimus (LV1), M. obesus (LV1), M. macrocapsularis (LV2), M.
bramae (LV2), M. dispar (LV2). Az LV2 és FV2 tipus feltehetéen ugyanaz. (Molnar 2002 alapjan,
modositva). A plazmddiumokat sétét foltok jeldlik az abran.

3.1. Tablazat: A vizsgalt kopoltyiéldskddé Myxobolus fajok elkilénilése kopoltyun bellli lokalizacié
szerint (vagyis a kopoltyu melyik részén és milyen szdvetben fejlédik a myxospodrakat tartalmazéd
plazmoédium). Génbanki azonositdé a fajnév utan zardjelben. Tovabbi informacié vizsgalt mintak
eredetérdl a 2.1. Tablazatban talalhato.

Parazita faj Plazmédium lokalizaciéja Kopoltyu szévet

M. basilamellaris Basifilamentalis hamszovet (epithelium)
M. impressus Interlamellaris hamszovet (epithelium)
M. pavlovskii SC Interlamellaris hamszovet (epithelium)
M. pavlovskii BH Interlamellaris hamszoévet (epithelium)
M. bramae (AF507958) Intralamellaris/intrafilamentalis kotdszdvet (kapillaris)
M. macrocapsularis Intralamellaris/intrafilamentalis kotészovet (kapillaris)
M. dispar Intralamellaris/intrafilamentalis kotdszdvet (kapillaris)
M. muelleri Intralamellaris/intrafilamentalis kotészovet (kapillaris)
Myxobolus sp. CB Intralamellaris kotészdvet (kapillaris)
(AY325283)

M. intimus Intralamellaris kotészdvet (kapillaris)
M. obesus Intralamellaris kotészovet (kapillaris)

SC: fehér busa; BH: pettyes busa; CB: dévérkeszeg.
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A nyalkaspéras-specifikus nested PCR-rel, majd az azt koveté DNS szekvenalassal 10
Myxobolus faj részleges 18S rDNS szekvencigjat sikerult meghatarozni. A fehér busaban és
a pettyes busaban egyarant kimutatott M. pavlovskii faj 18S rDNS szinten 100%-ban azonos
volt. A dévérkeszegben talalt, morfologiailag M. hungaricus-ra emlékeztet6 Myxobolus sp.
(AY325283) genetikailag eltért a M. hungaricus-tdl, igy feltételezhetéen uj faj. A M. bramae
néven szerepld, AF085177 génbanki azonosité szamu DNS szekvencia (Andree et al. 1999)
jelentésen eltért (tdbb mint 20%-os kulonbséggel) az altalunk vizsgalt M. bramae mintak DNS

koponyaporcaban él6skddd, M. cerebralis fajjal helyezkedett el egy csoportban (3.16. abra).

M. lenti lis (outgroup

100100 M. xiaoi 2
l:M. xiaoi |
1007100 M. cerehralis
10100 M. bramac (AF 08517T)
M. ellipsoides

92086 M. pseudodispar RD
5763 M. pseudodispar RO
M. pseudodispar CB
100100 2 :
oo 1007100 M. pseudodispar WB

T M. cyprini

6189 M. musculi
100100 - M. pendula

10099 1M, pellicides

M. intimus

— o e
991100 1o} N hunanisas Intralamellaris-vaszkularis

1VZINOZI

1007100 M. obesus
G5/620— M. sp.

M. bibull
M. elegans
M. algonquincnsi Interlamellaris/basifilamentalis-

= epithelialis

M. dispar
M.macrocapsularis | Intralamellaris/intrafilamentalis-

M. muelleri vaszkularis
M. bramae

61/55 100100

NAL1IOdOX

1oo/100 M. pavlovskii SC

M. pavlovskii BH
10 %

3.16. abra: Tavolsagi matrix (TM) és maximum parszimoénia (MP) modszerrel késziilt filogenetikai fa
pontyfélék kopoltyu- és izoméléskddd Myxobolus fajainak, 1593 bp hosszu, illesztett 18S rDNS
szekvencigja alapjan. Az eldgazasokban a 1000 ismétlés alapjan szamitott, szazalékos bootrap érték
van feltiintetve. A vastagon kiemelt fajok a kutatas soran vizsgalt fajokat jeldlik. Kilcsoport: Myxobolus
lentisuturalis. Lépték: 10%-o0s szekvencia szintl eltérés. RD: vordsszarnyu keszeg; RO: bodorka; CB:
dévérkeszeg; WB: karikakeszeg; SC: fehér busa; BH: pettyes busa.

A filogenetikai fan két fécsoport volt elkulonithetd. Az egyik a vazizomzatban, izomszdvetben
fejlédé parazitak csoportja a M. pseudodispar, M. cyprini és M. musculi fajokkal (3.16. abra).
E féag alcsoportjat képezte az intralamellaris-vaszkularis tipusu kopoltyuéléskéddk kladja,
benne a M. hungaricus, M. intimus, M. obesus, M. pendula és M. pellicides fajokkal. A masik
fécsoportot egy kivétellel kopoltyuéléskddék alkottak. Ezen belll a plazmddiumok kopoltyun
bellli elhelyezkedése és szdOveti preferenciaja alapjan két alcsoport kilénilt el: az

interlamellaris-epithelialis (a szintén hamszovetben fejl6d6é M. basilamellaris-sal egytt), és az
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intralamellaris/intrafilamentalis-vaszkularis ~ tipusu  parazitak  csoportja  (3.16. abra;
3.1. Tablazat). A csoportban bazalisan helyezkedett el a M. algonquinensis petefészek
kotészovetében fejlédo faj, valamint a M. elegans, és M. bibullatus modosult kétészovetben

(kapillaris) spérat képezd, kopoltyuéléskédé fajok.

3.2.3. Gazdafelismerés megnyilvanulasai

M. cerebralis gazdafelismerése és gazdaba val6 bejutasa (Kallert et al. 2009)

A FDA festékkel festett, endosporabdl kiszabadult sporoplazmak (3.17. A. abra) kdénnyen
kimutathatok voltak a hal hamszdvetében (3.17. B. abra). A hamszovethez rogziilt endosporak
(3.17. C. abra) ol elkuloniltek az intakt actinospéraktdl (3.17.D. abra nyillal jel6lve).
Utébbiakat kizartuk a vizsgalatbol, annak ellenére, hogy a sporak a polaris filamentumokkal
rogziltek a hal testfelszinére és a mintavétel el6tti mosas nem tavolitotta el 6ket. A két
szivarvanyos pisztrang torzs (TroutLodge, TL és Hofer, H), és a ponty kultakardjan, valamint
az agar kontroll felliletén rogziilt vagy abba bejutott parazita sporoplazmak atlagos szamat és

szazalékos aranyat a 3.17. E. abra tablazata mutatja.

E Tissue Mean SEM % of total
Rainbow trout (H)
Gills 24.0 24 61.9
Pectoral fin 8.6 3.0 221
Tailfin 3.7 24 9.5
Body mucus 2.6 0.9 6.6
Total 38.8 6.0
DTOD 64.4 5.3
Gills 23.2 3.5 76.3
Pectoral fin 4.7 1.0 15.3
Tailfin 1.0 0.3 33
Body mucus 1.6 0.4 511
Total 304 3.6
DTOD 72.8 9.9
Gills 21.4 4.5 68.7 {ummmm
Pectoral fin 3.8 1.7 12:1
Tailfin 23 0.9 74
Body mucus 3.7 1.3 11.7
Total 31.2 4.6
DTOD 72.0 6.8
Rainbow trout control (TL)
Gills 0.56 5.8 714
Pectoral fin 0.22 3.7 28.6
Tailfin 0 - -
Body mucus 0 - -
Total 0.8 0.6
DTOD 102.4 9.8
Agar control
Body 0.2 0.1 100
Tail 0 - -
Total 0.2 0.1
DTOD 103.0 10.2

3.17. abra: Fluoreszcein-diacetattal (FDA) festett M. cerebralis actinospora alakok (TAM-ok) 3 perccel
a hal fert6zését kdvetben (egyedi fertézés, 8000 TAM/hal dozis). A: endospérabdl (nyilhegy) kiszabadult
sporoplazma (nyil) szivarvanyos pisztrang nyalkakaparékban; B: ponty farokuszé hamjaba bejutott
sporoplazma; C: szivarvanyos pisztrang farokuszojaba jutott sporoplazma; D: régzilt actinospérak (nyil)
és kiszabadult sporoplazma (nyilhegy) ponty melliszéba bejutva; E: hal hamszovetébe jutott
sporoplazmak atlagos szama 3 perccel a fert6zés kezdetét kdvetden (9 parhuzamos kisérletben). SEM:
standard hiba (standard error of mean); % of total: a hdmszdvetbe bejutott sporoplazma atlaganak
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szazalékos értéke az dsszes, fertbzéshez felhasznalt TAM-hoz viszonyitva; DTOD: atlagos kulénbség
a parhuzamos mintak kdzott. Szivarvanyos pisztrang térzsek: TroutLodge (TL), Hofer (H). Lépték: 45
pm.

A bejutott parazitak szamaban nem volt szignifikans kilénbség a halfajok kézoétt (p=0,42;
F=0,89, df=2, ANOVA). A bejutott sporoplazmak a kopoltyua szdveteiben fordultak elé a
legnagyobb szamban. Meglepd médon ponty kopoltyuhamba kézel annyi sporoplazma jutott
be, mint a parazitara legfogékonyabb TL pisztrang t6érzs kopoltyujaba (p=0,89, t-teszt)
(3.17. E. abra, nyilakkal jelélve). A kontroll TL torzs fert6zésekor a kilencbél az egyik
parhuzamos minta kontaminalddott (valoszini a kontroll TAM mintaval), ezért a kopoltyun és

a melluszén néhany sporoplazma volt kimutathato (3.17. E. dbra: rainbow trout control, TL).

A kulénb6zb napokon végzett parhuzamos kisérletekhez eltéré TAM szlirleteket hasznaltunk,
melyek fert6z6képessége/aktivitasa kozott feltételezhetd volt klildnbség. Ezért a sporoplazma
atlagokat normalizaltuk az adott napi TAM izolatum teljes aktivitasaval (DTOD). Szignifikans

kulénbség igy sem volt kimutathaté a halfajok k6zétt (p=0,15).

A halszévetbe bejutott sporoplazmak mennyiségét fajspecifikus gPCR-rel becsllve 140 bp
hosszu, 18SrDNS fragmentumot sokszoroztunk fel magas hatékonysaggal. Ismert
spéraszamu mintak segitségével kalibracidés egyenest készitettiink (3.18. dbra), ez alapjan

becsliltik a vizsgalt mintakban 1évé sporoplazmak szamat.

29+

— | Y
N, =-14 063%(Cis—28.637)

22 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Spore number

3.18. abra: Ismert szamua M. cerebralis TAM mintak fajspecifikus gPCR-rel meghatarozott C; értékei
alapjan készllt kalibracios egyenes, és az egyenest leird egyenlet, a vizsgalati mintakban Iév6 parazita
TAM mennyiségének meghatarozasahoz. Ns: actinospéra szam.

A molekularis vizsgalattal, dsszhangban a mikroszkdépos medfigyeléssel, TL pisztrang
kopoltyuban atlagosan 26,2 db, mig ponty kopoltyuban atlagosan 29,9 db parazita jelenléte

volt kimutathaté (a kilénbség nem volt szignifikans, p=0,42). Az FDA festék esetleges negativ
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hatasanak vizsgalata soran a nem festett TAM-mal val6 fert6zéskor az atlagos parazita szam
61,5 db volt, mig az FDA-festett TAM esetén 57,6 db. Tehat a festett és nem festett TAM-mal

valo fertézés hatékonysaga kdzott szignifikans kuldnbség nem volt kimutathato (p=0,56).

M. cerebralis gazdaba val6 bejutasanak lokalizaciéja (Eszterbauer et al. 2019)

A fert6zés prevalenciaja 85,7 és 100% kozott volt, ami a kisérletes fertézési protokoll magas
hatékonysagat jelzi (3.2. Tablazat). A legmagasabb prevalencia (100%) a parazitara leginkabb
fogékony halfajpban, a szivarvanyos pisztrangban volt kimutathaté. Erdekes modon,
ezUstkaraszban a fertézés prevalencidja igen magas, 95,2%-0s volt, magasabb, mint a
parazita eredeti gazdajaban, a sebes pisztrangban (3.2. Tablazat). A parazita el6fordulasa
szignifikans klldnbséget mutatott testtdjak szerint minden vizsgalt halfaj esetében; a
legnagyobb szazalékban a farokuszén, legkisebb mennyiségben a bérben lehetett megtalalni
(3.2. Tablazat, 3.19. abra). Halfajok k6z6tt nem mutattunk ki szignifikans kulonbséget, bar a
parazita bérben valo eléfordulasa a szignifikancia hataran volt (p=0,059). A parazitaval nem

fert6zott kontroll allomany PCR vizsgalattal is negativ volt.

A fertbzés intenzitasa kis kildonbségeket mutatott a halfajok kdzott, és a prevalencia esetében
megfigyelt trendet kdvette (3.20. abra). A legmagasabb intenzitas szivarvanyos pisztrangban
fordult eld, mig a legalacsonyabb sebes pisztrangban (3.19. dbra Sum). A kimutatott

klldnbségek tébbsége azonban nem volt szignifikans.

3.2. Tablazat: A M. cerebralis korai fert6zés prevalenciaja, és becsiilt intenzitasa és a parazita
el6fordulasa testtdjanként 2 6raval a fertézést kdvetéen. A fertézés intenzitds kétkéros PCR eredménye
alapjan torténé becslésének kategoridi: +: els6é kor negativ, masodik kér enyhén pozitiv; ++: elsé kor
enyhén pozitiv, masodik kor erésen pozitiv; +++: mindkét PCR koér erésen pozitiv.

Hal faj Testts] Fgrtéizétt Prevalencia Eléfordulas Fertéz’égintgnzités
|6sszes (%) 0 kategérianként (%)
hal (db) (%) + ++ +++

farokuszo 18/21 85,7 76,2 37,5 56,3 6,3

S_ebes’ kopolty 61,9 23,1 69,2 7,7

pisztrang .

bor 14,3 33,3 66,7 0,0

L farokuiszo 21/21 100 95,0 53 52,6 42,1
siz';’tfg"nznws kopolty( 61,9 615 385 0,0
bor 47,6 20,0 80,0 0,0

farokuszo 20/21 95,2 90,5 26,3 57,9 15,8

Ezistkarasz kopoltyu 52,4 63,6 36,4 0,0
bér 38,1 625 375 0,0

faroklszo 59/63 93,6 87,1 222 556 222

Osszes hal kopoltyu 58,7 48,6 48,6 2,7
bor 30,2 381 619 00
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3.19. dbra: M. cerebralis fert6zés intenzitasanak OGsszehasonlitisa a vizsgalt halfajok ko6zott. A
fert6zés intenzitasat a parazita-specifikus kétkorés PCR soran keletkezett 18S rDNS termék
mennyisége alapjan becsultik. A kévetkez8 kategdriakat kulonitettik el: -/z6ld: negativ; +/sarga: elsé
kor negativ, masodik kér enyhén pozitiv; ++/piros: elsé kor enyhén pozitiv, masodik kér erésen pozitiv;
+++/kék: mindkét PCR kor er8sen pozitiv. BT: sebes pisztrang; G: ezlstkarasz; LRT: szivarvanyos
pisztrang. Szignifikancia szint Kluskall-Wallis teszttel: * p érték 0,05-0,01 kdz6tt; ** 0,01-0,001 kozott;
*** <0,001; « marginalis szignifikancia, p érték 0,1 és 0,05 k6zott. A halfajok kozotti szignifikans
kulénbség nagy betlkkel, a marginalis szignifikancia kis betlikkel van jelélve (paros dsszehasonlitas).
Fin: farokuszé; gill: kopoltyu; skin: bér.

Paros 6sszehasonlitassal a sebes és szivarvanyos pisztrangok faroklszoé mintaiban kimutatott
fert6zési intenzitas volt szignifikansan eltéré (p=0,002). Tovabba marginalis szignifikancia
mutatkozott a sebes és szivarvanyos pisztrangok bérmintainak fertézési intenzitasaban
(p=0,059), valamint az ezustkarasz és a szivarvanyos pisztrang farokusz6 mintak kozott
(p=0,061). A testtajak kozott a legtébb esetben szignifikdns volt a kilénbség a fertézés
intenzitdsaban. A legmagasabb intenzitas a farokuszon volt kimutathatd, mig a bér mintéakban

tapasztaltuk a legalacsonyabb fert6zési intenzitast minden halfaj esetében (3.19. abra).

A kopoltyu fert6zottsége atlagos intenzitasunak volt mondhat6 (3.20. dbra Sum). A fertézés
intenzitdsa szignifikdnsan magasabb volt a farokiszén mint a kopoltyd mintdkban minden
halfaj esetében. A farokiuszé és kopoltyd mintak koézott a szivarvanyos pisztrang és
ezUstkarasz esetében, kopoltyd és bdér koézott pedig csak sebes pisztrang esetében
mutatkozott szignifikans eltérés.
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3.20. abra: M. cerebralis fert6zés intenzitdsanak Osszehasonlitdsa a vizsgalt testtajak kozott. A
fert6zés intenzitdsat a parazita-specifikus kétkéros PCR soran keletkezett 18S rDNS termék
mennyisége alapjan becslltik. A kovetkezd kategoriakat kilonitettik el: -/z6ld: negativ; +/sarga: els6
kor negativ, masodik kér enyhén pozitiv; ++/piros: elsé kor enyhén pozitiv, masodik kér erésen pozitiv;
+++/kék: mindkét PCR kor er6sen pozitiv. Szignifikancia szint Friedman teszttel: * p érték 0,05-0,01
kozott; ** 0,01-0,001 kodzott; *** <0,001; « margindlis szignifikancia, p érték 0,1 és 0,05 kdzott. Az
oszlopok tetején azonos betivel jeldlt csoportok k6zott volt szignifikans a kiildnbség. A testtajak kozotti
szignifikans kildnbség nagy betlikkel, a marginalis szignifikancia kis betlkkel van jel6lve (paros
o6sszehasonlitas). Brown trout: sebes pisztrang; gibel carp: ezistkarasz; rainbow trout: szivarvanyos
pisztrang.

M. cerebralis gazdafelismerésének molekularis hattere (Eszterbauer et al. 2009)

A TAM aktivalasara kidolgozott in vitro médszerrel a sporak atlagosan 90,7%-at (SEM +0,61/-
0,63) sikerult aktivalni, vagyis halgazda jelenléte nélkul, halnyalka kivonattal és mechanikai
ingerrel elinditani a gazdafelismerés folyamatat. Ehhez képes a viz kontroll (9,9%, SEM
+1,35/-1,27) és az mechanikai behatas nélkul alkalmazott halnyalka (14,7%, SEM +1,32/-1,27)
hatasara az aktiv TAM-ok aranya szignifikdnsan alacsonyabb volt.

Az aktivalodas, vagyis a gazdafelismerés soran a sporoplazmak tébbsége aktiv mozgassal
elhagyta a spérahéjat (3.21. abra, B-D). A jellegzetes am&ba-szerli mozgassal elérehaladd
sporoplazman allab (pseudopodium) jellegl kitiremkedések jelentek meg és tlntek el.
Korulbelll 15 perccel az aktivalast kdvetéen a sporoplazma abbahagyta a mozgast, gémb
alakot vett fel, és a mikroszkopos vizsgalatra hasznalt targylemezre tapadt. A gémb felszinén
apro nyalkatiskek jelentek meg és tiintek el, amig az aktiv életjelenségek meg nem sziintek
(3.21. abra, F).
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3.21. abra: M. cerebralis gazdafelismerést koveté, gazdaba valé bejutdsanak folyamata in vitro
aktivalas soran. A: nem aktivalt, M. cerebralis TAM spérateste, sporoplazmaban 64 db masodlagos
(csira)sejttel. Lépték: 50 ym; B és C: A csirasejtek korilvéve az elsédleges sporoplazma sejtekkel
amdba-szer(i mozgassal elhagyjak a spora héjat néhany perccel a gazdafelismerést kovetdéen. Lépték:
50 um; D: Aktivalt TAM a sporoplazma kijutdsat kévetéen. A nyil a kiszabadult sporoplazmat mutatja.
Lépték: 150 uym; E: Aktivalt TAM olyan esetben, amikor a sporoplazma nem jut ki a spérahéjbél, hanem
megreked a TAM nyaki részén. A mozgas soran alldb-szer( kitiremkedések képzddnek és tlinnek el
(nyilhegy). Lépték: 50 uym; F: A kiszabadult sporoplazma 15-20 perccel a gazdafelismerést kdvetéen
gbmbot képez és letapad a targylemez felszinére. Ebben a stadiumban kis tuskeszeri
nyalkaképz8dmények jelennek meg és tlinnek el (nyilhegy). Lépték: 10 um.

Néhany esetben a sporoplazma nem tudott kijutni a spérahéjbdl (pl. mert nem nyilt fel a héjsejt
a polaris kapszulak mentén), igy nem a kulvilag felé, hanem a TAM nyél részének alapja felé
indult el (3.21. abra, E). Az aktivalas hatasfokanak szamitasakor ezeket az eseteket figyelmen
kivil hagytuk.

Az SSH soran az aktivalt és a nativ TAM mintak génkészletét hasonlitottuk dssze, és a 403
klonbdl allé SSH kényvtarban (,forward” és ,reverse”) azok a gének vagy gén fragmentumok

keriltek tobbségbe, amelyek a TAM gazdafelismerésekor aktivan jelen voltak. Ennek tiikrében
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O0sszesen 190 ,forward” SSH kldnt valasztottunk ki a tovabbi szelekcios lépésekhez. DNS:DNS
dot-blottal a keresett géneket/génszakaszokat tartalmazo klonok szdma 48-ra csdkkent.
Ezeket DNS szekvenalassal azonositottuk. A strukturadlis RNS-ket és haztartasi géneket,
valamint a néhany kontaminald hal gént kizartuk a tovabbi vizsgalatbdl. A BLAST keresés 15
klon (33%) esetében mutatott sejt motilitassal, sejt lizissel és aktiv mozgassal kapcsolatos gén
funkciot. Ezek kozul 2 klion (1N26 és 114) nagyfoku hasonlosagot mutatott szabadon élé
csalanozék (Hydra magnipapillata és Hydractinia sp.) nem annotalt, expresszalddo szekvencia

jelek (,expressed sequence tag”, EST) fragmentumaival.

A 18 1
16 % @ non-activated TAM
E Sactivated TAM
@ 14 @1h p..
S 12 m8 h p.i.
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1J3 114 1Ma16 11N54 1Ma2 1Ma12  2E2

Selected transcripts

Teljes Feltételezett funkcioé

Parazita fehérje (azonosito) transzkriptum

Ubiquitin-ké6té enzim E2 (1J3) 785 nt/ 181 as Fehérje lebontas
Aktin-fiiggé fehérje 3 homoldg (114) 1316 nt/ 413 as Sejt motilitas, mozgas
Frequenin-szer(i Ca?*-koté fehérje (1Mal6) 609 nt/ 175 as Szignaltranszdukcio

Phafin2 fehérje pleckstrin homolog és Zn?*-
kotd doménekkel (FYVE) (1N54)

821 nt/ 254 as Sejten bellli jelatvitel

3.22. abra: M. cerebralis parazita gének relativ kifejezédése a halgazda felismerésekor és a halban
valo fejl6dés elsd 24 orgjaban. A: 1J3: Ubiquitin-conjugating enzyme E2/ UBC-complex (UBC-E2); 114:
Actin-related protein 3 homolog (ARP3); 1Mal6: Myosin regulatory light chain, Ca?*-binding protein
(FRQ1); 1N54: Phafin2: Pleckstrin homology and FYVE domains (PH-FYVE); 1Ma2: Similar to Napb-
prov protein; 1Mal2: Ca?*-binding protein; 2E2: Coronin. *: szignifikans killonbség a gazdat felismert
parazita (aktivalt TAM) és a gazdatdl elklldnitett parazita (nem aktivalt TAM) vizsgalt génjének relativ
expresszioja/abundanciaja kozott (p<0,001). B: Gazdafelismeréskor aktiv parazita gének fobb
jellemzdi.
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A 15-bél az ismétlédések/azonos gén funkciok miatt, a kdvetkezd hét transzkriptum relativ
expresszidjat vizsgaltunk qPCR-rel: egy ubiquitin-k6té enzim E2/UBC-komplex (UBC-E2;
1J3:); aktin-figgd fehérje 3-as homoldg (ARP3; 114:); egy myosin szabalyoz6 kénnyl lanc,
frequenin Ca2+-kot6 fehérje (FRQ1; 1Ma16:); Phafin2, pleckstrin homoldgia és FYVE
domeének (PH-FYVE; 1N54:); egy Napb-prov fehérje-szerl transzkriptum (1Ma2); Ca2+-kotd
fehérje (1Ma12); és egy coronin jellegli fehérje transzkriptumat (2E2) (3.22. dbra A). A gPCR
soran a vizsgalt transzkriptumok expresszids szintjét a béta-aktin gén expressziojahoz
normalizaltuk. A hétbél 5 transzkriptum volt alulreprezentalt a nyugvé TAM stadiumban és
felUlreprezentalt az aktivalt TAM stadiumban, majd ezt kdvetéen mind az 6t transzkriptum
expresszidja fokozatosan csdkkent a halban fejl6dé korai stadiumokban. A génexpresszio
szintiében mutatkozd kilénbség négy vizsgalt transzkriptum (1J3, 114, 1Ma16, 1N54)
esetében volt szignifikans (p<0,001) (3.22. abra A és B).

A gazdafelismerésben feltételezhetbéen szerepet jatszé négy gén teljes transzkriptumat
meghatarozva, rovid géneket azonositottunk. Az ubiquitin-kété enzim E2 (1J3, EU595015)
181 as-bdl allé fehérje, benne aktiv cisztein kétéhelyekkel, Ub-thioészter maradvannyal és
interakciés ponttal az E3 alegységhez. Az aktin-fliggé fehérje 3 homolég (114, EU595011)
413 as hosszu, az aktin Ujrarendezddéséért felelés fehérje, gelsolin, profilin és ATP
kotéhelyekkel. A frequenin-szeri(i Ca?*-koto fehérjét (EF-hand superfamily, 1Mal16, EU595019)
175 as hosszunak azonositottuk, benne nagyszamu kalcium kotohellyel. A negyedik gén, a
254 as hosszu ismeretlen, Phafin2-jellegl fehérje (1N54, EU595025) két doménnel, valamint

cink és foszfatidil-inozitol kétéhelyekkel.

3.2.4. Parazitara val6 fogékonysag jellegzetességei

Halak beltenyésztettségének hatasa a M. cerebralis ferté6zottségre (Eszterbauer et al.
2015)

A sebes pisztrang tenyészallomanyok vérvonal vizsgalata allélek szintjén harom haplotipust
mutatott ki. Mitokondrialis gén alapjan (mtDNS CR) az Osszes vizsgalt egyed az atlanti
vérvonal haplotipusat mutatta (3.3 Tabladzat). A PCR-RFLP vizsgalattal torténé azonositas
soran az atlanti vérvonalra jellemz8, 1088 bp hosszu génszakasz két fragmentumra vagodott
(654 és 434 bp) Satl restrikciés enzimmel (3.23. abra). A dunai vérvonalra jellemzé
génfragmentum nem vagddik az enzimmel, azonban ez a haplotipus nem volt jelen a vizsgalt
egyedek kozott. Az LDH-C1 gén 428 bp hosszu fragmentuma a Bsell enzimmel tortént
emésztéssel 353 és 75 bp hosszu fragmentumokra vagodott az atlanti vérvonal egyedeinél,
és vagatlan maradt a dunai vérvonalhoz tartoz6 egyedeknél (3.23. abra). LDH-C1 gén alapjan
az atlanti vérvonal allélie 58%-ban, a dunai 42%-ban volt jelen. A him és néstény

tenyészegyedek kozott jelentds eltérés nem volt kimutathat6 (3.3. Tablazat). Az LDH-C1 gén
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alapjan harom genotipus volt elkllonitheté: atlanti (At), dunai (Da) és atlanti-dunai hibrid (Hyb)
vérvonal/genotipus. Ezek koézul tébbségében hibrid (49%) és atlanti (34%) egyedeket

azonositottunk (3.3. Tablazat).

3.3. Tablazat: Egyedi azonositoval jelolt sebes pisztrang tenyészallomany haplotipusai/allél tipusai
miDNS CR és LDH-C1 gének alapjan, és LDH-C1 genotipusai PCR-RFLP mddszerrel azonositva.
MtDNS CR: mitokondrialis DNS kontroll régié; LDH-C1: laktat-dehidrogenaz kontroll 1 régié; Da: dunai
allél/vérvonal; At: atlanti allél/vérvonal; Hyb: atlanti-dunai hibrid vérvonal.

Néstény Him Osszes
Egyedszam Gyakorisag Egyedszam  Gyakorisag Egyedszam  Gyakorisag
(db) (%0) (db) (%0) (db) (%)

haplotipusok

mtDNA*Da 0/64 0 0/80 0 0/144 0
MtDNA*At 64/64 100 80/80 100 144/144 100
LDH-C1*At 70/128 55 98/160 61 168/288 58
LDH-C1*Da 58/128 45 62/160 39 120/288 42
LDH-C1

genotipusok

LDH-C1*Da-Da (Da) 15/64 23 10/80 12.5 25/144 17
LDH-C1*At-At (At) 21/64 33 28/80 35 49/144 34
LDH-C1*At-Da (Hyb) 28/64 44 42/80 52.5 70/144 49

Az ivari klllénbség a dunai vérvonalu egyedek kozo6tt volt szembetlind. A 144 vizsgalt egyedbdl
25 volt dunai vérvonalu; a néstények 23%-a, mig a himek 12,5%-a tartozott az 6shonos dunai

vérvonalba.

A vizsgalt 8 mikroszatellit (msat) marker kézul az OKI-10 mutatta a legnagyobb variabilitast a
keletkezett PCR termékek méretében; 23 kilonbdz6 hosszusagu msat I16kuszt azonositottunk
a vizsgalt tenyészallomanyban. A legkisebb méret-variabilitast a Str-15 és az Str-60 msat
markerek esetében tapasztaltuk (4-4 kilénbdz6 hosszusagu terméket detektalva). Az msat
méretekbdl Osszeallitott adatbazisbdl szamitott egyedi beltenyésztettségi egyitthatd (fmsar)
értékek 0 és 0,2091 kdzott valtozott a néstény egyedeknél, és 0 és 0,6197 kdzott a himeknél
(3.23. dbra). Nulla és ahhoz kozeli érték az alacsony beltenyésztettségi foku
(nem beltenyésztett) egyedeket jelezte, mig a 0,1 folotti értékek kilonbdzb foku
beltenyésztettségre utaltak. Az fmsa €értékek alapjan a tenyészegyedeket csoportokba
rendeztik beltenyésztettségi fokuk alapjan: a 0,02 fmsar érték alatt a nem beltenyésztett (NIB)
csoportba, ndstényeknél 0,05, himeknél pedig 0,1 fmsar €érték felett a beltenyésztett (IB)
csoportba kerultek. Az NIB és IB csoportok tenyészegyedeit kulon-kilon célzottan szaporitva
hoztuk létre a kisérleti fert6zéshez hasznalt F1 utédallomanyt (3.4. Tablazat). A
tenyészegyedek beltenyésztettségében ivari kulonbségek is mutatkoztak. Mig a himek tobb
mint 40%-a beltenyésztettnek volt tekinthet6, a néstényeknél ez az érték 30% kordl volt csupan
(3.23. abra).

A kozeli rokon (REL) csoportot az msat adatokbdl szarmaztatott, paros rokonsag (pairwise

relatedness, rmsa) €rtékek becslése alapjan alakitottuk ki. Az egymassal nem rokon sziléparok
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rmsat €rtéke 0,0002 alatt volt, a kdzeli rokon (testvér-szint() paroknal 0,2 felett. A kialakitott REL

csoport him-néstény parjainak rmsa értéke 0,2208 és 0,4481 kozott valtozott.

A frequency (%)

fmsae Female o 10 20 30 40

0-0.02 — At At At At At At At At At At

0.02-0.05 [ ]

0.05 - 0.075
0.075-0.1
0.1-0.125
0.125 - 0.15
0.15-0.175
0.175-0.2
0.2-0.225
Hyb Da At Hyb Hyb Hyb At Hyb Da
B frequency (%)

- 0 40

0-0.02

0.02-0.1

o 10 20
_

0.1-0.2

0.2-0.3

03-04

0.4-0.5

0.5-0.6

0.6-0.7

3.23. abra: Sebes pisztrang tenyészallomany beltenyésztettsége és vérvonal dsszetétele. A-B: Az
egyedi beltenyésztettségi egyutthatd (fmsat) alapjan az egyes beltenyésztettségi csoportok eléfordulasi
gyakorisaga mikroszatellitek vizsgalata alapjan. A beltenyésztett csoportokat fekete oszlopokkal, a
nem beltenyésztett csoportokat (fmsar<0,02) pedig szirkével jeldltik. A fehér oszlopok a
beltenyésztettség alapjan atmenti zénéba tartoz6 csoportot jeldlik. (A) néstény, (B) him egyedek. C-D:
vérvonalvizsgalat PCR-RFLP-vel (C) mtDNS CR gén és (D) LDH-C1 gén alapjan. At: atlanti; Da: dunai;
Hyb: atlanti-dunai hibrid.

3.4. Tablazat: A M. cerebralis fert6zési kisérlethez felhasznalt, mikroszatellit és beltenyésztettségi
szint alapjan elkulonitett, sebes pisztrang (BT) csoportok f6bb jellemzdi. A szivarvanyos pisztrang
(LRBT) csoport a kisérlet pozitiv kontrollja volt.

Csoport

.. Leiras Faj Szarmazas

azonosito

nem beltenyésztett (heterozigéta . . . .
NIB egyedek) sebes pisztrang  Aufseld, Németorszag
B beltenyésztett (homozigéta egyedek) sebes pisztrang  Aufsell, Németorszag
REL quon She’teroz{gota, de kozeli rokon sebes pisztrdng  Aufsell, Németorszag

him-n&stény parok)
LBT atlanti-dunai hibrid sebes pisztrdng  Lillafired, Magyarorszag
LRBT pozitiv kontroll szlvarvanyos Lillafured, Magyarorszag

pisztrang

A fertézési kisérlethez felhasznalt, F1 utdédgeneracié beltenyésztettségének ellenérzése soran
az NIB fmsa: €rtéke 0,0002 és 0,3414 kozott, az 1B utédcsoportban 0,0004 és 0,1353 kozott
valtozott. A M. cerebralis-sal kisérletesen fert6zott sebes pisztrangok egyik csoportjanak

egyedei sem mutattak klinikai tiineteket, mig a kontroll csoport szivarvanyos pisztrangok kézott
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a farokuszo soOtét elszinezddése és egyes egyedeknél a jellegzetes forgd mozgas is

megfigyelhetd volt 1-1,5 honappal a fertézés kezdetét kovetéen (3.4. Tablazat, 3.24. A abra).
Az érett myxosporak a kisérlet negyedik honapjaban voltak kimutathaték (3.24. B abra). A

nem fert6zott, negativ kontroll szivarvanyos és sebes pisztrang allomanyok nem mutattak

klinikai tiineteket, és myxospoérak sem voltak detektalhatok bennuk.

3.24. abra: M. cerebralis fertézési kisérletben (A) klinikai tineteket mutatd szivarvanyos pisztrang
allomany (pozitiv kontroll) 1,5 hénappal a fert6zést kdvetéen, és (B) fert6zott szivarvanyos és sebes
pisztrang egyedekbdl szarmazé M. cerebralis myxosporak.
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3.25. abra: Invivo kisérletoen, sebes pisztrang csoportok M. cerebralis fert6zottségének (A)
prevalencidja, és (B) atlagos intenzitasa. *szignifikans kilénbség a referencianak tekintett
beltenyésztett (IB) csoporthoz képest (p<0,005). NIB: nem beltenyésztett csoport; IB: beltenyésztett;
REL: kozeli rokon egyedek csoportja; LBT: atlanti-dunai hibrid vérvonali egyedek csoportja. Pozitiv
kontroll: szivarvanyos pisztrang (LRBT).

A Kkisérlet végén a fej és a gerinc szdveteinek homogenizatumaban szamlalassal becsiilt
parazita spéraszamok alapjan a fert6zés prevalencidja 44 és 69% kozott alakult a sebes
pisztrang (BT) allomanyokban, de az eltérés nem volt szignifikans a csoportok kozott
(3.25. A abra). A fert6zés intenzitdsa mar latvanyosabb kildnbségeket mutatott (3.25. B abra).

A sebes pisztrang csoportok kdzll a legnagyobb atlagos myxospéra szamot az IB csoportban
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mutattuk ki (274 + 344,54; atlagos spéraszam = SD), mig az atlanti-dunai hibrid csoportban
(LBT) volt a legalacsonyabb (52 + 85,41). Az NIB és a REL csoportok a két széls6ség kozott
helyezkedtek el (91 £ 126,98 és 174 + 274,72). A pozitiv kontroll, LRBT szivarvanyos pisztrang
csoport a magas myxospora szammal és az extrém szorassal is kiemelkedett a tdbbi csoport
kozul (8517 + 25793,39). A beltenyésztett (IB) csoporthoz viszonyitva a fertézés atlagos
intenzitasa szignifikdnsan alacsonyabb volt a nem beltenyésztett, NIB és az atlanti-dunai
hibrid, LBT csoportban (p<0,005). A REL és az IB csoport kdz4tt szignifikans eltérés nem volt

kimutathato.

Vér szerepe a M. cerebralis és a M. pseudodispar fert6zéttségben (Sipos et al. 2018)

A M. cerebralis-specifikus gPCR alkalmazasakor a Kelley et al. (2004) altal leirt 88 bp hosszu
18S rDNS termék helyett, 178 bp hosszu DNS fragmentumot kaptunk, amit DNS
szekvenalassal is igazoltunk. A mintavételek soran néhany halbdl, a halak kis mérete és az
altatds soran bekdvetkezd vérnyomas csdkkenés miatt, nem sikerllt vért venni, ezért az
Osszes kisérletbe vont hal szamahoz képest, a vizsgalt (mintazott) halak szama a sebes és
szivarvanyos pisztrangok 1 napos csoportja esetében alacsonyabb volt (3.5. Tablazat).
Erdekes médon a M. cerebralis vérben valé jelenléte kimutathaté volt mindkét halfaj esetében.
A negativ kontroll egyedek qPCR-rel mind negativak voltak.

3.5. Tablazat: Pisztrangfélék vérében a kisérlet soran kimutatott M. cerebralis fertézés prevalenciaja

és qPCR adatokbdl szarmaztatott relativ intenzitasa. A fert6zés relativ intenzitasanak becslése a
kalibralt, normalizalt relativ mennyiségi értékek logaritmusaval (logi10CNRQ) tortént.

Halfai Idépont 10910CNRQ I;:;Z?;LI Prevalencia

sebes 1 nap 1,4-2,26 2,01 0,440 5/6 83,33
AN 1 hét -0,23 - 1,59 0,74 0,580 9/9 100

P 9 1 hénap -0,96 — 0,02 -0,12 0,400 7/13 53,85

- 1 nap 1,889 - 3,173 2,232 0,619 5/8 62,5
szIvarvanyos ¢ -2,292 — -0,957 1,619 0,580 7/10 70

pisztrang 1hé

6nap 0 0 0 0/12 0

0: nem mutattunk ki parazitat; *néhany esetben (pl. sebes és szivarvanyos pisztrang 1 napos mintavétel)
nem minden egyedbdl tudtunk vért venni a halak kis mérete és az altatds okozta vérnyomascsokkenés
miatt, ezért a mintdk szama alacsonyabb a tébbi csoport mintaszamahoz képest.

A fertézés prevalenciaja szignifikansan eltért a sebes és szivarvanyos pisztrangban (Chi-
négyzet proba, p=0,015); tébb sebes pisztrang egyed volt fert6zott a parazitaval, mint
szivarvanyos pisztrang (3.5. Tablazat; 3.26. A abra). Egy hénappal a fertézést kdvetden a
fertézés prevalenciaja szivarvanyos pisztrangban nullara csdkkent, pontosabban a parazita
mennyisége a qPCR kimutatasi hatéra ala kertlt (3.26. A abra). A fertézés intenzitdsa a sebes
pisztrangban 6sszességében magasabb volt, mint szivarvanyos pisztrangban (3.26. B abra),

bar ez a kildnbség a magas szoras miatt és a fejlédés kiillénb6zd stadiumaiban mért nagyon

69



dc_1729 20
- - Eredmények

eltéré értékek miatt nem volt szignifikans. A fert6zés intenzitasa folyamatosan csokkent a
fejlédés el6rehaladtaval. Egy héttel a fertézést kdvetéen a két halfajpan kimutatott fert6zési
intenzitas szignifikans mértékben eltért (Welch-préba, p<0,001; 3.26. C gbra). Szintén
szignifikansnak tekinthetd a kilénbség 1 hénappal a fertézést kdvetben, amikor szivarvanyos

pisztrangban a fert6zés intenzitasa mar a detektalasi kliiszdb ala kerult (3.26. C abra).
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3.26. abra: M. cerebralis fertézés eredménye sebes pisztrang (BT) és szivarvanyos pisztrang (RBT)
vérében 1 nappal, 1 héttel és 1 hénappal a fertézést kdvetden. A: a fert6zés prevalencigja; B: a fertézés
intenzitdsa halfajok kodzotti 6sszehasonlitasban; C: fertdzés intenzitdsanak dinamikaja a kildnb6zé
mintavételi idépontokban halfajonként. (A) szignifikans kiloénbség p<0,001. A fert6zés relativ
intenzitdsanak becslése a qPCR adatokbdl szarmaztatott, kalibralt, normalizalt relativ mennyiségi
értékek logaritmusaval (logi10CNRQ) tortént.

3.6. Tablazat: Pontyfélék vérében kimutatott M. pseudodispar fert6zés prevalencidgja és gPCR
adatokbdl szdrmaztatott, relativ intenzitasa két fert6zési kisérletben. A fert6zés relativ intenzitasanak
becslése a kalibralt, normalizalt relativ mennyiségi értékek logaritmusaval (logi10CNRQ) tortént.

Halfaj IdSpont 10910.CNRQ lirsesr:zzol:tal Prevalencia
(p.e) Min — Max Median SD (db)* (%)
Kisérlet 1
1 nap -0,68 — 2,47 2,12 0,99 10/10 100
bodorka 1 hét -0,32-2,10 1,19 0,97 8/11 72,73
1 hénap 0,65 — 3,25 2,35 1,10 5/10 50
1 nap 0,51-1,12 0,96 0,31 3/10 30
ezustkarasz 1 hét 1,49 -1,49 1,49 - 1/12 8,33
1 hénap 1,14 - 2,06 1,47 0,39 4/12 33,33
. i i 1 nap 2,14 - 3,34 2,50 0,41 6/10 60
Vorck’zzjzmy“ 1 hét 2,82 — 2,82 2,82 - 111 9,09
9 1 hénap 0,92 —-2,24 1,89 0,58 4/12 33,33
Kisérlet 2
bodorka 1 nap 0,78 -1,83 1,33 0,43 6/9 66,67
1 hét 0,91-1,83 1,07 0,40 5/9 55,56
1 hénap 0,11 -2,79 1,54 0,87 8/10 80
dévérkeszeg 1 nap 1,23-1,33 1,28 0,07 2/9 22,22
1 hét 0,91 -1,69 1,30 0,55 2/9 22,22
1 hénap n.a. n.a n.a n.a n.a
vorésszarnyd 1 nap 2,20 - 3,95 2,58 0,64 6/9 66,67
keszeg 1 hét 1,79 - 5,62 2,74 1,36 6/9 66,67
1 hénap 2,05-3,11 2,41 0,39 4/10 40

n.a.: nincs adat, -: nem relevans
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A M. pseudodispar-ral végzett 1. sz. kisérlet soran a fert6zés prevalencigjaban szignifikans
kllénbség mutatkozott a vizsgalt halfajok k6z6tt (Chi-négyzet préba, p<0,001). Bodorkaban
szignifikdnsan magasabb prevalenciat mutattunk ki, mint ezistkaraszban és vorosszarnyu
keszegben (3.6. Tablazat; 3.27. A abra). A negativ kontroll egyedek gPCR-rel mind negativak
voltak. Erdekes médon a fertézés dsszesitett intenzitasa, és az 1 héttel a fertézést kdvetd
intenzitas a vordsszarnyu keszegben volt a legmagasabb (3.27. B és C abra). A fert6zés
intenzitasa szignifikansan kulénbdzott a vordsszarnyu keszeg és az ezlstkarasz kozott (Tukey
teszt, dsszesitett: p=0,041 és 1 napos: p=0,016), valamint vérésszarnyu keszeg és bodorka
kozott (Osszesitett: p=0,043). Viszont nem volt szignifikans kuldonbség bodorka és ezustkarasz
kozott (3.27. C abra). Egy héttel vagy 1 honappal a fertézést kovetéen a fert6zés intenzitasa
nem volt szignifikansan eltérd a halfajok kozott. A M. pseudodispar fertézés iddbeli
alakulasaban nem volt megfigyelheté tendencia, annak szintje a kisérlet ideje alatt kdzel
azonos szinten maradt (3.27. C abra).
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3.27. dbra: M. pseudodispar 1. sz. fertézési kisérlet eredménye bodorka (Rr), ezistkarasz (Cg) és
vorosszarnyu keszeg (Se) vérében 1 nappal, 1 héttel illetve 1 hénappal a fertézést kdvetben. A: a
fertézés prevalenciaja mintavételi idépontonként és halfajonként; B: a fert6zés intenzitasa halfajok
kozotti  dsszehasonlitdsban; C: fertézés intenzitdsanak dinamikaja a kildnbdzd mintavétel
id6pontokban halfajonként. Szignifikans kulénbség jeldlése: (a) p=0,043 és (b) p=0,041. A fert6zés
relativ intenzitasanak becslése a qPCR adatokbdl szarmaztatott, kalibralt, normalizalt relativ mennyiségi
értékek logaritmusaval (log10CNRQ) tortént.

A M. pseudodispar 2. sz. kisérletben a fert6zés prevalenciaja szintén szignifikansan eltérd volt
halfajonként (Chi-négyzet proba, p<0,001). Alacsonyabb prevalencia volt kimutathato

dévérkeszegben, mint bodorkaban és vorosszarnyu keszegben (3.6. Tablazat; 3.28. A abra).

A fertbzés intenzitdsa halfajonkénti Osszesitésben az 1.sz. kisérlethez hasonléan a
vorosszarnyu keszegben szignifikdnsan magasabb volt, mint a masik két vizsgalt halfajban
(3.28. B dbra). Dévérkeszegben és bodorkaban a fertézés intenzitdsa hasonld volt,
szignifikans kildnbség nem volt kimutathatd. A fert6zés intenzitdsa ebben a kisérletben is

kézel azonos szintli volt, bar halfajonként ez a szint eltért. Vorésszarnyua keszegben
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szignifikdnsan magasabb volt a vérben kimutatott parazitak mennyisége a masik két halfajhoz
képest szinte minden mintavételi idépontban (kivétel dévérkeszeg és virosszarnyu keszeg 1
hetes fert6zottségének dsszehasonlitasaban) (3.28. C abra).
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3.28. abra: M. pseudodispar 2. sz. fert6zési kisérlet eredménye bodorka (Rr), dévérkeszeg (Ab) és
vorosszarnyu keszeg (Se) vérében 1 nappal, 1 héttel illetve 1 honappal a fertézést kévetéen. A: a
fert6zés prevalenciaja mintavételi idépontonként és halfajonként; B: a fert6zés intenzitasa halfajok
kozotti dsszehasonlitdsban; C: fertézés intenzitdsdnak dinamikaja a kulénb6z6 mintavételi
idépontokban halfajonként. Szignifikans kulonbség jeldlése: (A) p=0,002; (b) p=0,035; (c) p=0,02; (d)
p=0,015. A fert6zés relativ intenzitasanak becslése a qPCR adatokbdl szarmaztatott, kalibralt,
normalizalt relativ mennyiségi értékek logaritmusaval (log10CNRQ) tértént. n.d.: nincs adat.

3.3. Fert6zés elleni védekezés; gyakorlati alkalmazhatésag

»Csalihal” alkalmazasanak lehetdségei (Kallert et al. 2009)

A Kkisérleti eredményre alapozva, mely igazolta, hogy a M. cerebralis gazdafelismerése és
gazdaba val6 bejutasa nem halfaj-specifikus reakcié (3.2.3. alfejezet, Kallert et al. 2009), in
vivo kisérleti rendszerben vizsgaltuk ,csalihal’ alkalmazasanak lehet6ségét a fogékony
halallomany fert6z6désének megakadalyozasara. M. cerebralis esetében a pontyot mint
csalihalat hasznaltuk a parazita TAM-ok ,el6kezeléséhez” a TL szivarvanyos pisztrang
fert6zést megel6z6en. Az elbkezelés nélkuli TAM-mal fertéz6tt, kontroll pisztrang csoportban
az atlagos myxospora szam egységnyi térfogati homogenizatumban 3,88 (+ 0,54 SEM) volt,
mig a ponty csalihallal inkubalt TAM-mal valé fert6zés eredményeként 1,74 (£ 0,36 SEM). A
ponttyal vald ,el6inkubalas” fert6zési intenzitast csdokkentd hatasa erdésen szignifikans
(p<0,005) volt a kontrollhoz képest.

Nyalkasporas fert6zés akadalyozasa ,,csali vegyulettel” (Kallert et al. 2014)

Az inozin-arginin séoldat (IA) mindkét in vitro tesztben nagyobb aktivalé hatast valtott ki a
parazita TAM-ra mint az inozin (Ino) 6nmagéban (3.7. Tablazat). A negativ kontroll (viz) altal
kivaltott aktivalé hatas minden esetben szignifikansan alacsonyabb volt, mint a pozitiv kontroll
halnyalka kivonat hatasa (p<0,05) (3.7. Tablazat).
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3.7. Tablazat: M. cerebralis és M. pseudodispar actinospdrakon (TAM-ok) végzett in vitro aktivacios
tesztek eredménye a polaris filamentum kilk6dés és a sporoplazma kijutas atlagos aranya (%-ban)
alapjan. Az (A) 1. sz. tesztet 6-6 parhuzamos mintdval, (B) a 2. sz. tesztet fajonként 12 mintéval
végeztik. A TAM-ok aktivalasara kilonb6zé koncentracioju inozin (Ino) és inozin-arginin oldatot (1A),
halnyalka kivonatot (pozitiv kontroll) és vizet (negativ kontroll) hasznaltunk. N: 6sszes vizsgalt TAM. *
szignifikans kildnbség a negativ kontrollhoz képest (p<0,05).

Polaris filamentum .
Sporoplazma kijutas

F;L?:;)doe/os) +/- SEM (atlag, %) +/-SEM N (db)
(A) In vitro teszt 1
M. cerebralis
Negativ kontroll 12,12 2,24 0 - 165
Ino 0,5 mg/ml 27,75 3,65 9,56* 3,63 251
IA 0,05 mg/ml 31,06 4,49 12,31* 4,52 268
Halnyalka kivonat 32,56* 2,13 14,34* 6,21 251
M. pseudodispar
Negativ kontroll 6,92 2,82 0 - 159
Ino 0,5 mg/ml 11,29* 3,15 28,74* 8,19 174
IA 0,05 mg/ml 11,63* 1,87 35,82* 4,80 201
Halnyalka kivonat 18,03* 9,03 51,20* 7,0 125
(B) In vitro teszt 2
M. cerebralis
Negativ kontroll 22,50 6,76 0 - 195
Ino 0,1 mg/ml 36,36* 4,38 2,76* 1,52 181
IA 0,01 mg/ml 27,16 4,40 1,62* 0,87 243
IA 0,1 mg/ml 58,27* 2,36 3,62* 1,33 219
Halnyalka kivonat 38,67* 5,08 6,22* 1,30 193
M. pseudodispar
Negativ kontroll 7,32 2,68 2,38 1,20 252
Ino 0,1 mg/ml 11,95 2,50 22,53* 3,75 342
IA 0,01 mg/ml 15,73 3,12 17,08* 3,68 267
IA 0,1 mg/ml 38,64* 7,91 30,34* 3,86 379
Halnyalka kivonat 34,62* 3,84 43,65* 5,31 323

Az elsé kiseérletben viszonylag alacsony aktivalasi aranyt tapasztaltunk a polaris filamentum
kilokédésének vizsgalata alapjan. A sporoplazma kijutds vizsgalatakor fajspecifikus
kildnbségek voltak megfigyelheték. Nagyobb aranyu sporoplazma kijutas volt kimutathato
M. pseudodispar esetén, mint M. cerebralis-nal (3.7. A Tablazat). A sporoplazma kijutas

aranya a pozitiv kontroll esetében volt a legmagasabb mindkét parazita fajnal.

az IA oldat aktivaldo hatasa mindkét fajnal szignifikansan nagyobb volt, mint az azonos
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koncentracioju (0,1 mg/ml) Ino oldaténak (p<0,05) (3.7. B Tablazat). A M. pseudodispar
polaris filamentuma kildk6édésének vizsgalata sordan az Ino oldatnal 10-szer higabb
(0,01 mg/ml) 1A hasznalataval is szignifikdnsan nagyobb hatast lehetett elérni (p<0,05). A
0,1 mg/ml IA oldat pedig a pozitiv kontrollnal is jobban teljesitett mindkét fajnal; a M. cerebralis-
nal megfigyelt 20%-os kulonbség mar szignifikans volt (p<0,05) (3.7. B Tablazat). A
sporoplazma kilok6dés aranya minden esetben szignifikdnsan magasabb volt a negativ
kontrollhoz képes (p<0,001).

Az in vitro kisérleti eredmények alapjan, 0,01 mg/ml Ino és 0,018 mg/ml IA oldat TAM aktivalo
hatasat vizsgaltuk invivo kisérletben. Az Ino vagy |A oldattal fert6zés el6tt nem kezelt
M. pseudodispar TAM-mal fert6zo6tt bodorkak (kontroll csoport) kdzul 10-bdl 4 maradt életben,
amelyekben az atlagos myxospéra szam 181250 db/ml homogenizatum + 38500 SEM volt. Az
Ino oldattal el6kezelt TAM-okkal fert6zott bodorkakban (n=7) az atlagos myxospora szam
200000 db/ml + 88250 volt, mig az IA oldattal kezelt csoportban (n=7) ez az érték 90000 +
43750 volt. A kontrollhoz képest az IA oldattal térténé kezelés esetén a fertézés intenzitasa
szignifikansan alacsonyabb volt (p<0,05). Az IA és Ino oldatok hatasa kdzott a nagy széras

miatt nem volt szignifikans a kildénbség (t-teszt, p=0,28).
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4. MEGBESZELES

A nyalkasporasok kutatasaval 19. szazadi elsé kimutatasuk ota tébb szaz parazitologus
foglalkozott, am a tanulmanyok tébbsége fajok leirasara, jellemzésére, és gerinces gazdaban
valo eléfordulasuk kérdéskorére koncentralt. Ez aldl talan csak a koértani jelentéséggel bird
fajok voltak kivételek, amelyek esetében a gazdat (els6sorban halakat) érint¢ fert6zés
koévetkeztében kialakult betegség klinikai tlineteit, az elvaltozasok jellegét vizsgaltak, illetve a
diagnosztika, a megelézés, és a kezelés lehetséges modjait keresték. A sok szempontbdl
alapmiinek szamité Shulman (1966) monografiat, a 2000-es években spoéramorfolégia,
gazdakor, és szervi/szoveti lokalizacié tekintetében aktualizaltak szamos nemzetség
esetében, kiegészitve a listakat az eltelt évtizedek alatt leirt tdbb szaz 0j fajjal: Myxobolus
(Eiras et al. 2005, 2014), Henneguya (Eiras 2002, 2012); (Eiras & Adriano 2012),
Thelohanellus (Zhang et al. 2013), Ceratomyxa (Eiras 2006), Chloromyxum (Eiras et al. 2012),
Sphaeromyxa (Whipps & Zhao 2015), Myxobilatus (Rangel et al. 2014). Ezekben az
Osszefoglald mivekben mar helyet kaptak olyan korabban leirt fajok is, melyek ,Ujra-leirasa”
molekularis biolégiai jellemzése alapjan tértént meg. A taxonomiai vizsgalatoknak nagy
lenduletet adott a nyalkasporasok életciklusanak tisztdzasa, aminek alapjan vildgossa valt,
hogy egy adott nyalkasporas faj két gazdaban fejlédik, és két teljesen eltéré sporatipussal
rendelkezik. Ett6l kezdve a molekularis és filogenetikai vizsgalatok a fajok életciklusanak
azonositasaban is fontos szerepet jatszottak (lasd késébb részletesen a 4.1. alfejezetben)
(Eszterbauer et al. 2015a). Az azonositott életciklusok szama pillanatnyilag 47 (1.1. Tablazat),
ezek kozll azonban csak 5 faj (M. cerebralis, M. pseudodispar, M. parviformis, Ceratonova
shasta, Tetracapsuloides bryosalmonae) teljes életciklusat sikerll in vivo laboratoriumi
korulmények kozott fenntartani (Eszterbauer et al. 2015a). Az 5 fajbdl ketté (M. cerebralis és
M. pseudodispar) életciklusa, a vilagon egyeduliként, sajat laboratériumunkban elérhets. A
Sphaerospora molnari és harom Enteromyxum faj (E.leei, E. scophthalmi, E. fugu)
életciklusanak halon bellli fejlédése (fejlédési alakok halrél-halra valo atvitelével) tarthato fent

laboratdriumi kordlmények kdzott (Eszterbauer et al. 2015a, Korytar et al. 2019).

A rendkival munka- és idGigényes tenyésztés a legtdbb faj esetében nem megoldott. Egy
kdnyvfejezet keretein belll foglaltuk 6ssze ismereteinket a nyalkaspérasok életciklusardl, a
fejlédést befolyasold tényez6krdl, az in vivo és in vitro laboratériumi tenyésztés lehetéségeirdl
és korlatairdl (Eszterbauer et al. 2015a). A jelen dolgozatban 6sszegzett kutatasok alapjat
képezi az a lassan két évtizedre visszatekint§ tapasztalatgyijtés, modszertani fejlesztés,
tesztelés és optimalizalas, ami szikséges volt ahhoz, hogy a parazita gazdait (halakat és
kevéssertéji férgeket) azonositasuk utan szaporitani és SPF koérlilmények kozoétt nevelni
tudjuk. Tovabba, hogy képesek legyilink a parazita idézitett atvitelére egyik gazdardl a masikra,

akar egyedi fert6zés formajaban is, és hogy megfelel6 mintakat tudjunk szolgaltatni a
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molekularis bioldgiai, funkcionalis genetikai, vagy akar szdvettani alapu (pl. ISH)
vizsgalatokhoz. Az invivo laboratériumi tenyésztés modszertananak fejlesztése tette
szamunkra lehetéveé, hogy a nyalkaspérasok (ezek kozil is leginkabb a kutatécsoportomban
fenntartott két modell faj) fejlédésének olyan aspektusait tanulmanyozzuk kisérletesen, mint a
gazdafelismerés vagy a gazdara val6é fogékonysag fejlédéstani hattere, amik természetes

fert6zottségli gazdak esetén nem lettek volna ilyen mélységben vizsgalhatok.

4.1. Gazdafajlagossag filogenetikai vizsgalatanak megbeszélése

Myxobolus fajok és kozeli rokonaik

Az 1990-es évek végetdl a molekularis bioldgiai médszerek elterjedése nagy lendlletet adott
a nyalkasporas parazitak taxonomiai jellegl vizsgalatanak. Korabban a nyalkaspéras fajok
leirdsa és rendszerezése kizardlag a gerinces gazdaban fejl6dé myxosporak morfolégiai
jellemzbi alapjan tortént, és Wolf és Markiw (1984) mérfoldkének szamitdé munkajanak
publikalasaig nem is volt ismert, hogy a nyalkasporasok kétféle sporatipussal rendelkeznek.
Ezért a gerinctelen gazdaban fejl6dé actinospérakat az 1990-es évekig kilon fajként irtak le
(Stolc 1899, Janiszewska 1955, 1957, Marques 1982). A DNS alapu technikak (PCR, DNS
szekvenalas) lehet6séget adtak az ,actinospora — myxospoéra parok” azonositasara, és utat
nyitottak a nyalkaspéras fajok rokonsagi viszonyainak és evollciés fejlédésének behatd
tanulmanyozasahoz. A korai tanulmanyokban adott él6hely vagy féldrajzi terllet actinospora
tipusainak felmérd jellegl vizsgalata soran a morfoldgiai valtozatossag kimutatasa volt az
els6dleges cél. Az 1990-es évektdl a fert6zottség prevalenciajanak és szezonalitasanak
vizsgalata is fokuszba kerult (Yokoyama et al. 1991, EI-Mansy et al. 1998a, b, Xiao & Desser
1998a, b, ¢, Ozer et al. 2002, Negredo et al. 2003, Oumouna et al. 2003). A legtébb vizsgalat,
féldrajzi elterjedéstél fuggetlendl igen alacsony (sokszor 1% alatti) fert6zéttséget mutatott ki
kevéssertéji féreg gazdakban, néhany kivétellel, mint pl. a 33,3%-0s Aurantiactinomyxon
pavinsis fert6zottség a skét felféld gyorsfolyasu patakjaiban (Holzer et al. 2004). A gerinctelen
gazdak actinospéra fertézottségét hosszabb ideig vizsgalva (akar 1 évig is) magasabb
prevalencia volt kimutathaté (Yokoyama et al. 1993, El-Mansy et al. 1998a, b), bar a
fert6zottség 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) eléforduld kevéssertéjii féreg fauna actinospora fert6zottségének
Odsszehasonlitdsakor jelents kuldnbséget mutattunk ki a természetes vizi és a halgazdasagi
Branchiura sowerbyi féreg allomany nyalkaspéras fert6zottségének prevalenciaja kozott
(Tisza: 0,9% és TEHAG: 50%). Erdekes médon 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 actinospora fert6zottségét korabban behatdan tanulmanyoztdk El-Mansy et al.
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(1998a). Az évtizedeken at alaposan tanulmanyozott halfauna mellett a TEHAG kevéssertéji
féreg allomanyanak actinospéra fertézottségét célzé vizsgalat azonban DNS alapu
Osszehasonlitas nélkdl zajlott, igy sajat vizsgalati eredményeinkkel csak sporamorfolégia
alapjan volt dsszevethet6 a kimutatott actinospéra fauna. Bar fenotipusos bélyegek alapjan
kimutattunk hasonldésagokat, az actinospdra tipusokra jellemzd, sokszor fajon belli
morfoldgiai valtozatossag nem tette lehetévé El-Mansy et al. altal megfigyelt tipusokkal valo
azonositast. Az altalunk kimutatott 10 ,genotipus” 14 kilénbdz6 ,morfotipust” takart. A spora
morfologiaban mutatkozo kilénbség legtdbb esetben morfometriai eltérés volt. Voltak azonban
olyan tipusok is (pl. AUR'B1’ és 'B2’), melyek DNS szinten azonosak voltak, azonban jelentds
alaki eltérést mutattak. Hasonlé eredményt korabban aurantiactinomyxon esetében kimutattak
mar (Hallett et al. 2002). A DNS szekvencia szint(i és filogenetikai dsszehasonlitas tobb
»,myxospora — actinospéra par’ azonositasat tette lehetévé. A kimutatott raabeia tipusu
actinospéra 99,4%-0s azonossagot mutatott az aranyhal kopoltyuivén fejl6d6, hazankban
eddig nem detektalt Myxobolus cultus fajjal. igy kézvetve elséként igazoltuk a M. cultus hazai
jelenlétét. Elséként azonositottuk a ponty belsé szerveiben fejl6dé Thelohanellus hovorkai
actinospéra tipusat (aurantiactinomyxon 'A’), az aranyhal epehdlyagjaban spérat képezd
Zschokkella faj guyenotia tipusu actinosporajat, valamint a bodorka Uszoéjan, a béralatti
kotészovetben fejl6ddé Myxobolus woottenii triactinomyxon tipusat (TAM 'D’). Utébbi faj leirasa
késbbb tortént meg a myxospoéra teljes jellemzését kdvetden (Molnar et al. 2010). Fejlédési
kisérlettel kordbban mar igazoltuk, és a halgazdasag Tubifex allomanyaban is kimutattunk
triactinomyxon tipusu actinospérakat (TAM °A’, 'B’, ’C’), melyek a pontyfélék izomzataban
fejlédé M. pseudodispar actinospoéra alakjanak bizonyultak. Bar a gazdasag halfaungja
parazitoldgiai szempontbdl jol tanulmanyozottnak volt tekinthetd, a vartnal kevesebb spoéra
part sikerllt azonositanunk. Ennek oka lehet, hogy kétéltliek és hullék is a nyalkasporasok
gerinces gazdai lehetnek, amelyek nyalkaspéras fert6zottségét az adott terileten még
egyaltalan nem, de hazankban mashol is legfeljebb csak esetileg vizsgaltak eddig. Oka
lehetett az is, hogy nem a megfelel6 idépontban/évszakban tértént a gerinctelen gazdak
mintavétele, igy sok esetben elmulaszthattuk az érett actinosporak kifejlédésének idészakat.
Ezen tulmenden a nem elég specifikus PCR rendszer, vagy a myxospora tipus DNS
szekvenciajanak hianya is okozdja lehetett az alacsony aranyu spoéra parok kimutatasanak. A
2000-es évek eleje volt a génbanki nyalkasporas adatbéazisok létrejottének idészaka, a DNS
szekvencia benyujtasok szama ugyan er6teljesen novekvdben volt, de még viszonylag
kisszamu kutatocsoport foglalkozott a szekvencia adatbazisok bdvitésével. A Myxobolidae
csaladba tartozo fajok DNS szekvenalasaban és genetikai jellemzésében a vilag élvonalaba
tartozunk kollégaimmal, az évek soran tobb szaz benyujtassal novelve a génbank adatbazisat.

Az actinospora tipusok felméré vizsgalataval igazoltuk, hogy a spéramorfolégia 6nmagaban
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nem elegendé adott nyalkasporas faj actinospéra stadiumanak jellemzéséhez, hanem a DNS

szekvencia, és a gazdafaj azonositasa is elengedhetetlen része a pontos faj/tipus leirasnak.

Az izomparazita nyalkaspoérasok, azok kozil is a M. pseudodispar mar a korabbi vizsgalatok
alapjan is kulonlegesnek volt tekinthetd a fajon bellli nagyfoku genetikai variabilitas miatt. Az
actinospéra stadiumok felmérd vizsgalata soran detektalt akar 3,6%-0s kilénbség a 18S rDNS
szekvenciaban megerésitette a myxosporakon korabban végzett vizsgalatok eredményét,
mely egyes esetekben 5% korlli kulénbséget mutatott ki pontyfélék M. pseudodispar
izolatumai kdz6tt (Molnar et al. 2002). Az izomzatban spérat képzd nyalkasporasok esetében
a fajon bellli genetikai variabilitas nem egyedilallé (Molnar et al. 2002, 2012, Molnar &
Eszterbauer 2015). A f6leg természetes fert6zotiségbdl szarmazdé M. pseudodispar
izolatumok filogenetikai vizsgalata soran oOt, pontyfélékhez tartozé halfajbdl (bodorka,
dévérkeszeg, karikakeszeg, voOrdsszarnylu keszeg, szélhajtd kisz) szarmazd 17-féle
M. pseudodispar myxospora izolatumot és a génbankban elérhetd izolatumok szekvenciait
hasonlitottunk 6ssze (Forré & Eszterbauer 2016). A rokonsagi viszonyok alapjan a halfaj
szerinti elkllénilés szembetlind volt, a legtdbb izolatum a gazdahalnak megfeleléen &t
fékladba 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 valdszinlsitette a kivételek
megjelenését, és tekintve a csoportokon bellli és a csoportok kozotti DNS  szintl
hasonlésagokat, a ,csoporton kiviliek” megjelenése elbre jelezhetd volt. Az 6t filogenetikai
csoporton belll a 18S rDNS alapu genetikai azonossag 99,3-99,9% ko6z6tt mozgott, mig a
csoportok kozott 95,2-98,8%-0s azonossag mutatkozott, sok esetben atfedéssel a csoporton
beluli értékekkel. A legtdbb nyalkasporas faj esetében elfogadott, 1% koruli fajon bellli
kilénbség a 18S rDNS szekvenciaban (Molnar & Eszterbauer 2015) ennél a fajnal
egyértelmien nem érvényesiil, és felveti a kérdést, hogy a M. pseudodispar egy fajnak
tekinthet6-e, vagy tobb fajrél van szo. A vizsgalt izolatumok legtdbbje a Balatonbdl szarmazott,
ami egy hal- és nyalkaspérasfaunaban gazdag vizterilet (EI-Mansy et al. 1998b, Molnar et al.
2002). A M. pseudodispar legtdbb ismert gazdaja 8shonos a téban, és a gerinctelen
kevéssertéjii féreg fauna is fogékony a parazitara. A parazitdaban gazdag él6helyen a
kevéssertéji féreg gazdak gyakran tobbféle nyalkaspéras fajjal fertézottek egyidejileg (El-
Mansy et al. 1998b). A kevéssertéjl férgek a nyalkaspérasok végleges gazdai, bennik zajlik
a parazita ivaros szaporodasi fazisa (Morris 2012, Feist et al. 2015). Ennek megfeleléen
elméletileg lehetséges, hogy a M. pseudodispar genetikai vonalak rekombinalédnak a
végleges gazdaban, igy ndvelve a genetikai valtozékonysagot az izolatumok/genetikai vonalak
kozott. A M. pseudodispar fert6zottség magas prevalenciajat tekintve (akar 80% is lehet

balatoni bodorkakban — személyes megfigyelés), nagy a valészinlisége, hogy genetikailag
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eltéré vonalak ,talalkoznak”, ami teret adhat és felgyorsithatja a fajképzédés folyamatat. A
parazitak eltérd evolucios stratégiat kovetve 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 ,kilénbséget tesz”
elsédleges és masodlagos gazdak kdzott. Az elsédleges gazda az, amihez a parazita
megfeleld mdédon alkalmazkodott, és ez az a gazda, ami biztositja a parazita tulélését. A
masodlagos gazdahoz a parazita keveésbé adaptalodott, szaporodasanak sikere is kevésbé
fugg ettdl a gazdatol. A kétféle gazda kdzott azonban valtani tud a parazita, ha ezt a kérnyezeti
koérdlmények (pl. klimavaltozas, gazda elérhetésége stb.) megkivanjak. A gazdacsere (host-
switch) ennél joval radikalisabb Iépés. llyenkor egy teljesen uj, korabban nem fogékony fajon
telepszik meg a parazita, és akar nagymérték(i taxondémiai ugras is bekdvetkezhet a
gazdakorben (Rozsa et al. 2015). Gazdavaltdas a M. pseudodispar esetében is
bekovetkezhetett. A faj széles gazdaspektrummal rendelkezik, korabbi és a jelen vizsgalat is
megerdsitette, hogy elsédleges gazdaja a bodorka, ami egyben a faj eredeti, tipus gazdaja is.
A gazdavaltas magyarazhatja azt is, hogy bizonyos izolatumok a gazdafajtél eltéré kladban
helyezkednek el a filogenetikai fan. Elképzelhetd, hogy ezekben az esetekben mar megtortént
a gazdavaltas, de genetikailag (a megérzott 18S rDNS alapjan) még a korabbi elsédleges
gazdahoz tartoznak. A M. pseudodispar német genetikai vonalon (lineage GER; Mp R-T50)
végzett kisérleteink eredménye (3.2.1. alfejezet) azt mutatta, hogy ennek a genetikai vonalnak
a bodorka az elsédleges, és a dévérkeszeg a masodlagos gazdaja (mig genetikailag sem a
bodorka, sem a dévérkeszeg kladhoz nem tartozik, a filogenetikai fan azok k6z6tt helyez6doétt
bazalisan). A dévérkeszegben joval alacsonyabb prevalencigju és intenzitdsu fertézés volt
indukalhaté kisérletesen, mint az elsédleges gazda, bodorka esetében. Viszont érett
myxosporak alakultak ki dévérkeszegben, ellentétben a szintén kisérletesen vizsgalt
vorosszarnyu keszeggel, amelyben csak fejlédési alakok, érett myxospdra azonban nem volt
detektalhaté. Ez alapjan a vorésszarnyu keszeg nem tekinthetdé sem elsddleges, sem
masodlagos gazdanak, sokkal inkabb egy fejlédési zsakutcanak a kisérletesen vizsgalt
parazita genetikai vonal szempontjabdl. Az Mp T-50 genetikai vonal viszont csak egy a
tucatnyi M. pseudodispar izolatum kozul, melyek gazdaspektruma kilonbozd meértékben
ugyan, de valoszinUsithetéen eltér a kisérletesen vizsgalt genetikai vonalétol. Ezek alapjan az
is feltételezhet6, hogy ujabb vizsgalatokkal a gazdak kore tovabb bévil (a kdzlemény
megjelenése Ota balinban, domolykdban is kimutattuk M. pseudodispar jelenlétét). A
gazdavaltas lehetéségét a tengeri halak izomzataban fejl6d6 Kudoa thyrsites faj esetében is
valészinUsitik (Whipps & Kent 2006). A szerzdk nyolc kulénbdzd foldrajzi régiod K. thyrsites
faungjat vizsgalva arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy lokalis populaciok féldrajzi
elszigeteltsége valtotta ki a genetikai vonalak elkilonulését. A gazdavaltas kapcsan kérdés,

hogy a masodlagos gazdaban fejl6d6 myxospoérak fert6zOképesek-e. Az altalunk végzett
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kisérletes fert6zés soran a dévérkeszegben Kkifejlédott myxospérakkal nem sikertlt
megfert6zni fogékony kevéssertéji allomanyt, mig a bodorkabdl szarmazé myxosporakkal a
fert6zés minden esetben sikeres volt. Lehet, hogy egyszeriien csak a fertézés intenzitasanak
szignifikans kulonbsége, a dévérkeszegbdl kinyert kisszamu myxospora miatt volt sikertelen a
fert6zési kisérlet, de az is elképzelhet6, hogy a gazdavaltas a kevéssertéji féreg gazda
tekintetében is érvényeslilt. Eddigi ismereteink alapjan ugy tinik, hogy a M. pseudodispar nem
egységes faj, hanem egy faj-komplex, hasonléan a Chloromyxum fluviatile és a Zschokkella
nova faj-komplexekhez (Lom & Dykova 1993, Fiala 2006, BartoSova & Fiala 2011). Azonban
a faji hatarok mesterséges meghuzasa nem egyszerii feladat. Fert6zési kisérletekkel
tisztazhato lenne az egyes genetikai vonalak gazdakore, mely a faji szintld elkulonitést
segitené, azonban a nyalkasporas életciklus laboratériumi fenntartasanak korlatai erésen
limitaljak a lehet6ségeket. Addig is javasolt a M. pseudodispar sensu lato megnevezés

hasznalata.

Sphaerospora fajok

A molekularis médszerek elterjedése a Sphaerospora nemzetség taxonémiajat is atrendezte.
A Myxobolus fajokhoz képest még leegyszerisédottebb myxospora morfolégia (kerek,
legtdbbszor fliggelékek és fellileti barazdak nélkili spérak) a faj szint(i meghatarozast nagyban
nehezitik, és nemritkan eléfordult hibas fajleiras is, melyek soran Sphaerospora-ként irtak le
nem a nemzetségbe tartozo fajokat. Az azonositast nehezitette, hogy a nemzetség legtébb
képviseldje colozoikus éléskddd (féleg a kivalasztd szervrendszerben képeznek sporat), igy a
szoveti lokalizacio (ami a Myxobolus-ok esetében fontos hatarozobélyeg) nem szolgalhat
tampontul az elkulénités soran. A nemzetség tobb faja olykor jelentés gazdasagi karokat
kivaltd betegségek okozdja, igy ezek etiologidjanak és a korokozd fajok taxondmigjanak
tisztazasa kulondsen fontos. Munkank sordn hazankban gyakori fajok vizsgalatara
koncentralva, a pontyok Uszohdlyag-gyulladasat okozd S. dykovae (korabbi nevén
S. renicola), a pontyok kopoltyu sphaerosporosis-at el6idéz8d S. molnari, és pontyfélék eddig
nem vizsgalt Sphaerospora fajainak azonositdsara, morfoldgiai és molekularis jellemzésére
torekedtlink. Cseh kollégakkal egyuttmikddve a mintavételezést és a vizsgalatokat ki tudtuk
terjeszteni hazai tdgazdasagok és természetes vizek mellett, Kézép-Eurdpa tébb természetes
€s gazdasagi vizterlletére. Els6ként végeztik el a S. molnari molekularis biolégiai jellemzését
(Eszterbauer et al. 2013). Bar a faj kopoltyu hamszovetben képez sporat, és szoveti
éléskodékeént kildg” a colozoikus éléskdodéket magaba foglalé Sphaerospora s. str. kladbdl,
18S rDNS szekvencidk elemzésével és filogenetikai szamitasokkal igazoltuk, hogy a
S. molnari a szigoru értelemben vett Sphaerospora fajok kézé tartozik. A nyalkaspérasok
kozott eddig ismert leghosszabb 18S rDNS-t azonositottuk (3714 bp). A nyalkaspéras

parazitakra jellemzd, atlagosan 1900-2000 bp hosszu gén, a Sphaerospora fajokban
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jelentdsen hosszabb (3000 bp kortli), kdszénhetéen a nemritkan, 50-100 bp hosszu
inzerteknek (Fiala 2006, Holzer et al. 2007). Az S. molnari esetében tobb olyan régidban volt
inzert, ami mas Sphaerospora s. str. fajnal nem fordult el6. Viszonyitasi alap azonban még
kevés volt 2013-ban. Fajspecifikus ISH rendszer segitségével nyomon kovetve a S. molnari
proliferativ stadiumainak utvonalat a halgazdan belll, elséként igazoltuk, hogy a vese- és
kopoltyukapillarisokban, valamint a vese parenchimaban is eléfordul a parazita, fejlédése korai
szakaszaban. Hogy a sporaképzés miert mégis a kopoltyd hamszdvetben zajlik, arra
vonatkozdéan csak elméleteink vannak. A ponty ivadékban gyakori a S. molnari és a
S. dykovae egyideji jelenléte. A S. dykovae a vesecsatornakban képez sporat, sokszor a
csatorndk lumenének teljes keresztmetszetét kitdltve érett spérakkal (amik a csatornakon
keresztil jutnak a kilvilagba). Elképzelhet6, hogy a S. molnari is colozoikus veseéléskodd volt
korabban és evolucios fejlédése soran, terjedési sikerének biztositasa érdekében adaptalddott
a kopoltyuban valé fejlédéshez. A gazdabdl valé kijutas a kopoltyuham mikrosérilése révén
igy is biztositott a gazda ,elpusztitasa” nélkil. Elhullas azonban intenziv fert6zottség esetén
el6fordulhat, ha a kopoltydham sérulése relativ oxigénhianyt és/vagy ozmoregulaciés zavart

idéz el a gazdaban.

A pontyokban a S. dykovae altal okozott Uszéhdlyag-gyulladas koérokozé képességének
tanulmanyozasakor felmertlt annak lehet8sége, hogy olyan nem fajspecifikus éléskodérél van
sz6, ami képes sporat képezni ezlstkaraszban és aranyhalban is. Cseh kollégakkal kdzds
vizsgalatban ennek tisztdzasara a myxosporak morfometriai vizsgalata mellett, a kilénb6zé
gazdafajokbdl szarmazo izolatumok molekularis 6sszehasonlitasat és a véralakok molekularis
azonositasat elvégezve meglep6 eredményeket kaptunk (Holzer et al. 2013). Az aranyhalbdl
és ezlstkaraszbdl szarmazo izolatumok 18S rDNS szekvencigja eltért a ponty S. dykovae
DNS szekvenciajatdl, igy elébbit a korabban ezlstkarasz vesébdl leirt S. angulata fajként
azonositottuk. A 18S rDNS mindkét faj esetében hosszu inzerteket tartalmazott, tovabba
filogenetikailag legkdzelebbi rokonokként megerdsitette pozicidjukat a Sphaerospora s. str.
kladon beltl. A morfometriai paraméterek dsszehasonlitdé elemzése azonban egyértelmiivé
tette, hogy a két faj érett spérai nem elkulonithetéek. Viszont a ,fiatal”, még nem érett spérak
héjsejtieinek nagyméretii sejtmagja miatt a S. angulata sporai kissé szogletesek, ez azonban
csak a spoéraképzés elején kimutathaté morfologiai kildénbség. Eredményeink ujabb
bizonyitékot szolgaltattak arra, hogy az extrém modon leegyszerlisodott, 6 sejtes myxosporak
morfologiai alapu elklldnitésének nehézségei miatt molekularis jellemzés nélkil a faj
meghatarozas nem megbizhat6. Eddigi eredményeink alapjan nem tudjuk eldénteni, hogy a
morfoldgiai jellegek konvergens evolucidja, vagy evolucios léptékben mérve nemrégiben
tortént gazdavaltas kovetkeztében kulonult el a két faj (S. dykovae és S. angulata). Az el6bbi
lehetbség mellett szdl, hogy a colozoikus veseparazitak esetében a kerek, leegyszeris6dott

sporaszerkezet elényt jelenthet a vesecsatornaban valo fejlédés és az abbdl valé kijutas soran.
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A gazdavaltas szintén realis lehetéség, hiszen az érintett pontyfélék gyakran fordulnak el6
k6zds éléhelyen, hasonld életmddot folytatnak, igy a M. pseudodispar esetében feltételezett
gazdavaltas itt sem kizarhat6. A Sphaerospora fajokra altalaban szigoru gazdaspecificitas
jellemzé (McGeorge et al. 1996, Holzer et al. 2003, Fiala 2006, Fiala & Bartosova 2010,
Molnar & Eszterbauer 2015). Eredményeink ezt megerdsitik, a ponty és az ezlstkarasz
(valamint az aranyhal, ami tdbbek szerint az ezlstkarasz egy valtozata, nem kilén faj)
Sphaerospora fajanak egyértelmd elkilonitésével. A gazdaban el6forduld nyalkaspoéras
véralakok vizsgalata a sporat képezé fajok el6fordulasa mellett gazdafaj-idegen parazitakat
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 6ta kutatasok targyat képezi (Csaba 1976, Molnar 1980,
Molnar & Kovacs-Gayer 1986, Baska & Molnar 1988, Hartigan et al. 2016). Amellett, hogy
S. angulata véralakja kimutathaték voltak két ponty egyedben is (S. dykovae csak pontyban
fordult eld), rendszertanilag jéval tavolabb allé halfajok parazitainak DNS-ét is azonositottuk a
vizsgalt halfajok vérében. A féleg pisztrangfélék koponya kapillarisaban plazmédiumot képezé
Myxobolus encephalicus fejlédési alakja igen magas prevalenciaval (17,6%) fordult eld
pontyban, hasonléan a Myxobilatus gasterostei-hez (10,6-11,8%), ami tuskés piko
vesecsatornaban képez spoérakat. A kapott eredmények azt valoszinUsitették, hogy a
nyalkaspoérasok fejlédési alakjai olyan halfajokban is eléfordulhatnak, melyekben spérat nem
képesek képezni. Ennek kisérletes fertézéssel térténd bizonyitasat a késébbiekben végeztik
(Sipos et al. 2018). A ,gazdaidegen” parazita véralakok bizonyitott jelenlétének a pontyok
jelentés gazdasagi karral jar6 megbetegedésének, az Uszdhdlyag-gyulladas etioldgiajanak
szempontjabdl is lehet jelentésége. Az Uszdhdlyag-gyulladast az okozza, hogy az uszéhdlyag
kapillarisokat a parazita véralakok eltdmik, vérpangast és kézvetve gyulladast idéznek el8, ami
az Uszohdlyag falanak megvastagodasaval, a szerv részleges vagy akar teljes
funkciovesztésével jarhat. Vizsgalataink eredménye alapjan els6ként vetettik fel annak
lehetbségét, hogy a S. dykovae soksejtes, els6ként ,K-protozoon”-ként leirt (Molnar et al.
1980) véralakjai mellett egyéb nyalkaspoéras (akar tavoli rokon) fajok véralakjai is szerepet

jatszhatnak az elvaltozasok kialakulasaban.

A Sphaerospora s. str. klad biodiverzitasat, rokonsagi viszonyait és gazdafajlagossagat cseh
kollégakkal egyuttmikddésben vizsgalva kilenc Uj fajt irtunk le és jellemeztink elsésorban
pontyfélékhez tartozé gazdafajokbdl (Patra et al. 2018). A munka nehézségét elsésorban a
Sphaerospora fajokra jellemzd egyedi, hosszu inzerteket tartalmazé 18S rDNS
felsokszorozasat lehetévé tevé PCR mddszerek kidolgozasa és optimalizalasa jelentette. A
megfeleld rendszerek alkalmazasaval végul, a Sphaerospora s. str. kldd molekularisan
jellemzett 19 tagu csoportjat 36 tagura sikerllt b&vitenink. A 18S rDNS-ben azonositott faj-

specifikus, hosszu inzertek miatt a fajok nagy genetikai valtozatossagot mutattak (1,87-
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59,00%). Azonban fontos kiemelni, hogy egy-egy inzert Iétrejotte akar egy egyszeri mutacids
esemény eredménye is lehet. A Kozép-Europaban el6forduld pontyfélék Sphaerospora
faungjanak biodiverzitasa a kordbban emlitett epidemioldgiai okok miatt is fontos. Bar Baska
és Molnar (1988) szamos halfajban (féleg pontyfélékben) mutatott ki Sphaerospora fajra
emlékeztetd véralakokat, azok faji szintli azonositasa morfoldgiai alapon nem volt lehetséges.
Munkank eredményeként sikeresen elvégeztik szamos pontyfélébél (bodorka, dévérkeszeg,
vorosszarnyu keszeg, karikakeszeg, domolykd, jaszkeszeg stb.) szarmazo Sphaerospora faj
molekularis jellemzését, melyek kozul hatot Uj fajként irtunk le. Az uj adatok megerdsitették
korabbi eredményeinket, hogy azok a morfologiai alapon azonosnak tiiné Sphaerospora fajok,
amik kilénb6z6 gazdabol szarmaznak, DNS szinten jél elkllénilnek, igy kdlon fajnak
tekintheték. A filogenetikai vizsgalatok eredménye alapjan a Sphaerospora s. str. klad egy
Ujabb szoveti éléskodbével bévilt; a korabban azonositott S. molnari mellett a bélhamban
fejlédo, a filogenetikai fan bazalisan helyezd6dd S. fugu is a klad tagjai kbzé kertlt. Ez viszont
azt jelzi, hogy az evolucié soran a coélozoikus lokalizaciérdl kétszer is torténhetett valtas 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 lehetség van. A leirt kb. 102 fajbdl

eddig csupan alig tobb mint harmadanak ismert a 18S rDNS szekvencigja.

4.2. Gazda—parazita kolcsonhatas vizsgalatanak megbeszélése

A gazda-parazita koélcsdnhatas tobb aspektusat vizsgalatuk a dolgozat alapjat képezd
kutatasok soran. A gerinctelen és gerinces gazdak korét, a parazita sporaképzésének szdveti
és szervi specificitasat nemcsak természetes fertézottségli 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 befolyasolé tényezdit, valamint a

gazdak parazitara valé fogékonysaganak hatterét.

Parazita gazdaspektrum

Korabbi (tobbek kozott sajat) vizsgalatok igazolték, hogy gerinctelen gazdakban jelenlévd,
természetes nyalkaspéras fert6zés 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 mikods, magas fert6zési
hatékonysagu, sok lehetséges gazdafajt magaba foglald kisérleti rendszerek sziikségesek a
gazdakor feltérképezéséhez. Emiatt tObb kevéssertéji féregallomanyon végzett, atfogd
kisérletben vizsgaltuk a M. pseudodispar fogékony gerinctelen gazdainak koérét, és a

gerinctelen gazdaban zajlo fejlédés menetét (Marton & Eszterbauer 2012). A gazdakor
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azonositasahoz el6szor a kevéssertéjli féregallomanyok faji 6sszetételének megallapitasara
volt szikség. Mivel a kevéssertéji férgek pontos meghatarozasa morfologiai bélyegek alapjan
csak kifejlett egyedeken tdrténhet (Brinkhurst 1963), a vizsgalatot kiegészitettik a
morfoldgiailag eltérd fajunak tind egyedek 16S rDNS szekvenciajanak meghatarozasaval, és
az ismert DNS szekvencidk alapjan elvégeztiuk a Naididae (azok koézul 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), els6ként 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 morfoldgiai
bélyegek nagyfoku variabilitasa miatt, a faji szinti meghatarozas meglehetésen bonyolult.
Sturmbauer et al. (2001) DNS szekvencia szintli vizsgalatokkal hat genetikai vonalat
kilonitettek el. A morfolégiai és DNS szintl variabilitdas miatt a ,gy(jt6faj” taxondmiai
felllvizsgalatat javasoltak (Beauchamp et al. 2001, Sturmbauer et al. 2001). A T. tubifex
genetikai vonalak M. cerebralis fajra valé fogékonysagat vizsgalva Beauchamp et al. (2002) a
I. és lll. vonalat talalta fogékonynak a kergekoért okozo parazitara, mig a'V. és VI. vonal egyedei
nem tlintek fogékonynak a parazitara. A M. pseudodispar-ra valo fogékonysag vizsgalatakor,
hasonléan az M. cerebralis-hoz, a I. és Il. T. tubifex vonalat talaltuk a legfogékonyabbnak.
Emellett a Ill. vonal egyedei szintén magas fert6zési prevalenciat mutattak, és a férgekben a
parazita DNS jelenléte mellett, intenziv TAM termelés is kimutathato 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 benniik. Ezekben az esetekben a féreg egyed fert6z8détt ugyan, de a fejlédés
a spoéraképzés fazisa el6tt leadllt, feltételezhetben a féreg gazda immunaktivitasanak
kdszonhetben. Erre utalo jeleket tapasztaltunk az ISH-val nyomon kovetett gazdan beluli
fejlédés vizsgalata soran is. Tobb esetben talaltunk parazita fejlédési alakokat a kevéssertéji
férgek sejtes immunvalaszaban szerepet jatszd, cdlémaban el6forduldé amodbocitdk altal
bekebelezve. A fert6z8dni képes, de TAM-ot nem termel§ férgek a parazita fejlédési ciklus
zsakutcainak tekinthet6ek, és a parazita terjedésének gatjai azaltal, hogy felveszik és mintegy
sinaktivaljak” az iszapban/aljzaton |évd fert6z6képes myxosporakat, megakadalyozva, hogy
azok fogékony egyedekbe jussanak. Hasonl6 eredményre jutottak a M. cerebralis-ra fogékony
féreg fajok vizsgélataval is (Beauchamp et al. 2006, Baxa et al. 2008). igy az is
valészinUsithet6, hogy a kevéssertéji féreg allomany faji 6sszetétele befolyasolja a fertézés
kimenetelét. Sajat, M. pseudodispar-on végzett vizsgalataink is meger6sitették, hogy
amennyiben nagyobb aranyban tartalmazott egy allomany fert6z6dni képes, de spérat nem

termeld féreg egyedet, a fert6zés dsszprevalencigja csokkent. Ennek kiléndsen a fertézés
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terjedése szempontjabdl van jelentésége, mivel a kevéssertéji férgek a természetben szinte
mindig kevert faji Osszetételi kozOsségekben fordulnak eld, ,szintenyészetben” csak
szélsBséges, vagy mesterséges korilmények kézott, és altalaban csak idélegesen tudnak
létezni (Brinkhurst 1963, Baxa et al. 2008).

A Naididae csalad filogenetikai vizsgalata soran, a korabban azonositott hat T. tubifex vonal
mellett azonositottunk egy, a filogenetikai fan magas bootstrap értékkel elkulonlé,
feltételezhetden Uj vonalat is, melyben a 16S rDNS 4,7-5,3% kllénbséget mutatott a V. vonal
egyedeinek szekvenciajahoz képest. A genetikai vonalon bellili atlagos variabilitasnal nagyobb
kulénbség azt jelzi, hogy a T. tubifex faj az eddig ismertnél tdbb genetikai vonalat tartalmaz. A
filogenetikai elemzés nem mutatott dsszefliggést a parazitara vald fogékonysag és a vonalak
kozotti rokonsagi viszonyok kdzott. A nem fogékony VI. vonal a fogékony |. vonal legkdzelebbi
rokonanak mutatkozott, valamint a szintén nem fogékony IV. vonal az er6sen fogékony Ill.
vonallal alkotott egy csoportot. A DNS szint(i és filogenetikai vizsgalatok arra is alkalmasak
voltak (ahogy ez a génbankban szerepld nyalkasporas fajok egyes izolatumainal is eléfordul),
hogy a kordbban hibasan meghatarozott, és ezaltal a génbankba hibas néven benyujtott
szekvenciakat kiszlrjuk. Munkank soran fény derdlt arra, hogy a korabban T. tubifex IV.
vonalként azonositott izolatum valdjaban Potamothrix bavaricus, a Limnodrilus cervix-ként
azonositott izolatum pedig valéjaban a Limnodrilus claparedianus fajhoz tartozik. A vizsgalt
L. hoffmeisteri egyedek 16S rDNS variabilitisa egyes esetekben elérte a 15,5%-ot. Ez az érték
egy olyan megérzott 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 ,gy(jt6fa;j”,
melynek molekularis biolégiai mddszerek bevonasaval torténd taxondomiai felllvizsgalata

javasolt.

A M. pseudodispar kevéssertéjli féregben torténd fejlédésének fajspecifikus ISH-val térténd
nyomon kovetése soran megerésitettik, hogy a parazita fejlédése a bélhamra koncentralédik.
A M. cerebralis féreg gazdan bellli fejlédésérél vannak kisérleti eredmények, melyek a
bélhamon keresztili parazita bejutast valészinisitik (Antonio et al. 1998, El-Matbouli &
Hoffmann 1998). Sajat eredményeink is azt mutatjak, hogy a fertézés korai szakaszaban (a
fertézést kovetd els6 24 6raban) parazita a féreg bélhamjaban volt kimutathato, ami feltételezi
az azon keresztili bejutast. A fert6zés els6é napjanak végén a bélham bazalis membranjanak
intenziv festédése arra utalt, hogy a parazita a hamsejtek rétege koruli extracellularis matrixon
keresztil terjedt hosszanti iranyban. Ezt az is erdsiti, hogy 1 hénappal a fertézést kdvetben a
parazita fejlédési alakok akar mar a féreg teljes hosszaban jelen voltak, a kezdeti elszértan
elhelyezkedd, lokalis fert6zési gdécokkal ellentétben. A harmadik hénap végén aztan a

bélhamsejteket kitolt6, majd azok felhasadasaval a bélcsatornaba Urulé pansporocisztdk
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(benne a TAM-okkal) fejl6édése volt megfigyelhetd, hasonléan El-Matbouli et al. (1998)

M. cerebralis-on végzett szévettani vizsgalatokon alapulé megfigyeléseihez.

A kevéssertéjli féreg tenyészetek fogékonysaganak vizsgalata soran igazoltuk olyan féreg
fajok létezését, melyekben a parazita fejlédése leall, igy tulajdonképpen zsakutcai a parazita
terjedésének. Hasonlo fajt azonositottunk a M. pseudodispar halon bellli fejlédésének
vizsgalata soran is (Forré & Eszterbauer 2016). Bar a vorosszarnyu keszegben természetes
korilmények kozott egyébként gyakori a M. pseudodispar plazmédiumok jelenléte, a
bodorkabdl szarmazé M. pseudodispar laboratériumban fenntartott genetikai vonallal (Mp T-
50) végzett kisérletes fertézés soran azt tapasztaltuk, hogy a parazita DNS kimutathato volt a
gazda egyedekben, a parazita fejlédése azonban idével ledllt, és kifejlett myxospérak nem
alakultak ki vorosszarnyu keszegben. A késb6bbiekben a fejl6dés korai szakaszat behatobban

is vizsgaltuk annak kideritése céljabdl, hogy a fejlédés mikor all le a gazdaban.

Szovet- és szervspecificitas

A szdvet- és szervspecificitds a gazdafajlagossag mellett olyan jellegzetessége a szdveti
nyalkaspéras éléskdédéknek, ami napjainkra mar fontos faji elkllonitdé bélyegnek tekintett
(Molnar & Eszterbauer 2015). Hosszu volt az ut, mire a tudomanyos k6zésség ezt elfogadta,
és ezen informaciokat beépitette a fajok jellemzésébe és leirasaba. Tradicionalisan a fajok
leirdsa és jellemzése a myxospodra alakok morfologiaja alapjan tortént. Az 1990-es évektdl
viszont megjelentek olyan tanulmanyok, melyek részletes morfologiai és szdvettani
vizsgalattal igazoltak, hogy a szOveti él6skodé fajok nem véletlenszerlien, egy gazdaban
barhol, hanem a gazda egy konkrét szervében, és azon belll egy konkrét szdvetében
képeznek plazmdodiumot, benne a myxosporakkal (Molnar 1994, Molnar 2002a, b). Az elsd
filogenetikai vizsgalatok eredményeit foglaltak 6ssze Kent et al. (2001), akik az akkor elérhetd
viszonylag kisszamu DNS szekvencia alapjan a parazita fajok gazda szerinti filogenetikai
elkulonulését mutattak ki, és feltételeztek egy, a szervi és szOveti lokalizaciohoz koétédé
kapcsolatot is. Tobb faj esetében azonban a morfoldgiai meghatarozas bizonytalansagot
mutatott, igy a feltételezés bizonyitast nem nyert. A korabbi bizonytalansagokat elkerulve,
érett, és morfolégiai alapon meghatarozott myxospdra mintakbdl kiindulva, kopoltyu- és
izomparazita fajok molekularis bioldgiai és filogenetikai 6sszehasonlitdsaval a szdveti és
szervi lokalizacio kérdéskore vizsgalhatd volt (Eszterbauer 2004). A vizsgalt izomparazitak a
vazizomzat sejtjeiben intracellularisan plazmddiumot képezé fajok voltak, melyek kdzds
szoveti lokalizacidjuknak megfeleléen magas bootstrap értékkel képeztek egy csoportot a
filogenetikai fan. A kopoltyuéléskoddk fécsoportjan bellil a fajok elrendez6dése mar
valtozatosabb képet mutatott. Molnar (2002a) szdvettani vizsgalatai igazoltak, hogy a
kopoltyuéléskddd fajok plazmodiumai a kopoltyd kuldnb6zé részén, eltérd szdvetet érintve

fejleszt kisebb-nagyobb plazmdédiumokat. Ennek megfeleléen a kdvetkezd hat f6 kategoriat
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kuldnitette el: a kopoltyuiven, a kopoltyu flamentumok tovében fejl6dé bazifilamentalis tipusu
(BF); a kopoltyu filamentumokon belul, a kapillarisban fejlédé intrafilamentalis-vaszkularis
tipusu (FV); a lamellak kozott a hamban fejl6dd, interlamellaris-epithelialis tipusu (LE); a
lamellak kapillarisaiban fejl6d6 intralamellaris-vaszkularis tipusu (LV); a lamellak kozotti
hamban fejl6dé intralamellaris-epithelidlis tipusu; és a kopoltyuivben fejlédé tipusokat. Ezek
koézul az elsé négy csoporthoz tartozd, hazankban eléfordulé Myxobolus fajok molekularis
biolégiai és filogenetikai vizsgalata jelezte a szdveti lokalizacid szerinti elklldnulést. Igazolast
nyert, hogy a rokonsagi viszonyokat tobbféle faktor egyuttesen befolyasolja, azonban
feltételezhet6éen nem azonos sullyal. A vizsgalt fajok alapjan a szoveti lokalizacié ugy tint,
hogy nagyobb jelentéséggel bir, mint a szervi lokalizacié. Ezt mutatta a M. algonquinensis
esete, ami naphal petefészek kotészovetében spoérat képezb faj egy kladban helyezkedett el
olyan kopoltyu-kétészoveti éléskddbkkel (ha a vért modosult kétészovetnek tekintjiuk), 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 f6leg szoveti preferenciaja
megvaltozna. Bar ekkor még viszonylag kevés nyalkaspéras DNS szekvencia allt
rendelkezésre a filogenetikai vizsgalatokhoz, a tendencia mar kérvonalazédott, amit késdbbi,
100-nal is tébb, nemcsak Myxobolus fajon végzett kutatas is igazolni latszott (Molnar &
Eszterbauer 2015). Holzer et al. (2004) megerésitették a szdveti lokalizacié fontossagat az
édesvizi nyalkasporas fajok rokonsagi viszonyainak alakulasaban, azonban arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy emellett mas befolyasold tényezé is van, kiléndsen a
colozoikus él8skodék esetében, melyek kézil a kivalasztérendszerben, cdlozoikusan spoérat
képezé fajok a gazdafajtdl, és spora morfologiatdl figgetlenil egyértelmiien lokalizacié alapjan
csoportosulnak. A sporaképzés helyének szerepét igazoltak tengeri Kudoa fajok (Whipps et
al. 2004), és az izomparazitak és a vékonybél falaban fejl6dé Kudoa fajok filogenetikai
elkilénilése alapjan (Heiniger et al. 2013). Ahogy mar nagyobb szamu 18S rDNS szekvencia
valt elérhetbvé, a szdvet- és szervspecificitas evolucios szerepét is elkezdték vizsgalni (Fiala
& Bartosova 2010). Evoluciés modelljik azt mutatta, hogy két olyan evoluciés esemény tortént,
melynek soran a colozoikus fejl6édést a szoveti preferencia valtotta fel, egyszer a tengeri
multivalvulidak szintjén, és joval kés6bb a Myxobolus és Henneguya nemzetségek
kialakulasakor. Modelljuk alapjan a legdsibb nyalkaspdras parazita valoszinlleg tengeri
éléhelyen élt, és a kivalasztd szervrendszerben képezett sporakat. A bélen, kopoltyuan,
izomzaton bellli, specifikus szdveti elhelyezkedés az evolucio soran késébb jelenhetett meg.
Egységes véleménylnk, hogy Uj fajok leirasakor a gazda vagy gazdakor mellett, a szerv és
szoveti lokalizacio jellemzése is meg kell torténjen, és napjainkban mar elengedhetetlen a
spéramorfolégia mellett a leirandé faj DNS szekvencia szintl vizsgalata (Molnar &
Eszterbauer 2015).
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Gazdafelismerés megnyilvanulasai

A nyalkasporasok gazdafelismerésének mikéntje bar régota foglalkoztatta a szakterilet
képviselbit, hosszu idének kellett eltelnie, mire a parazita laboratériumi tenyésztésének és
vizsgalatanak technikaja arra a szintre fejlédétt, hogy az invivo és invitro kisérletekhez
elegendd és megfeleld mindségli parazita minta alljon rendelkezésre. A halakat fert6z6
torékeny, vizben lebegd és 6nallé mozgasra képtelen actinospérak kiméletes banasmaodot
igényelnek, kiléndsen ha életképességuk és fert6zéképességik megbrzése elengedhetetlen
a vizsgalat sikeres kivitelezéséhez (Eszterbauer et al. 2015a, Kallert et al. 2015). Német
kollégammal, Dennis Kallert-tel konyvfejezetben gyljtottik Ossze azokat a gyakorlati
tanacsokat, amelyek egy tudomanyos cikk terjedelmi kereteit tullépik, viszont alapvet6
fontossaguak a fert6zési kisérletek sikeres kivitelezése érdekében. A sikertelen fertézesi
kisérletek hatterében gyakran az actinospordk nem megfeleld gydjtése all. A térékeny
spérakat, nagy oOvatossaggal, kiméletesen kell a vizbél szlréssel dsszegydlijteni, kertlve az
intenziv mechanikai hatast, ami a gazdafelismerést kivalté egyik f6 inger. Kallert et al. (2005)
mérfoldkének szamitdé munkdja igazolta M. cerebralis fajon végzett kisérletekkel, hogy a halat
fert6z6 actinospérak kémiai és mechanikai ingerek egyuttes hatasara aktivalédnak, vagyis
ismerik fel a gazdat. A mechanikai inger feltételezhetéen a hal Uszasa soran keltett aramlas,
a kémiai ingerként pedig a halnyalkaban jelen 1évé, kis molekulasulyu nukleozid, az inozin
szolgal (Kallert et al. 2011). A gazdafelismerés elsé Iépéseként a polaris filamentum kilokddik,
lehorgonyozza a sporat a hal testén, a spérahéj felnyilik, és a sporoplazma, benne a
masodlagos csirasejtekkel, aktiv, améba-szerli mozgassal bejut a halba annak kultakardjan
keresztlul. Ez viszont csak megfeleléen pufferolt kdrnyezetben térténhet, ha a kisérlethez
hasznalt oldatok pH-ja és ozmolaritdsa nem optimalis, a polaris kapszula megfeleléen iddzitett
kilokédése és a sporoplazma halba valéo bejutasa meghiusul. A kisérlethez hasznalt
actinospérak kora is szamit (Kallert & El-Matbouli 2008). A kevéssertéji férgekbdl a
bélcsatornan keresztul a vizbe Grulé actinosporak akar hetekig a vizben lebeghetnek, viszont
fert6z6képességik a kijutast kdvetd harmadik napon szignifikdnsan csdkken. Javaslatunk,
hogy a fertézési kisérletet elbzze meg a spérak életképességenek vizsgalata FDA vitalis
festéssel (Yokoyama et al. 1997), és 48 dranal idésebb actinospoéraval ne dolgozzunk. A halak
életkora és a halfajok eltér6 érzékenysége miatt célszerli el6zetes fertbzést végezni, a
megfeleld spdraddzis meghatarozasa céljabdl. A tdmeges fertézés helyett, a halak egyedi
fertézésére kell térekedni, mert az actinospérak a gazda jelenlétében gyakran ésszeallnak
akar tobb ezer spérabdl allé érias aggregatumokka, igy a sporaszlirlet inhomogénné valik, és
a hal egyedek nagy eséllyel nem egységes mennyiségi actinospéraval fert6zédnek. Fontos,
hogy a spéraszirleteket hiivés helyen tartsuk felhaszndlasig, a sporak ezaltal tovabb

fert6z6képesek maradnak, és az aggregatum képzddés is lassul.
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A gazdafelismerést kivaltd ingerek azonositasa és a folyamat egymast kovetd lépéseinek
feltardsa utan kdvetkezd cél annak vizsgalata volt, hogy mennyire specifikus a
gazdafelismerés, képes-e a parazita kulonbséget tenni halfajok k6zott. Német kollégaimmal
végzett munka soran a M. cerebralis gazdafelismerésének és gazdaba valod bejutasanak elsé
3 percét vizsgaltuk (Kallert et al. 2009). Elséként tanulmanyoztuk a halba valé bejutas
folyamatat in vivo (é16 hallal végzett) kisérleti rendszerben. lgazoltuk, hogy (a) a M. cerebralis
actinospoérak nem tesznek kilonbséget fogékony és nem fogékony halfajok, haltorzsek kozott;
(b) par perces expozicié soran a legtdbb 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) fert6zése. A meglehetésen magas (8000 TAM/hal) fert6zési
doézishoz képest a halba bejutott parazitak aranya viszonylag alacsony volt minden vizsgalt
halfajban. Ennek oka elsésorban az igen révid (3 perces) expoziciés id6 volt, amire azért volt
szikség, mert a gazdafelismerést szerettik volna mérni, és egy hosszabb inkubaciéval a
gazdaban valé megtelepedés folyamatanak befolyasolé hatasa ezt a specifikus reakciot
elfedhette volna. Késébbi kisérletes vizsgalatunkban az utdbbi kérdéskorre kerestiik a valaszt
(Eszterbauer et al. 2019). Els6ként bizonyitottuk, hogy a nem fogékony pontyba bejutd
parazita sporoplazmak mennyisége szignifikansan nem kulonbozik a fogékony gazdakba
bejutott parazitak mennyiségétél, s6t kisérletiinkben t6bb 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. 1999a) és sajat tapasztalataink azonban azt mutattdk, hogy pontyban spdéraképzés nem
torténik, harom hoénappal a fert6zést kdvetben sem nativ elnyomatban, sem szdvettani
készitményben, sem PCR-rel nem volt kimutathaté parazita jelenléte. igy tovabbra is
igazoltnak véljik, 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 kivdl
feltételezhetéen minden halfaj potencialis bioldgiai csapda a parazitanak, ami a fert6zés és a
betegség elleni védekezés szempontjabdl bir jelentdséggel. Fajgazdag halfaunaban ugyanis
az adott parazita mennyiség eloszlik, igy kisebb eséllyel és mennyiségben fert6z8dhetnek a
fogékony gazdafajok. Az tovabbra is kérdés, hogy mi az oka a gazdaspecifikus felismerési
reakcié hianyanak. Egyel6re keveset tudunk a gazdafelismerés mechanizmuséanak hatterérdl.
Mivel az actinosporak a viz aramlasaval sodrodva, passzivan jutnak el a gazdahoz, igy a
gazdaval valé talalkozas elég esetleges. A parazita terjedési sikere szempontjabol
valészinlleg jobban megéri, ha minden halat gazdaként ismer fel, és a gazdafelismeréskor
csak ,hal vagy nem hal’-szinten tesz kulénbséget, ahogy ezt in vitro kisérletek is igazoltak
(Kallert et al. 2005).
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A gazdaban valé megtelepedés folyamatat vizsgalatuk a M. cerebralis fert6zést kovetéen 2
oraval (Eszterbauer et al. 2019). Arra voltunk kivancsiak, hogy a hal melyik testtajat részesiti
elényben a parazita, melyik szerven, testrészen keresztil jut be a legtébb parazita. A korabbi
vizsgalatokhoz képest (Kallert et al. 2009) hosszabb inkubacios id6t alkalmaztunk (3 perc
helyett 2 6ra), mivel nem a gazdafelismerés vizsgalatat tlztuk ki célul (ahogy korabban),
hanem a parazita sporoplazma gazdaban valé megtelepedését kivantuk szemikvantitativ
modon, molekularis modszerekkel, testtajanként vizsgalni és 6sszehasonlitani. A hosszabb
inkubaciot kovetben azt tapasztaltuk, hogy a farokuszoé volt a parazita altal preferalt testtaj, és
a kopoltyun, mely a révid idejl inkubacié soran a legtdbb parazitat tartalmazta, csak masodik
helyen végzett vizsgalatunkban. Ez valdszinileg az inkubacio eltéré hosszaval és a testtajak
kozotti fizioldgias kuldnbséggel allhat dsszefliggésben. A kopoltyun keresztil folyamatos
vizaramlas zajlik, igy a parazita gazdafelismeréséhez alapvetéen sziikséges mechanikai inger
is folyamatosan jelen van. A faroklszé is altaldban mozgasban van, igy e korul is folyamatos
a vizaramlas vagy orvénylés, ami megfeleld mechanikai ingert biztosithat a parazita szamara
kiléndsen egy hosszabb ideji (legalabbis par percnél hosszabb) kitettség esetén. A bérfellilet
egyeb, jelentbs részén ez az drvénylés nem érvényesul, ami okozhatja azt, hogy a parazita
polaris filamentumok a mechanikai ingerben gazdag régioban ,|6nek ki”, és a parazita ezeken
a terlleteken tapad meg a halon. Mindkét vizsgalat megerésitette, hogy a legkevesebb
parazita a torzset boritd béron keresztill jut be a hal gazdaba. Erdekes modon, korabbi,
szovettani vizsgalatokon alapulé kutatas épp az ellenkezéjét igazolta, azt, hogy a bdéron
keresztul jut be a legtébb M. cerebralis parazita a fogékony szivarvanyos pisztrangba (El-
Matbouli et al. 1995). Azonban itt jéval magasabb fert6zési dozist alkalmaztak, ami
befolyasolhatta a kisérlet eredményét. Sajat eredményeink megerdsitették Antonio et al.
(1998) vizsgalatat, akik szivarvanyos pisztrang kisérletes fert6zésével a farokuszo és a
kopoltyu legfébb érintettségét igazoltak. Ezen tulmutatdan kisérleteink igazoltak, hogy a testtaj
szerinti elktléndlés nemcsak a fogékony, hanem a nem fogékony (ezlstkarasz) gazdaban is
hasonlo, mivel szignifikans kulénbség nem volt kimutathatd halfajok k6z6tt. Munkank az elsé
kisérleti bizonyitéka annak, hogy a M. cerebralis actinospora sporoplazmai a gazdaban valo
megtelepedéskor a hal farokuszoéjat részesitik elényben, és ez a preferencia halfajtol

fuggetlen.

A M. cerebralis gazdafelismerését és gazdaban valé megtelepedést vizsgalva felmertlt a
kérdés, hogy a parazitdban milyen gének aktivalédnak a folyamat soran. Ennek kideritését
tztdk 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 aktivaciés modszert, amellyel olyan mennyiségi (milliés

nagysagrendl), gazdafelismerés szempontjabdl aktiv spératémeget tudtunk eléallitani, amely
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megbizhaté alapjat képezte a késébbi vizsgalatoknak. A kidolgozott médszer tovabbi elénye,
hogy halgazda jelenléte nélkll is megvalosithatd az aktivacio. A kontaminalé gazda DNS és
RNS mennyisége drasztikusan csokken, ezaltal mind a génexpresszids vizsgalatok, mind a
transzkriptom szekvenalasok esetén felbecsllhetetlen elényt jelent a gazda kontaminacio
csokkentése szempontjabdl. A vartnal kevesebb olyan parazita gént sikerult azonositanunk,
amelyek potencidlisan részt vesznek a M. cerebralis gazdafelismerésében. Négy gén
esetében szignifikans kiuldnbség mutatkozott a relativ génexpresszidoban a nem aktivalt és az
aktivalt TAM-ok kozott, valamint a gének relativ expresszidja a gazdaba valod bejutas utan mar
1 oraval szignifikansan csokkent (majd a fert6zést kovetd 8. és 24. éraban tovabbi csokkenés
volt kimutathatd). Az egyik ilyen gén az aktin-fuggé fehérje 3-as homologjat kodolja, ami a
cytoskeleton aktin elemeinek szabalyozasaban vesz részt, és altalaban fontos szerepet tolt be
a sejtmozgas folyamataiban. Mivel a gazdaba valo bejutas soran a sporoplazma a benne 1évé
csirasejtekkel aktiv, amoboid mozgassal halad a sejtkozotti térben, a gén fokozott aktivitasa
érthetének tinik. A frequenin-szer(i Ca?*-kotd fehérje altalanos szerepet tolt be a jelatvitel, a
szignaltranszdukcié folyamataban, de a sejtosztddas és a cytoskeleton miikédésében is részt
vesz. Sokféle funkciot betdlthet, igy a gazdafelismerésben betoltott szerepét funkcionalis
genetikai vizsgalatok elvégzése nélkll csak talalgatni lehet. Az ubiquitin-k6té E2 enzim a
fehérjék sejten bellli lebontasanak szabalyozasa mellett tobbféle fehérje (tobbek kozott a
sejtmozgasban fontos funkciot bet6lté aktin) sejten bellili stabilitdsanak szabalyozasaban vesz
részt, ami szintén fontos eleme lehet az aktiv mozgassal a megfelelé szdvetet keresé parazita
csirasejteknek. Végll szignifikdnsan aktivabb volt a pleckstrin homoldgia és Zn?*-kotd
domeénekkel rendelkezé Phafin2-jellegli fehérje mRNS-e, ami egy olyan egyedi fehérje,
melynek funkciojat a meg6rz6tt domének alapjan csak talalgatni lehet (jelatvitelben résztvevd
fehérjék rendelkeznek hasonlé doménekkel). Egyedi nyalkasporas fehérjék létezése nem is
meglepé a késbdbbi kutatasi eredmények fényében. A 2010-es években kezdddott,
nyalkaspéras fajokon végzett teljes genom szekvenalasok soran nagy szazalékban talaltak
olyan géneket, melyek nem mutattak homolégiat semmilyen eddig megismert fehérjével (Yang
et al. 2014, Chang et al. 2015).

Bar kisérletes és génexpresszids vizsgalatok is torténtek a gazdafelismerés hatterének
tisztazasara, tovabbra is sok a megvalaszolandé kérdés. A jéval nagyobb léptéki vizsgalatot
lehetbvé téve, ujgeneracidés szekvenalas elterjedése adhat ujabb lendiletet az ilyen tipusu
vizsgalatoknak, melyek soran, gazda és parazita transzkriptomok dsszehasonlité elemzésével
a hattérben zajlé molekularis folyamatokrdl bévebb képet kaphatunk. Kutatécsoportunk,
jelenleg futd alapkutatasi projekt keretében (NKFIH NN124220) ennek vizsgalatat is célul tlizte
Ki.
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Gazda fogékonysag

Az, hogy egy halgazda fogékony-e egy parazitara vagy kérokozora, nem feltétlendl faji szinten
dél el. Egyedi és populacié szinti genetikai és immunologiai kilénbségek nagyban
befolyasolhatjak a fertézésre, és adott esetben a betegségre vald fogékonysagot. Hosszu ideig
a haltenyésztésben (is) bevett szokas volt, hogy a gazdasagilag fontos betegségek elleni
védekezésként, a tuléld egyedek kivalogatasaval, és célzott szaporitasaval novelték a
tenyészetekben a rezisztens genetikai vonalak aranyat (Price 1985, Chevassus & Dorson
1990, Wiegertjes et al. 1996). Sulyos bakterialis (pl. furunkul6zis) és virusos (pl. virusos
hemorragias szeptikémia) betegségek ellen egyarant sikerrel nemesitettek ,rezisztens”
(valdjdban kevésbé fogékony) lazac térzseket (Ehlinger 1977, Slierendrecht et al. 2001).
Ahogy a kérnyezetkimélé technoldgiak fokozottabban elétérbe kerllnek, és a — pl. EU-s — jogi
szabalyozas egyre inkabb szlkiti az alkalmazhaté hatéanyagok korét, ujbdl jelentésége
lesz/lett rezisztens torzsek/vérvonalak létrehozasanak. Az er6sen patogén parazita, a
Ceratonova shasta volt az els6é nyalkasporas faj, ami ellen védekezésként kevésbé fogékony
pisztrangtorzseket hoztak létre (Ibarra et al. 1994, Nichols et al. 2003). A M. cerebralis
fertézésre a szivarvanyos pisztrang kulénbdzé térzsei is eltérd fogékonysaggal reagalnak. A
német Hofer torzs egyedein a betegség joval enyhébb tlinetekkel jelentkezik, és az elhullas
mértéke is kisebb, mint az extrém fogékony észak-amerikai TroutLodge térzs egyedei
esetében (Halliday 1976, Hoffman 1990, Hedrick et al. 1998, MacConnell & Vincent 2002,
Fetherman et al. 2011). A célzott szaporitasnak és genetikai vonalak szelekcidjanak lehet
azonban negativ kdvetkezménye is. Kulondsen kis gazdasagokban, ahol nem elérhetd
megfeleld szamu tenyészhal a szaporitdsokhoz, gyakran eléforduld jelenség a
tenyészallomanyok beltenyésztettsége. A halpopulacié genetikai valtozatossaganak
csokkenése aztan szamos probléma forrasa lehet. A rossz termékenylilési és kelési aranyok
mellett, a ndvekedésben vald visszamaradas, az ellendlld képesség és a stressztirés
csOkkenése is jelentkezhet. Raadasul a beltenyésztett néstény tenyészhalakban nagyobb
aranyban marad el az ovulacid, és hiusul meg a szaporitas. 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 éshonos,
halgazdasagokban fenntartott sebes pisztrang allomanyokon végeztik, melyek utddait
visszatelepitési program keretében természetes vizekbe telepitik. A parazita eredeti
gazdajaként sulyos elvaltozasok csak ritkan alakulnak ki benndk. A halfaj jelentésége a
kergekér szempontjabdl legféképpen az, hogy altalaban tinetmentes hordozéi a parazitanak,
veszélyt jelentve ezaltal a természetes vizek, betegségre fogékony pisztrang allomanyaira
(Hoffman 1970). A célzott keresztezéssel Iétrehozott, nem beltenyésztett, NIB, és atlanti-dunai

hibrid, Hyb, vérvonall sebes pisztrang utdd allomanyokban a M. cerebralis fert6zottség

92



dc_1729 20
- - Megbeszélés

intenzitasa szignifikansan alacsonyabb volt, mint a beltenyésztett, IB allomanyban, jelezve,

hogy a halgazda beltenyésztettségi foka befolyasolja a fert6zés 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 6sszefiiggést eddig nem tanulmanyoztak. Vizsgalataink
részeként 6sszehasonlitottuk a sebes pisztrang atlanti vérvonalaba tartozo egyedek, és (mivel
tisztan dunai vérvonall populacid nem allt rendelkezésre) atlanti és atlanti-dunai hibrid
vérvonalu egyedeket tartalmazé allomany, LBT, M. cerebralis-ra valdé fogékonysagat.
Vizsgalataink az elsé kiseérleti bizonyitékai annak, hogy a hibrid vérvonalu allomany kevésbhé
fogékony a parazitara (ez volt a legkevésbé fogékony a vizsgalt csoportok kdzdl). A
heterozigéta NIB csoport szignifikansan kisebb mértékben volt fogékony a parazitara, mint a
beltenyésztett, homozigéta csoport, ami azt jelzi, hogy pozitiv korrelaci6 van a szildi
heterozigozitas és a betegséggel szembeni ellenallé képesség kdzott. Az IB és kdzeli rokon,
REL csoportokon belll a fert6zés intenzitasa joval nagyobb variabilitast mutatott, mint a NIB
és LBT csoportokban, viszont a fert6zés prevalenciajaban szignifikans kilonbség nem
mutatkozott. Az IB és REL csoportok fertézési intenzitasanak nagy szérasa az egyedek
kevesebb mint 5%-nak volt ,koszénhetd”, amikben extrém mennyiségi parazita myxospora
fejlédott ki a tobbi egyedhez képest. A fertézés intenzitasaban megmutatkozé egyedi
kilonbségek gyakran eléfordulnak a nyalkaspérasok okozta fert6zések soran; a legtdbb
esetben az egyedi immunoldgiai kulonbségek, a szerzett immunvalasz kialakulasa soran
jelentkezd eltérések okozhatjak (Gémez et al. 2014). Esetlinkben 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
rekombinaciojanak kovetkeztében, létrejOohettek a homozigdta szuldi csoportokban olyan
utdédok, melyek eltéré beltenyésztettségi fokuak voltak. Az utédallomany genetikai statuszanak
random mintavétellel tértént vizsgalata ezt megerdsitette. Ha kis aranyban is, de eléfordultak
egyedek az IB csoportban, melyek egyedi beltenyésztettségi egyitthatojuk alapjan a NIB
csoportba tartoztak inkabb. A REL csoport tagja koézeli rokon parok voltak, melyek
heterozigétak voltak ugyan, de az iranyitott szaporitas soran létrejottek homozigéta utdédok is.
Ez feltételezhetben szintén hozzajarult a REL csoportban kimutatott fert6zési intenzitas
nagyfoku variabilitdsahoz. Ellentétes hatas volt valdszinilsithetd a beltenyésztett csoportban,
ahol a szll6k betenyésztettek voltak, de kdzds utddaik kozott lettek heterozigétak is. Ez a
variabilitas a szul6éi és utédnemzedékben egyarant magas heterozigozitasu NIB és LBT
csoportokban nem volt kimutathaté. Vizsgalataink eredményei arra utalnak, hogy a
tenyészallomany beltenyésztettségi szintje és genetikai variabilitasa jelentés befolyassal bir
az utdédgeneracio fertézéssel szembeni fogékonysagara. Mivel hatékony kezelési méd nem all

rendelkezésre a parazita ellen, megel6zésként, kuldondsen az endemikus terlleteken célszeri
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a tenyészallomany genetikai vizsgalata, és beltenyésztettség esetén az allomany ,frissitése”,

heterozigozitasanak novelése.

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 egyértelm(ivé tette, hogy a
parazita csak a halat ismeri fel, és nem tesz kilonbséget fogékony és nem fogékony gazdak
kozott (Kallert et al. 2009). A gazdafajlagossag tehat a parazita fejlédésének egy késébbi
stadiumaban nyilvanul meg. Ezen el6zmények utan fert6zési kisérletekkel vizsgaltuk a vér
szerepét a nyalkaspéras parazitak gazdafajlagossagaban (Sipos et al. 2018). A szOveti
eléskddd nyalkaspéras fajok halon bellli fejlédésével kevés tanulmany foglalkozik. Ezek
alapjan az feltételezhet8, hogy a szdveti él6skddé fajok tdbb szerven és szdveten at jutnak el
a spéraképzés helyére (Molnar & Eszterbauer 2015). A keringési rendszeren keresztili
terjedés logikus lépésnek tlnik, hiszen ez a legegyszeriibb mddja a szervek kozoétti, passziv
terjedésnek. A vérben, a keringési rendszeren keresztluli terjedés legjobb példai a
Sphaerospora fajok (kdztlk a S. dykovae), melyek véralakja okozza a pontyok uszéhélyag-
gyulladasat. Azonban a Sphaerospora fajok fejlédésének proliferacios szakasza a vérhez
kotott, vagyis a parazita fejlédési alakok intenziven osztédnak a vérben eltoltott
hosszabb-rovidebb idd alatt (Baska & Molnar 1988, Lom & Dykova 1992, Hartigan et al. 2016).
A M. cerebralis halon bellli fejlédésének f6 1épéseit, és a fejlédés idbébeli lefutasat szévettani
és elektronmikroszképos vizsgalatokkal igazoltak (El-Matbouli et al. 1995). Vizsgalatuk
kiterjedt a vérkenet mikroszkdpos vizsgalatara is, azonban a parazita fejl6dési alakjat nem
talaltak meg, molekularis biologiai vizsgalatot pedig nem végeztek. Ez alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a M. cerebralis elkerlli a keringési rendszert, és a periférias
idegrendszeren keresztll jut a sporaképzeés 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 térténik, olyan
mintha ,tlt keresnénk szénakazalban”. Raadasul a fejlédési alak morfolégigjardl csak
elképzeléseink vannak, mivel nincs tudomasunk arrdl, hogy mikroszképos kimutatasa
barmelyik ,nem-sphaerospora” faj vérben eléfordulé alakjanak megtortént volna. A szbévetben
zajlé, ISH és szdvettani készitményeken nyomon kovetett fejlédés alapjan, kisméretl, néhany
sejtbdl allo, sejt-a-sejtben strukturat feltételezink, intenziv bazofil festédéssel. A varakozassal
ellentétben, a gPCR vizsgalataink egyértelmlen igazoltdk a parazita korai fejlédési
stadiumainak jelenlétét a vérben. Ez egyrészt a korabbi szévettani vizsgalatok miatt, masrészt
Kallert et al. (2012) in vitro vérszérum Kkisérleteinek eredményei miatt volt meglepd, annak
ellenére, hogy mi csak a parazita DNS-t mutattuk ki. Utdbbiak kisérlete azt mutatta, hogy a

M. cerebralis fejlédési alakokat mind a fogékony, mind a nem fogékony halfajok vérszéruma
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elpusztitja, és a szerz6k 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 keresztll jut el a koponyaporcba,
akkor el tudja kerllIni a véraramot, ha pedig mégis a véraramba keril, akkor ott révid idén belll
elpusztul. Ha a véraramon keresztili terjedés a fejl6édés zsakutcaja, akkor tulajdonképpen
erthetd, hogy miért csdkkent drasztikusan a fogékony gazdaban a parazita mennyisége az id6
elérehaladtaval (ugy, hogy 1 hénappal a fert6zést kdvetbéen a M. cerebralis mar nem volt
kimutathatd szivarvanyos pisztrangban). A periférias idegrendszert nem vizsgaltuk, igy sem
cafolni, sem megerdsiteni nem tudjuk a korai, szdvettani alapu vizsgalatokat. Masik
magyarazat a drasztikusan csokkend parazitamennyiségre, a fert6zés természete és
id6ézitése. El-Matbouli et al. (1995) arra a kdvetkeztetésre jutott, hogy a parazita a fert6zést
kovetd 4-24. nap kozott ,vandorol” a spéraképzés helyére. Ha igy van, akkor elképzelhetd,
hogy a fertézést kovet6 1 honappal 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 nyalkasporas
fajok (pl. Ceratonova shasta) elhagyva a véraramot, egy id6 utan visszatérnek oda, és
szisztémas fertézést indukalnak (Bjork & Bartholomew 2010). Ez a jelenség a vizsgalt
M. pseudodispar esetében eléfordulhat, és magyarazhatja is a parazitafert6zés kozel allandé
intenzitasat a fejlédés vizsgalt 1 hdénapja alatt. Viszont a M. cerebralis esetében nem
valészinl, hogy a visszajutdas megvaldosulhat, mert a koponyaporc viszonylag gyorsan
.elcsontosodik”, és onnan a myxospoérak 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 fejlédésének I|épéseirdl kevesebb informacio all
rendelkezésunkre. A fejlédés els6 hdnapjanak vizsgalataval azonban kimutattuk, hogy a
keringési rendszer fontos allomasa a parazita halon bellli fejlédésének. Az elsédleges gazda
bodorka mellett, a masodlagos gazda dévérkeszeg, a biolégiai sz(ir6ként funkcionald
vorosszarnyu keszeg és a nem fogékony ezlstkarasz (Forré & Eszterbauer 2016) fajok
M. pseudodispar fert6zottségének prevalencigjat és intenzitasat vizsgalatuk gPCR
modszerrel. A legmagasabb prevalencia a bodorkaban fordult eld, viszont meglepd médon a
vorosszarnyu keszeg vérében volt a legintenzivebb a parazitafert6zottség. Mivel korabbi
vizsgalataink igazoltak, hogy érett myxospdéra nem alakul ki ebben a fajban, igy
valdszindlsithetd, hogy a vérben keringve fejlédési alakjai testszerte eléfordulnak (kimutattuk
a parazita DNS-ét kopoltyuban, vesében, majban, de izomszdvetben nem). Masik érdekesség,
hogy a nem fogékony halfajként kategorizalt ezlistkarasz vérében (ha alacsony prevalenciaval
is), de el6fordult a M. pseudodispar véralak. Raadasul a fert6zés intenzitasa megkdzelitette a
masodlagos gazda dévérkeszegben mért értékeket. Ez Ujabb megerdsitése annak, hogy a

gazdafajlagossag nem a vérben aramlo fejlédési stadiumokban nyilvanul meg, hanem késébb,
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vagy a sporaképzés elbtt (pl. a spéraképzés helyének/szovetének invazidjakor) vagy a

sporogonias szakasz alatt.

A két vizsgalt parazita faj fert6zési dinamikajat 6sszehasonlitva szembet{iné kilénbségeket
tapasztaltunk. Mig az erésen patogén M. cerebralis fejl6édési alakok vérben valé mennyisége
az id6 el6rehaladtaval szignifikansan csokkent, addig az elhullast altalaban nem okozé
M. pseudodispar fertézésre egy kozel konstans, tendenciat nem mutaté lefutas volt jellemzé.
Hogy ez Osszefliggésben van-e a patogenitassal, arra nincsenek bizonyitékaink. Annyi
azonban valdszinisithetd, hogy egy er6sen patogén korokozd/parazita altaldban erds
immunvalaszt valt ki (és ha ez sikeres, id6vel ,eltinteti” 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.

Fert6zés elleni védekezés

A tény, hogy a nyalkasporas parazitak halat fert6z6 actinospérai felismerik a halat, de nem
tesznek kulénbséget fogékony és nem fogékony fajok vagy torzsek kozott, a bioldgiai
védekezés egy fontos lehetéségét nydjtia. Ennek laboratériumi kisérletekben torténd
igazolasat is elvégeztik (Kallert et al. 2014). A két laboratériumi modell faj, a M. cerebralis és
a M. pseudodispar actinospéraival végzett in vitro kisérletekben a korabban azonositott
(Kallert et al. 2010), kémiai ingerként szolgald inozin és arginin, illetve az ezek altal képzett,
jéval vizoldékonyabb inozin-arginin sé (I1A) stimulalé hatasat vizsgalatuk. A két egymasra épulé
kisérlet kézul az els6ben a magasabb, 0,5 mg/ml koncentracié az IA esetében a pozitiv
(halnyalka kivonat) kontrollhoz hasonldé magas aktivald hatast valtott ki a M. cerebralis-ban. A
masodik kisérletben a 0,1 mg/ml IA koncentracioval az actinospéra 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 szukség van a parazita actinospéra aktivalasahoz, a mechanikai inger
feltételezhetben eltérd intenzitdsa okozhatta a mért kildnbséget a két kisérlet kozott. A
vizoldékony inozin-arginin s6 mikodott a legjobban a vizsgalt vegyiletek koézal, ami a
gyakorlati alkalmazhatdésag szempontjabdl Uj és fontos eredmény. Az IA vegyulet képlete
Ci6H26NgO7, 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 6nalldéan, azt igazolja, hogy a
vizben val6é oldédassal homogén oldatot képez, ami elérhet§ az actinospoéra receptorai
szamara, akar napokon keresztil is. Az in vivo kisérlet soran azt vizsgaltuk, hogy az inozinnal
és |A-val el8inkubalt M. pseudodispar actinospérak milyen mértékl fertézést képesek
el6idézni az elsédleges gazda bodorkaban. Bar az alacsony elemszam és magas egyedi

variabilitas miatt szignifikans kiilénbség nem volt kimutathatd, az eredményekbdél latszik, hogy
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az IA-val el6kezelt sporak nagy része kilokddott 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 fertézés intenzitasa elmaradt a

pozitiv kontroll csoportétdl.

Az |A tehat olyan ,csalivegytlilet”, amely a vizbe juttatva ,kislitheti” a lebegd actinosporakat
mielétt azok kapcsolatba kerlilnének a fogékony halgazdaval, megakadalyozva ezaltal a
parazita terjedését, és a fert6zés létrejottét. Eredményeink azt mutatjak, hogy az IA vegyllet,
ha teljes mértékben nem is eliminalja a fert6z6képes actinosporakat, azok szamanak jelentds
csokkentéséhez hozzajarulhat halgazdasagi kornyezetben is. A vegyulet nem toxikus,
el6éallitasa olcso, igy féluzemi kiprébalasok sikeressége esetén a gyakorlatban is alkalmazhaté

lehet a betegség-megel&zési stratégia részeként.

Az értekezés az elmult 15 év munkajabdl készilt pillanatfelvételek sorozata, de a kutatas folyik
tovabb. Az eddig megszerzett tudasra épitve, jelenleg futd projektiinkben terapias potenciallal
rendelkezd nyalkaspoéras proteaz gatlé gének azonositasaval kivanjuk megalapozni egy
hatékony kezelés kidolgozasat, amelynek segitségével a nyalkaspérasok okozta betegségek

kezelhetbek lehetnek a halgazdasagokban.

97



dc_ 1729 20 - . .
= - Uj tudomanyos eredmeények

5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Tobb nyalkasporas faj actinospéra stadiumat azonositottuk, és elséként igazoltuk a
Myxobolus cultus hazai el6fordulasat.

2. Filogenetikai vizsgalatokkal meghataroztuk a Sphaerospora s. str. kladba tartozé fajok
korét, és jellemeztik a csoport genetikai diverzitasat. Els6ként végeztik el a
S. dykovae, S. angulata és S. molnari fajok molekularis jellemzését, és meghataroztuk
kilénlegesen hosszu inzerteket tartalmazo 18S rDNS szekvencigjukat.

3. Elséként igazoltuk a Myxobolus pseudodispar gazdavaltasat. Valamint kisérletesen
bizonyitottuk a nyalkaspéras parazitak fejlédésének zsakutcajat képezd, bioldgiai
csapdanak tekinthet6 ,gazdafajok” Iétezését.

4. Edesvizi szoveti él6skddd fajoknal (féleg Myxobolus fajok) molekularis bioldgiai és
filogenetikai eredményeken alapulva igazoltuk a szoveti és szervi lokalizacio
fontossagat.

5. Elsékeént igazoltuk, hogy a Myxobolus cerebralis a gazdafelismerés soran nem tesz
kllénbséget a halfajok kdzott, és hogy a parazita sporoplazmai a gazdaban vald
megtelepedéskor — halfajtél figgetlenll — a hal farokuszoéjat preferaljak.

6. Invitro aktivacios eljarast dolgoztunk ki, melynek segitségével a gazdafelismerés
molekularis szinten, gazdakontaminacié nélkul vizsgalhaté. A M. cerebralis
gazdafelismerésében feltételezhet6en szerepet jatszo fehérjék kdzil néhanyuk génjét
azonositottuk és részlegesen jellemeztik.

7. Elsb6keént vizsgaltuk kulonb6zd genetikai vonalu sebes pisztrang torzsek kergekoérra
valé fogékonysagat. Kimutattuk, hogy a beltenyésztett allomanyokban a M. cerebralis
fert6zés szignifikansan intenzivebb, igy a gazdahal genetikai heterozigozitasa
befolyasol6 tényezbje lehet a fertézés kimenetelének.

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

9. Laboratériumi in vitro és in vivo kisérletekben igazoltuk, hogy a vizoldékony inozin-
arginin s6 hatékony ,csalivegytilet”’, ami képes a vizben ,id8 elétt” aktivalni a parazita

halat fert6z6 actinospérait, 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 felmertljon. Elsésorban Dr. Molnar
Kalmannak, aki fiatal diplomasként befogadott, és bevezetett a halkdrtani kutatasok vilagaba.
Kovette, és segitette munkamat PhD témavezetémként, majd a PhD megszerzése utan is.
Halasan k6szondm a rengeteg ismeretet, amit Dr. Baska Ferenctdl kaptam a halbetegségekrdl
és a korszovettanrdl. Dr. Benkd Marianak és Dr. Harrach Balazsnak néhany szoval
megkdszonni sem tudom baratsagukat, és a sokrétli tamogatast. Amellett, hogy bevezettek a
molekularis bioldgia 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.

Kulféldi kollégaim kdzil Dr. Dennis Kallertnek szeretném elséként megkdszonni a hosszu évek
ota tarto sikeres egyuttmikodést, a sok kreativ beszélgetést, és a kdzeli barati viszonyt, ami
rengeteg erét és Kkitartast adott. Koszondom Dr. Astrid Holzernek a szintén évtizedes
egyuttmikodeést. Koszonom, hogy 6 és kutatdcsoportja baratként, szinte a csoport tagjaként
kezel hosszu ideje. Sok elismert kdzlemény, és még tébb pozitiv éimény két hozza és

csoportjahoz.

Hazai egylittm(ikdédd partnereim koziil, halas kdszonetem a NEBIH volt és jelenlegi
munkatarsainak, Dr. Dan Adamnak, Dr. Ursu Krisztinanak, és Dr. Ronai Zsuzsannanak, akiktdl
rengeteg Uj modszert tanultam, és akik nélkul a bemutatott eredmények egy része meg sem
valésulhatott volna. Készéndém a ,halasoknak”, Dr. Lang Marianak, Dr. Papp Melittanak, Dr.

Paulus Petranak, Dr. Gonda Eszternek az egylttm(kddést, és az ,6sszetartast”.

Nagyon kdszondm a sokéves egyuttmikodést Hoitsy Gydrgynek, a Lillafuredi Pisztrangtelep
vezetdjének, aki a kutatas irant mindig nyitott volt, tanacsaival és aktiv kbzremikodésével
segitette munkankat, és akitdl rengeteget tanultam a pisztrangokrél, a halszaporitasrol, és a
haltenyésztésrél. Készénetem a Dinnyési Halgazdasag vezetéjének, Szabd Krisztiannak,

hogy tobbek kozott az ikraallomanyok biztositasaval hosszu évek ota tamogatja kisérleteinket.

Nagyon koszonom kutatécsoportom volt és jelenlegi tagjainak a lelkiismeretes munkat, és az
egyuttmikdodést. A disszertacioban szerepld eredmények nem johettek volna létre Sipos Dora,
Bertyné Hardy Timea, Szegé Déra, Dr. Zsigmond Gergely, Szakaly Agnes, Rigler Eszter, Nagy
Borka, Dr. Herczeg David, Dr. Forré Barbara és Dr. Marton Szilvia aktiv kozremUkodése nélkdl.
Kbészondm kozeli kollégaimnak, Dr. Papp Tibornak, Dr. Kajan Gy6z6nek, Dr. Vidovszky
Martonnak, Dr. Doszpoly Andornak a segitséget, a pozitiv hozzaallast, és a j6 hangulatu

.labormegbeszéléseket”.
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A kutatasok anyagi fedezetét az OTKA F45908, OTKA K75873, OTKA K112301, NKFIH

NN124220, a Bolyai Janos Kutatasi Oszténdij, a német Alexander von Humboldt Kutatasi
Oszténdij, és az MTA NKM-57/2019 kutatasi mobilitasi palyazata biztositottak.

Nem tudom eléggé megkdszdnni a tamogatast szlleimnek, csaladomnak és barataimnak.
Kdszdéndém Dr. Pintér Zoltannak, hogy lassan két évtizede all mellettem baratként, tamogat és
Jelez” ha kell. Kilon kdészéndm o6csémnek, hogy tudomanyos palyam fébb lépéseinek
elengedhetetlen katalizatora volt. Kdszondm névéremnek és csaladjanak a sokréti
tamogatast, és a folyamatos lelki feltdltédest. Végtelenll halas vagyok paromnak, Péternek a
szeretetért, az elfogadasért, hogy mellettem all és erdsit. TUrelme és megeértése nélkil ez a

disszertacio sem szuletett volna meg.
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