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Osszefoglalé: A kétéltiieket veszélyezteté kitridiomikozis korokozédja, a Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd; Longcore, Pessier & D. K. Nichols, 1999) nevii gombafaj bizonyitottan jelen
van a Karpat-medencében is, ugyanakkor a szamlajara irhat6 drasztikus allomanycsokkenést itt ez
idaig nem tapasztaltunk. Ennek egyik oka lehet a honos populaciok magas toleranciaja a betegséggel
szemben. Kisérletiinkben barna varangy és erdei béka ebihalait fertéztiik egy magas virulenciaju Bd
torzzsel. A gomba egyik fajnal sem csokkentette a tulélést, a fejlddési sebességet és az atalakulas
utani tomeget. Ugyanakkor a barna varangy egyedeknél az erdei békaknal mért fertdzottség sokszo-
rosat figyeltiik meg. Ugy tiinik, hogy a hazai barna varangy populaciok magas toleranciaval, az erdei
béka populaciok pedig magas rezisztenciaval rendelkeznek a betegséggel szemben.

Kulesszavak: kitridiomikozis, barna varangy, erdei béka, tolerancia, rezisztencia

Bevezetés

o

A kitridiomikoézis a legjelentsebb kétéltiieket fert6z6 betegség, mely az utobbi
évtizedekben szerepet jatszott vilagszerte tobb, mint 200 faj allomanycsdkkenésé-
ben (Skerratt ef al. 2007), korabban érintetlen fajok veszélyeztetetté valasaban, bi-
zonyos fajok lokalis és teljes kipusztulasaban (Mendelson et al. 2006, Van Rooij et
al. 2015). A Batrachochytrium dendrobatidis (tovabbiakban Bd) nevii rajzosporas
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gombafajt 1998-ban irtak le és azonositottak, mint a betegség korokozojat, azdta
az 0sszes kontinensen megtalaltak, ahol kétéltliek is eléfordulnak (Berger et al.
1998, Van Rooij et al. 2015).

A Bd Europa szamos orszagaban megtalalhato, eddig azonban csak Spanyol-
orszagban mutattak ki hozza kothetd jelentds allomanycsokkenést (Bosch et
al. 2001, Balaz et al. 2014). Hazankban eddig gyepi békatdl (Rana temporaria
Linnaeus, 1758), zoldbékaktol (Pelophylax komplex fajai) és sargahasu unkatol
(Bombina variegata Linnaeus, 1758) szarmazott pozitiv minta (Balaz ef al. 2014).
Utobbirdl sikeriilt izolalni a gomba hazai valtozatat, mely a Spanyolorszagban
jelent6s pusztulast okozé BAGPL torzs leszarmazottja, viszont laboratdriumi ki-
sérletek ezzel az izolatummal még nem torténtek.

A Bd széles gazdaspektrummal rendelkezik, jelenleg 1252 vizsgalt fajbol 520-
bol sikeriilt kimutatni (httpl). Arrol azonban kevés informacié all rendelkezésre,
hogy mi okozza a kiilonb6z6 régiok populacioi kozotti eltéréseket a betegség su-
lyossagaban (Kilpatrick et al. 2010, Van Rooij et al. 2015). Ennek hatterében all-
hatnak az él6helyre jellemz6 kdrnyezeti tényezok, a lokalisan jelen 1év6 Bd torzs
korokozo tulajdonsagai (infektivitas és virulencia) és a gazdafaj érzékenységbe-
li sajatossagai (rezisztencia és tolerancia), erre vonatkozo ismereteink azonban
rendkiviil korlatozottak (Woodhams et al. 2011).

Kisérletiinkben két gyakori hazai faj, a barna varangy (Bufo bufo Linnaeus,
1758) és az erdei béka (Rana dalmatina Fitzinger, 1839) egyedeinek ellenallo-
képességét tanulmanyoztuk korai életszakaszban egy Spanyolorszagban izolalt,
magas virulenciaju Bd torzzsel szemben. A fert6zodés mértéke mellett vizsgaltuk
a Bd jelenlétének lehetséges letalis és/vagy szubletalis hatasat a f6 életmenet-val-
tozokra.

Mobdszerek

Kisérleti allatok és tartasi koriilmények

Vizsgalatainkhoz erdei béka és barna varangy petéket gytjtottiink fajonként
9-9 petecsomobol a Visegradi-hegység egyik kisvizébol, melynek kornyékén
a Bd jelenléte bizonyitott (Balaz et al. 2014; Apatkuti volgy; N 47,767058°, E
18,981325°).

A kelés utan az ebihalak kozil fajonként 54, egészségesnek latszo egyedet kiva-
lasztottunk, a fel nem hasznaltakat pedig szabadon engedtiik a gytijtés helyszinén.
Az éllatokat egyesével tartottuk 1 liter RSW-vel (Reconstituted Soft Water, APHA
1985) feltoltott miianyag dobozokban és ad libitum etettiik spenottal, melyhez er-
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dei békak esetén egy tomegszazaléknyi Spirulina algaport adtunk. A varangyoknal
egy korabbi kisérletben magas mortalitast tapasztaltunk Spirulina jelenlétében,
amit a tartdvizben torténd baktérium-tulszaporodas okozhatott az algapor és a Bd
tapleves interakcidjdnak hatasara, ezért ebben a kisérletben a varangy ebihalak
nem kaptak Spirulint. Az ebihalak tartovizét hetente kétszer cseréltiik. A mellsd
labak megjelenésekor (42-es fejlettségi allapot; Gosner 1960) a vizet 100 ml tiszta
RSW-re cseréltiik, a tartddobozt lefedtiik és kb. 10 °-os szogben megdontottiik,
igy széaraz és vizzel boritott részt egyarant biztositva az allatoknak. Az atalakult
egyedeket (farok teljesen eltiinik; 46-o0s fejlettségi allapot; Gosner 1960) 1j, lefe-
dett, de jol szell6z6, buvéhellyel ellatott dobozba helyeztiik, melynek aljat nedves
papirtdrlovel béleltiik. Az erdei békakat frissen kikelt napostiicskokkel (Acheta
domestica, Linnaeus, 1758), a barna varangyokat kisebb méretiik miatt ugrévilla-
sokkal (Folsomia spp.) ad libitum etettiik. A kisérlet klimatizalt helyiségben (ho-
mérséklet: 19,4 °C £ 0,7; atlag = SD), a természetes vilagos-s6tét szakaszokhoz
igazitott mesterséges megvilagitas mellett zajlott, a vonatkoz6 karantén szabalyok
szigoru betartdsa mellett.

A Bd tartdsa és a fertézés koriilményei

Kisérletiinkhoz a Bd GPL torzs 1A042 izolatumat hasznaltuk. A torzstenyészetet
folyékony mTGHL taplevesben 4 °C-on tartottuk. A fertézések el6tt 100-szoros
higitast készitettiink, amit egy héten 4t 20 °C-on inkubaltunk. Kozvetleniil a fertd-
z¢s elott Biirker-kamra segitségével allitottuk be a zoospora (zsp) koncentraciot.
Haromféle kezelést alkalmaztunk: kontrol (0 zsp/ml), alacsony (~10 zsp/ml), és
az egy hét alatt felszaporodott tenyészetet, az alacsonyhoz annak 100-szoros higi-
tasat hasznaltuk. Az allatok tartovizét minden vizcserét kovetden Gjrafertoztiik 1
nos mennyiségl steril taplevest kapott. Mindkét fajt nagysagrendileg azonos do-
zissal fertoztiik (1600-2100 zsp/ml a magas koncentracion, attol fliiggden, hogy az
inkubacio alatt mennyire szaporodott el a Bd a tenyészetben). Az ebihalak tarto-
dobozait a kezelések alapjan térbeli blokkokon beliil randomizalva helyeztiik el a
polcokon. Az allatok tilélését naponta monitoroztuk. Feljegyeztiik a mells6 labak
megjelenésének ¢€s a farok teljes mértéki felszivodasanak idopontjat, és utobbitol
szamitva még két hétig tartottuk Oket. A kisérlet végén megmértiik az egyedek
tomegét (Ohaus Pioneer PA-114 analitikai mérleggel, milligramm pontossaggal),
talhiitéssel felaldoztuk (30 percig 4 °C, majd egy napig -20 °C), majd 70%-os
etanolban konzervaltuk 6ket.
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A Bd kimutatasa

A fertdzés intenzitasat kvantitativ PCR (qPCR) segitségével mértiik. A qPCR-hez
a mintakat a hatsé végtag ujjainak levagasaval nyertiik, amikbdl a DNS-t szilika
gyongyok és 50 pl PrepMan Ultra (Life Technologies) felhasznalasaval vontuk ki.
A gPCR reakcidkat BioRad CFX96 Touch Real-Time PCR System gépen végez-
tiik, 2x TagMan Universal PCR Mastermix-et (Life Technologies) alkalmaztunk
a Boyle és munkatarsai (2004) altal k6zolt protokoll szerint. Minden mintabdl két
parhuzamos mérést végeztiink és a standardot négy higitdsban hasznaltuk (100,
10, 1 és 0,1 genom-ekvivalens (GE) / ml).

Statisztikai elemzések

A Bd GE adatokat rangtranszformaltuk, mert el6fordultak kozottiik a 1-1000 GE/
ml intervallumon kiviil esé értékek is, melyek mennyiségileg nem tekinthetok
100%-ig megbizhatonak, mivel a standard kalibracios gorbén kiviil esnek. A fej-
16dés hosszat a mellsé végtagok megjelenéséig (42-es fejlettségi allapot) eltelt
napok szamaval jellemeztiik. A szubletalis hatasok vizsgalatanal csak a kisérlet
végéig tulélt allatok adatait elemeztiik.

A fert6z6dés mértékét Wilcoxon-féle eldjeles rangprobaval vizsgaltuk aszerint,
hogy a kezelési csoportok fertdzottsége eltér-e a kontrollcsoport fertézottségének
megfeleld 0-s varhato értéktdl. A kezelések testtdmegre gyakorolt hatasat altala-
nos linearis modellekkel (GLM) vizsgaltuk, amibe a kezelést faktorként, az atala-
kulasig eltelt napok szamat pedig kovariansként vittiik be. Barna varangyoknal a
tomeg adatokat log-transzformaltuk, hogy teljesiiljon a varianciak homogenitasa-
nak feltétele.

A kezelésnek az atalakulasig eltelt id0 hosszara kifejtett hatasat varangyoknal
GLM-el, erdei békaknal Kruskal-Wallis probaval teszteltiik, mert utobbi esetben
a modellrezidualisok transzformacio utdn sem mutattak normaleloszlast, és a va-
rianciak is kiilonbozéek maradtak a csoportok kozott.

Az egyedek tulélését az erdei békanal nem elemeztiik statisztikailag, mert na-
gyon alacsony volt a mortalitas, 6sszesen harom egyed pusztult el az 54-bél (kettd
alacsony, egy pedig magas Bd-koncentracion). A varangyoknal Cox-regressziot
hasznaltunk, melybe kovariansként bevittiik a fert6zottség mértékeét, fix hatasként
pedig a kezelést.

Minden kiindulasi modelliink tartalmazta az 6sszes kettOs interakcidt, és a tel-
jes modellbol 1épésenként tavolitottuk el a nem szignifikans (P > 0,05) tagokat.
Az eltavolitott valtozokra vonatkozé statisztikak kinyeréséhez egyesével vissza-
illesztettiik azokat a végsé modellbe. A modellek alkalmazhatosaganak feltételei
koziil a varianciak homogenitasat Levene-probaval teszteltiik, a reziduumok nor-
malis eloszlasat pedig QQ-abran ellendriztiik és Shapiro-Wilk probaval teszteltiik.
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A statisztikai elemzéseket az SPSS Statistics programcsomag 17.0 verziojaval vé-
geztiik, az abrak R 3.0.3 programcsomaggal késziiltek.

Eredmények

Erdei béka

srer

crer

kezelésben a fert6zottségi intenzitds nem tért el szignifikansan a kontrollra jel-
lemz6 0 varhaté értéktol (P = 0,3; 1. abra). A magas Bd koncentracioval fertdzott
egyedek nagyobbak voltak a masik két kezelésben szereploknél, de ez a kiilonb-
ség nem volt szignifikans (GLM: F2;48 = 3,12; P=0,053; 2. abra). A testtomegre
az atalakulasig eltelt napok szdma nem volt szignifikans hatassal sem nmagéban,
sem a kezeléssel interakcioban (GLM: atalakulasig eltelt napok: £1;49=1,02; P=
0,3; kezelés x atalakulasig eltelt napok: F2;45 = 0,89; P=0,4). A kezelések nem
befolyasoltak szignifikansan az atalakulasig eltelt napok szamat (Kruskal Wallis-
préba: P=1; 3. abra).
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1. abra. A kezelések hatdsa az erdei békak 2. abra. Az erdei békdk tomege a kiilonboz6
fert6z8désére. Az abran rangok szerepelnek, a kezelésekben.
kontrollcsoport medidnja ezért nem 0, de nem

volt fert6z8dés ennél a kezelésnél.

Barna varangy

crcr

az egyedek fertdzési intenzitasat a kontroll 0 varhato értékéhez képest (Wilcoxon-
teszt: alacsony koncentracio: P = 0,028; magas koncentracio: P = 0,002; 4. abra).
A testtomeget a kezelések nem befolyasoltak szignifikansan (GLM: F2;34 =0,95;
P=0,4; 5. abra), de az atalakulasig eltelt napok szama igen (GLM: F1;36 = 9,87;
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P =0,003): min¢l tovabb tartott a fejlodés, annal kisebb volt a tdmeg 14 nappal
az atalakulas utan. A kezelés és a fejlodés sebessége kozti interakcio szintén nem
volt hatassal a tomegre (£2;32 = 0,92; P = 0,4). A kezelés nem befolyasolta az
atalakulasig eltelt napok szamat sem (GLM: F2;35 =0,03; P=1; 6. abra).
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3. abra. A kezelés hatdsa az erdei békdk atalaku- 4. dbra. A kezelés hatdsa a barna varangyok
lasi idejére. fert6z8désére. Az dbran rangok szerepelnek, a
kontrollcsoport medidnja ezért nem 0, de nem
volt fert6zGdés ebben a kezelésben.
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5. abra. A kezelés hatasa az atalakult barna 6. abra. A kezelés hatdsa a barna varangyok
varangyok tomegére. atalakuldsi idejére.

Tulélés-elemzés

A Cox-regressziok alapjan — a fertdzés intenzitdsanak figyelembe vételével — a
kezelés nem befolyasolta az egyedek tulélését (Wald Chi®= 2,39; kezelés: df = 2;
P =0,3; fert6zési intenzitas: df = 1; P=1; 7. abra).
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7. abra. Barna varangyok talélése a kezelések fiiggvényében. A Bd-fert6zés hatdsa nem volt
szignifikans.

Ertékelés

Eredményeink alapjan tigy tlnik, hogy a magas virulencidji Bd GPL torzzsel
szemben a hazai populéciokbol szarmazo6 erdei béka egyedek korai életszakaszuk-
ban magas rezisztenciaval, a barna varangyok pedig magas tolerancidval rendel-
keznek (terminoldgia: Woodhams et al. 2011), mivel eldbbieken szinte meg sem
tudott telepedni a korokozo, mig utdbbiak nagymértékben fertézddtek, de ennek
letalis vagy szubletalis hatasat nem tapasztaltuk.

A barna varangyokon végzett tulélés-elemzésbol kideriilt, hogy a kezeléseknek
¢és a fertdzési intenzitdsnak sem volt szignifikdns hatdsa a talélésre, tehat a gom-
ba jelenléte nem novelte meg a haldlozas valdszinliségét a spontan pusztuldshoz
1ésnél is kimutathat6 volt. A kezelésnek sem 6nmagaban, sem pedig az atalakulés
idejével interakcidban nem volt szignifikans hatdsa a testtomegre. Ezek alapjan a
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fert6z0dés negativ hatasainak kivédése, legalabbis az altalunk vizsgalt korai élet-
szakaszban nem jar jelentds energetikai koltséggel.

Az erdei béka érzékenységét tudomasunk szerint elséként vizsgaltuk meg
kontrollalt koriilmények kozott. A fert6zés intenzitasa rendkiviil alacsony volt,
¢és a Bd-vel 0sszefliggd mortalitast sem mutattunk ki. A magas do6zisu kezelésben
nagyobbak voltak az egyedek, de ez a hatds marginalisan nem szignifikansnak
bizonyult. Elképzelhetd, hogy a tobb korokozonak kitett egyedek tobb taplalékot
fogyasztottak, hogy forrasokat halmozzanak fel, melyek felhasznalasaval novel-
hetik védekezésiik hatékonysagat. Az atalakulasig eltelt idot egyik fajnal sem be-
folyasolta a Bd jelenléte, ez alapjan a fert6z6dés az egyedfejlodésbe allokalhatod
energia mennyiségét nem csokkenti.

Kisérletiinkben a rezisztenciat és toleranciat egy magas virulenciaju Bd torzs-
zsel szemben mutattuk ki, mely a spanyolorszagi kétéltiiallomanyokban (Bosch
& Martinez-Solano 2006, Garner ef al. 2009) és a barna varangy nagy-britanniai
allomanyaibdl szarmazoé egyedeknél bizonyitottan nagymértékli pusztulast oko-
zott (T. W. Garner, személyes kozlés). Ez alapjan valoszinii, hogy nem csak a
jelenlévo Bd-torzs alacsonyabb virulenciaja, hanem az egyedek magasabb ellen-
allo-képessége is segiti a vizsgalt fajok hazai populacioit.

Koszonetnyilvanitas — Koszonjiik Sendula Timeanak és Szederkényi Marknak a kisér-
let kivitelezésében, Bokony Veronikanak a statisztikai elemzésekben nyujtott segitségét,
Trenton W. J. Garner-nek, hogy rendelkezésiinkre bocsatotta a Bd tenyészetet, ¢s a Pilisi
Parkerdo Zrt.-nek, hogy engedélyezte utjainak hasznalatat. Az allatok gy(jtését, tartasat és
hasznositasat a Pest Megyei Kormanyhivatal Kdrnyezetvédelmi és Természetvédelmi Fo-
osztalya engedélyezte (PE/KTF/3596-8/2016; PE/KTF/3596-7/2016), a kisérletet az MTA
ATK NOVI Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga jovahagyta. Kutatasunk az MTA Lendii-
let Programjanak (MTA, LP2012-24/2012) és egy EU FP7 Marie Curie Career Integration
Grant-janak (PCIG13-GA-2013-631722) tamogatasaval valosult meg.
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The causal agent of chytridiomycosis, Batrachochytrium dendrobatidis is known to be present in the
Carpathian Basin, however, there is no evidence for population declines accountable to this disease
in Hungarian populations. This may partly be explained by the high tolerance of local amphibian
populations. In our study, we experimentally infected larval individuals of the common toad (Bufo
bufo) and the agile frog (Rana dalmatina) with a highly virulent, globally distributed Bd strain. We
observed if there are any direct or indirect effects of exposure two weeks after metamorphosis. We
did not observe significantly decreased survival, body mass or development rate resulting from
exposure to Bd in either species. However, infection intensity was higher in toads than in frogs by
an order of magnitude. Our results suggest that in Hungary, common toads are highly tolerant to Bd

while agile frogs are rather resistant against this disease.
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