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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ATK NOVI: Agrartudomanyi Kutatékdzpont, Névényvédelmi Intézet

CORT: corticosterone (kortikoszteron)

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay (enzimhez kétott immunoszorbens proba)
ESD: environmental sex determination (kbrnyezeti ivarmeghatérozas)

GSD: genetic sex determination (genetikai ivarmeghatarozas)

HRM: high-resolution melting

MS222: az eutanizilashoz hasznalt altatoszer (etil-3-aminobenzoat-metanszulfonat)
RSW: reconstituted soft water (reverz-ozmozis szfirt, visszasozott lagy viz)

SE: standard error (standard hiba)

SPE: solid-phase extraction (szilard fazisu extrakcio)

TSD: temperature-dependent sex determination (hdmérsékletfiiggd ivarmeghatdrozas)



2. BEVEZETES

A kétéltiiek természetvédelmi szempontbol kiemelt fontossagu allatcsoportnak szdmitanak,
hiszen jelenleg a vilag kétéltii fajainak 41%-at veszélyezteti kihalas [1]. Az élShelyek
leromlasa és fragmentalddasa [2], a klimavaltozas, a krnyezetszennyezés, a kiilonbozd
patogének és invaziv fajok megjelenése mind szerepet jatszanak ebben a folyamatban [3].
Az emberi kdrnyezet-dtalakitds kbvetkeztében szamos stresszhatas éri az él6lényeket, ezek
a stresszhatisok pedig kiilonféleképpen befolyasoljak az Okoszisztémdt, ezzel
veszélyeztetve példaul a kétéltiieket is. Fontos megvizsgalni és megérteni azt, hogy ezekhez
az antropogén stresszorokhoz képesek-e a fajok alkalmazkodni, és ha igen, akkor ez hogyan
is valosul meg. Kétéltiiek esetén az antropogén kérnyezet egyik potencidlisan karos hatisa
lehet az ivardetermindcio és ivari fejlédés megzavardsa. Gerinces €él6lények esetében az
ivarmeghatdrozasi rendszermek 3 f& tipusdt szoktdk elkiilniteni: a genetikai
ivarmeghatarozast (GSD), a kémnyezeti ivarmeghatarozast (ESD, amely leggyakrabban
homérsékletfliggs ivarmeghatdrozas, TSD), illetve az el6z6 két tipus egyiittesét, amikor Gn.
,vegyes” rendszer alakul ki [4]. Ez utébbi esetben a genetikai ivarmeghatarozést a krnyezet
befolyasolni tudja, ezzel akdr az ivarvaltast is eldidézve, tvarvéltas sordn a fejl6do egyedben
egy olyan fenotipusos ivar alakul ki, amely nem egyezik az egyed genetikai ivaraval, vagyis
az ivari kromoszomdk altal meghatarozott ivarral [4, 5, 6]. Ez az ivarviltds nem egyezik meg
az elsGsorban halaknal leirt, felndtt egyedeknél megjelend szekvencialis
hermafroditizmussal, amit ivarviltoztatisként ("sex change") is szoktak emlegetni. A
szekvencidlis hermafroditizmus az ESD egy specialis formajanak tekinthet6 a halak esetében
{7]. Az ivarvaltis ("sex reversal") viszont az egyedfejlddés korai szakaszdban, az
embriondlis vagy larvalis fejlodés sordan kovetkezik be valamilyen kornyezeti tényezd
hatdsdra. El6idézheti extrém homérséklet [8], kiszaradds és vizvesztés [9], éhezés [10],
illetve a kiildnbozé kemikaliak, mint az utak jégmentesitésére haszndlt sok haszndlata is
[11]. Az ektoterm gerinces él6lények (halak, hilllok, kétéltiek) populdcidiban eléfordulnak
ivarvaltott egyedek természetes koriilmények kdzott is {4, 6], azonban a klimavaltozas és a
kdrnyezetszennyezés miatt az eldbb emlitett kbrnyezeti stresszhatisok €s azokkal egyiitt az

ivarvaltasok is gyakoribba valhatnak [12].

Az ivarvaltast eddig viszonylag kevés fajban vizsgaltdk részletesebben, mivel az ektoterm
gerincesek genetikai ivardanak megdllapitasa sokszor nehézségekbe titkdzik a fajspecifikus

markerek kifejlesztésének a sziikségessége miatt [13), illetve az is el6fordul, hogy akar fajon



beliil, kiilénb6zd populdciok kozétt kiilonbozik az ivarmeghatarozasi rendszer (XX/XY é€s
ZW/ZZ ivari kromoszomdk) [14]. Tovabba, a fenotipusos ivart bizonyos fajoknal csak az
ivarérett egyedek esetében lehet biztosan megallapitani, a ndszidészakon kiviil viszont csak
invaziv vagy destruktiv moédon a belsé ivarszerveik alapjan [15]. Kétéltiiek esetében eddig
Osszesen négy fajban talaltak ivarvaltott egyedeket természetes populdcidkban.
Finnorszagban, a vizsgalt populdcidk esetében a gyepi békak (Rana temporaria) felnott
egyedei kizott a genetikai ndstények 9%-a fenotipusosan him, tehat ivarvaltott egyed volt
[16]. Az Amerikai Egyestilt Allamokban 6shonos Rana clamitans egyedek 4,5%-a volt
ivarvaliott a kutatok &ltal vizsgdlt populacidékban [17]. Kindban, harom killénbdzd
populdcidt vizsgalva is taldltak ivarvéltott egyedeket a Rana dybowskii faj esetében [18].
Hazai teriileteken az erdei béka (Rana dalmatina) populacioknal a fenotipusos himek 20%-
anal mutattak ki az ivarvaltas jelenségét [12]. Az ivarvaltas gyakoribbnak bizonyult a vérosi
és mezdgazdasagi terlileteken a természetes populdciékhoz viszonyitva erdei békak
esetében, amit feltehetOleg a varosi hosziget effektus és a szennyezd anyagok nagyobb

mennyiségben lévo jelenléte idézhetett el [12].

Az ivarviltasnak meghatdrozé evolicios és dkoldgiai kbvetkezményei lehetnek, példanl az
ivarvéltott egyedek fitnesze kiilonbozhet a fajtrsakétsl [19, 20]. Az ivarviltott erdei békdak
példaul kisebb testtdmeget érnek el a metamorfézisuk utdni néhany hénapban, mint a nem
ivarvaltott egyedek, illetve fejlédési rendellenességek is gyakrabban fordulnak elé az
ivarvéltott békaknal (példdul mdj és lép rendellenességek) [12]. Tovabbd, az ivarviltas a
populdciok ivarardnydnak az eltoléddsdhoz is vezethet egyrészt azaltal, hogy az egyik
fenotipusos ivar thlsilyba kerill, masrészt az ivarvéltott egyedek utodaindl is eltorzult
ivarardny jShet létre [21]. A populdciok szaporodasi ratdjit és ezzel parhuzamosan a
genetikai valtozatossdgat csokkentheti az eltorzult ivarardny, amely hosszabb tivon az
evoliiciés alkalmazkodasi képességet is ronthatja [22], akdr a populdcié kihalasat is
eldidézve ezzel [23]. Az ivarvdltasnak tehdt jelentds evolicios-dkoldgiai kdvetkezményei
lehetnek, és ezek vizsgdlatdhoz azt is fontos lenne megismerni, hogy milyen proximalis

mechanizmusok révén jon létre.

Halak és kétéltiiek esetében a magas homérséklet tobbnyire maszkulinizdlé hatassal
rendelkezik, ami azt jelenti, hogy a genetikai néstények fenotipusos himmé fejlodnek [8],
bar kivételt képez a Pleurodeles poireti gbtefaj, ahol a magas hémérséklet feminizal [5].
Néhany, halakon végzett vizsgalat eredménye arra utal, hogy a hdség-indukélt

maszkulinizdcié hatterében a glilkokortikoid hormonok éallnak, amelyek stressz (pl.



hostressz) hatdsara fokozott mértékben termelGdnek [4, 24]. A glilkokortikoidok gétoljak az
aromataz enzimet (a CYP 19 gén expressziojit), amely a him nemi hormont (tesztoszteron)
ndi nemi hormonna (dsztradiol) alakitja &t [25]. Abban az esetben, ha az aromataz blokkolva
van, nem alakul at a tesztoszteron, ezaltal a genetikailag nostény egyedekben herék fognak
kifejlédni a bipotens ivarmirigy-kezdemény differencialodasa soran. Ezt a hipotézist néhany
kisérlet hiliok esetében is tesztelte, azonban az eredményeik ellentmondasosak voltak [26,
27], kétéltiieknél pedig még csak olyan glitkokortikoidok hatasat vizsgaltak publikdlt
kisérletekben, amelyek nem tekinthetbek a kétéltiieck Dbiologiailag aktiv, fo
"stresszhormonjdnak” [28]. A glilkokortikoid hormonok kozill a halakndl a kortizol,
kétéltiieknél és hillldknél pedig a kortikoszteron jatszik foszerepet a stresszre adott élettani
vilaszokban [29, 30].

3. CELKITUZESEK

A dolgozatomban bemutatott kisériet sordn valaszt kerestlink arra a kérdésre, hogy a
gliikokortikoid hormonok szerepet jitszanak-e az ivarvaltas kialakuldsaban kétéltiieknél.
Ehhez erdei békikon kisérletesen teszteltilk, hogy a glitkokortikoidok csoportjaba tartozo
kortikoszteron miként befolydsolja az allatok fenotipusos ivarardnyat, illetve az ivarvaltott
egyedek ardnyat. Ennél a fajndl ismert, hogy larvakori héstressz hatasara maszkulinizicio
kivetkezik be [31], ezért az ivarmeghatdrozds érzékeny idOszakdban manipulaltuk az
ebihalak kortikoszteron-szintjét tébbféle koncentrécio alkalmazéasaval, majd az ivarmirigyek
kialakulasa utdn megallapitottuk az atalakult erdei békak fenotipusos ivarat, majd késobb
molekuldris mddszerek segitségével az egyedekhez tartozd genetikai ivart is. A predikcionk

az volt, hogy a kortikoszteronnal kezelt csoportokban him tulsilyos fenotipusos ivarardny

------



4, ANYAG ES MODSZER

Természetvédelmi engedélyek

A petegyiijtéshez, az ebihalak, majd a késObbiekben a békdk neveléséhez, kisérletes
kezeléséhez és eutanazidjdhoz a Pest Megyei Kormanyhivatal dltal kidllitott PE-
06/KTF/8060-1/2018; PE/EA/295-7/2018 szamu engedélyekkel rendelkeztiink, és ezekkel
dsszhangban zajlott a kisérlet teljes menete. Tovibba az ATK NOVI Etikai Bizottsiga is

jovahagyta a kisérlet kivitelezését.

A kisérleti dllatok

A kisérlethez négy kiilonb6zé erdei béka populdcidbdl (1.dbra), populdciénként harom
kiilonbdzd csaladbél (petecsomébol) kériilbeliil 40-50 friss petét gylijtottink 2021. aprilis
07-én. A négy populdcié, amivel dolgoztunk a Bajdazé-téban (koordindtdk: E 47.903382, K
18.978482), az llona-toban (E 47.713432, K 19.040242), a godi Feneketlen-tdban (E
47.684865, K 19.129855), és az Erzsébet-érben (E 47.429196, K 19.132845) él. A petéket
az ATK NOVI juliannamajori kutatdintézetébe szallitottuk, ahol a killénbszd populicidkat,
illetve azokon beliil a csalidokat egymastol killon tartottuk, de azonos laboratdriumi
korillmények vonatkoztak rdjuk. Ez 19 °C-os hoémérsékletet és szabdlyosan véltakozd
viligos-sotét periddusokat jelentett, melyek hosszdt a természetes fotoperiédushoz
igazitottuk. A kisérletben a késObbiek sorin is ezek a laboratériumi korillmények
vonatkoztak az egyedek tartisara. Egy csaldd egyedei kb. | cm magassigig RSW-vel
(reverz-ozmozis sziirt, visszasozott lagy vizzel) megtdltétt mianyag dobozban (19 x 30 x
15 cm) egyiitt voltak tartva, a pete dllapotto] egészen a szabadon sz stidium eléréséig. Az
RSW reverz-ozmozis sziiron megtisztitott és UV-fénnyel fertbtlenitett lagy viz, amelyhez
egy olyan sokeveréket (48 mg/l NaHCO3, 30 mg/l CaSO4 x 2H20, 61 mg/l MgSO4 x TH20,
2 mg/l KCl) adagoltunk hozza, amely biztositotta a peték, majd az ebihalak normadlis
fejlédéséhez szilkséges sdk jelenlétét.

Amikor az egyedek elérték a szabadon szd fejlédési stadiumot, amely a 25. fejlédési
stddiumnak felel meg [32), minden csalddbél 25-25 ebihalat valasztottunk ki a kisérlet
inditasihoz. A kisérlet igy 2021. aprilis 23-4n indult 300 egyeddel. A kisérletbe be nem

valasztott egyedeket még ebihal korukban visszaszillitottuk a szarmazasi helyilkre.



1. abra: A négy populdci6 fildrajzi elhelyezkedése: Bajdazo-t6 (zold), llona-té
(rézsaszin), gidi Feneketlen-t6 (kék), Erzsébet-ér (narancs), illetve a sarga vonal jelzi az
orszaghatart

Az ebihalak nevelése

Az egyedeket egyesével, | liter RSW-ben tartottuk 2 literes milanyag dobozokban. Az
ebihalak dobozait véletien blokkos elrendezéssel helyeztiik el a laboratériumi polcokon (2.
dbra). A vizcsere €s az etetés is hetente kétszer (3-4 naponta) tortént, a vizcsere minden

esetben 1 liter RSW-vel, az etetés pedig ad libitum felapritott spendttal (2. Abra).



etetés utan kzvetleniil (jobbra)

A hormonkezelés menete

A kisérlet inditdsa utani 3. héten kezd6ditt az egyedek hormonkezelése, amely hat napon at
tartott. Ot kezelési csoportba osztottuk a 300 ebihalat gy, hogy mindegyik csoportba 6t
egyed kerlilt mindegyik csaladbdl. Az elsé csoport az olddszer kontroll volt, amelynek soran
az ebihalak vizébe 0,1 ml/liter 96%-o0s etanol kerlilt. Ekkora mennyiségben az etanol nem
befolyasolja az ebihalak fejlddését és novekedési Utemét [33, 34, 35, 36]. Az oldészer
kontroll csoportra azért volt szilkség, mert a kortikoszteronnal kezelt csoportok esetében a
hormont etanolban oldva tudtuk az ebihalak vizébe juttatni. A kortikoszteront az ebihalak
képesek a tartdvizilkbol felvenni, igy tudjuk az egyedek szervezetében Ilévd
hormonmennyiséget manipulalni. A tovabbi négy kezelési csoport kortikoszteron-kezelést
kapott, amelyhez a koncentracidkat korabbi irodalmi adatok alapjan allitottuk be. A masodik
kezelési csoporttal (0,01 nM  kortikoszteron) a  k&rnyezetileg relevans
koncentraciotartomanyt reprezentdituk, vagyis a vilagszerte jellemz6, természetes vizekben
megtaldlhaté atlagos kortikoszteron koncentraciot [37, 38] adagoltuk a vizbe. A harmadik
és negyedik kezelési csoportok (10 és 100 nM kortikoszteron) a biolégiailag relevans
koncentraciokat foglaltdk magukba, vagyis azokat a kezeléseket, amelyekkel mds fajokon
végzett Kordbbi kisérletekben hasonlé endogén kortikoszteron szinteket értek el, mint

amelyek az akut stresszre jellemzdek [39, 40, 41]. Ezek a koncentricidk tehat olyan mértékii



kortikoszteron-emelkedést okoznak, ami Osszevethetd a természetes stresszorok
(taplilékhiany, magas egyedsiiriség, ragadozoveszély) hatasaval. A legmagasabb
koncentraciét (1000 nM kortikoszteron) pedig a szakirodalmi adatokkal vald
dsszehasonlithatdsag végett valasztottuk, mert hasonléan magas koncentraciokat hasznaltak
azokban a kordbbi ebihalas és halas kisérletekben, amelyek sorédn a gliikokortikoidoknak az
ivar kialakuldsara gyakorolt hatdsat vizsgaltak [28, 42, 43].

A vizcseréket a hormonkezelés idétartamaban gyakrabban végeztiik, hogy biztositsuk a
megfeleld kortikoszteron koncentricidkat. Kétnaponta cseréltilk ki az ebihalak vizét és
jitottuk meg a hormonkezeléseket [44 alapjan], majd megetettitk az egyedeket ugyanugy
spendttal, ad libitum. A hormonkezelés vége utdn tovabb neveltilk az ebihalakat tiszta (sem
etanollal, sem kortikoszteronnal nem kezelt) RSW-ben.

A hormonkezelés utolsd napjan az ebihalak kortikoszteron szintjének a méréséhez
vizmintakat gyjtdttiink. Azt a nem invaziv mintavételezési modszert alkalmaztuk, amelyet
mar t8bb kétéltiifaj esetében sikeresen haszndltak fel arra, hogy az egyedek altal a vizbe
tritett kortikoszteron mennyiséget mérjék [41, 45, 46). Az egyedeket a tartédobozukbdl halo
segitségével egy 100 ml RSW-t tartalmazo pohdrba helyeztik at, majd az ebihalakat hagytuk
egy ordn at a poharakban (szni és kbzben {iriteni. Az 1 dra letelte utdn a 100 ml vizet
sziirGpapiron keresztill lezdrhatd teteji milanyag poharakba &ntottilk, majd a mintdkat
lefagyasztottuk a felhasznalasukig. Az ebihalak testtomegét is megmértiik, hogy késtbb az

iiritett kortikoszteron mennyiséget az egyedek testtdmegére tudjuk korrigalni.

Metamorfozis, majd a békdk nevelése

Az egyedek atalakulasdanak kezdetét (42-es fejlédési stddium) az jelentette, ha legaldbb az
egyik mellsé labuk lathatova valt. Ekkor feljegyeztilk a metamorfozis kezdetének datumat,
lemértilk az egyed testtdmegét analitikai mériegen (+ 0,1 mg), majd 1 dl RSW-be, enyhén
megdintttt dobozba helyeztiik vissza. A tartddoboz megdontésére azért volt szilkség, hogy
megfeleld szaraz felliletre ki tudjanak maszni az atalakuld békak. A metamorfézis ideje alatt
nincs sziikség az etetésre, mivel ekkor alakulnak it a szajképletek is. Az atalakulas végét
(46-os fejlodési stadium}) a farok teljes visszaszivodasa jelzi, ami dltaldban hat napot vett
igénybe, ezutin athelyeztiik az egyedeket a békak szamara kialakitott dobozokba. A békak
ugyanolyan dobozokban és ugyanolyan laboratoriumi korillmények koztt voltak tartva,
mint ebihal korukban. A dobozokba #sszehajtogatott, megnedvesitett papirtérld keriilt
alulra, majd erre egy tojastarté darabot is elhelyeztiink, hogy bivéhelyet biztositsunk az

egyedek szamdra. A békak hetente kétszer, az eredeti vizcsere idopontjdban kaptak enni. Az
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etetés kisméretii (2-3 mm-es) barna tlicskbkkel (Acheta domesticus) tortént, melyeket
kétéltiiek fejlodéséhez és nivekedéséhez hozzajarulé taplalékkiegészitok 3:1 aranya
keverékével hintettiink meg (Reptiland 76280 (Trixie Heimtierbedarf GmbH & Co. KG,
Tarp, Németorszag) és Promotor 43 (Laboratorios Calier S.A., Barcelona, Spanyolorszag)),
ezzel biztositva a vitaminokat, dsvanyi anyagokat és aminosavakat. Az elsé par hétben a
tiicskk mellett kiegészitésképpen ugrovillasok is a tapldlék részét képezték. Azért, hogy
elkeriiljlik a békdk esetleges kiszdraddsdt, minden etetés el6tt RSW-vel bespricceltlik a

tartodobozaikat.

A boncolds menete

Az erdei békdk esetében a gonddok kialakuldsdhoz legaldbb 12 hétre van szilkség, ami
altaldban a metamorfézis utdni 4. hétben kévetkezik be [47]. Mivel a kisérlet inditdsatol a
boncolds kezdetéig tSbb, mint 15 hét eltelt, ezért a kisérleti egyedek esetében ez a 12 hét
teljesillt. A boncolasnal figyelembe vettilk a békak atalakulasatol eltelt id6 hosszat, és a
korabban atalakult egyedekkel kezdtilk el a boncolasi folyamatokat, igy a boncoldskor az
allatok az atalakulds kezdetétol szamitva 34-70 (tobbnyire 60-66) naposak voltak. A
boncoland6 egyedek testtdmegét megmértitk (+ 0,01 g), majd talaltattuk a békakat MS222
oldatba meritéssel. A békdkat legaldbb egy 6ran keresztiil az altatétlban tartottuk (3. abra),
hogy biztosan bektvetkezzen a vart hatds és megtorténjen az egyedek eutanizédlasa. Az
altatészert a kovetkezok alapjan dllitottuk elé: 2 g MS222-t és 2 g NaH2POs-ot (a pH
semlegesitése végett) kevertiink el 300 ml RWS-ben. Ez 6,66 g/literes M5222 Koncentraciot
eredményezett. Az | 6ra letelte utdn kivetkezett a DNS mintavétel, amihez minden egyed
hétsé 1abfejeit 96 %-os etanolt tartalmazd eppendorf csébe helyeztilk, hogy a késébbiekben
a genetikai ivart is képesek legylink meghatdrozni. Ezutdn megtrtént az egyedek felnyitasa,
az jvarszerveik beazonositasa, és ezzel egyiitt fényképek is késziiltek az ivarszervekrol (4.
dbra), illetve a mellettilk litszodé vesékrol. Ezzel megtortént a fenotipusos ivar
megéllapitasa és feljegyzése. Néhany esetben rendellenességet is taldltunk az ivarmirigyek
kiilsé morfoldgidjdban, egy béka esetében pedig egy petefészket és egy herét is talaltunk (5.
dbra), A felboncolt egyedet ezutin a gyomorral és a belekkel egyiitt egy 40 ml-es csdbe
helyeztiik kb. 10-15 ml formalinba (4%-os formaldehid oldat foszfét pufferrel stabilizalva)
(3. 4bra). A boncolast €s a fenotipusos ivarrdl készillt fotokat az bsszes egyed esetében
Ujhegyi Nikolett (ATK NOVI, Lendiilet Evoliciés Okoldgiai Kutatéesoport) kivitelezte.
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3. dbra: Az altatotilban lévo békak (balra) és a boncolds utin formalinban elrakott
egyedek (jobbra)

4. dbra: A fenotipusos ivar meghatarozasa a boncolas soran, balra lathatjuk egy him heréit,
a jobb oldali képen pedig egy nostény petefészkeit

12



amorf herék, a jobb oldali képen pedig az az egyed ldthato, amelynél egy petefészek (balra)
€s egy here (jobbra) alakult ki

A kisérlet folyaman Osszesen 83 egyed pusztult el nem ismert okok miatt. A pusztulas
mértéke minden kezelési csoportban (1. tdblizat) hasonld volt (15-21 egyed), az elhullott
egyedek z8me két varosi populdciobdl kerillt ki (2. tdbldzat). A hormonkezelés kezdete el6tt
harom egyed, a hormonkezelés kbzben négy egyed, a tobbi pedig a hormonkezelés uténi
iddszakban pusztult el. Tovabba 15 ebihal az elsé boncolasi napig sem kezdett atalakulni,
ezért ezeket az egyedeket eutanizaltuk. Az ivamirigyek fejletlensége miatt a fenotipusos
ivart nem lehetett ezeknél az egyedeknél megallapitani. Végiil 8sszesen 199 egyednél tudtuk
meghatdrozni a fenotipusos ivart (az atalakulas utan felboncolt 203 békabdl négy esetében

az ivarmirigyek morfolégidja nem tette lehetévé az ivar egyértelmii megallapitasat).
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1. tiblazat: A Kkisérlet vége elott elpusztult egyedek szama kezelési csoportonként

Kezelési 0,01 nM 10 nM 100 nM 1000 nM
Kontroll

csoport CORT CORT CORT CORT

Mortalitds 15 21 16 16 15

2. tiblizat: A kisérlet vége el6tt elpusztult egyedek szama populacidénként

Populicioé

Bajdazo-to

Erzsébet-ér

Feneketlen-té

Ilona-td

Mortalitds

9

36

35

3

Genetikai ivar meghatdrozdsa

A DNS izolalds a korabban 96 %-os etanolban tdrolt allati szévetbdl (hatso labfejek)
£.Z.N.A. Tissue DNA Kit hasznalataval trtént a gyartd utasitdsainak megfelel6en, azzal a
kivétellel, hogy az emésztési id6t két ordra emeltiik. Az izolalt mintdk koncentrici6jat
azonos szintre hoztuk, ehhez a DNS koncentriciok ellendrzése NanoDrop segitségével
tértént. A genetikai ivar meghatirozasahoz egy nemrég erdei békara kifejlesztett molekularis
markerkészletet hasznaltunk fel, ahol kovettiik a cikkben leirt protokollt [12]. Az izolalt
mintdkat az Rds3 markerre teszteltilk ugynevezett high-resolution melt (HRM) analizis
segitségével. Abban az esetben, ha a HRM éltal meghatdrozott genetikai ivar megegyezett a
boncolés sordn megallapitott fenotipusos ivarral, elfogadtuk az adott mintdhoz tartozé ivari
egyezést. Viszont, ha a fenotipusos ivarral ellentétes genetikai ivart detektaltunk, akkor
azokat az egyedeket, mint ivarvaltottak jegyeztilk fel.

Mind a 203 DNS izoldtum esetében sikeriilt genetikai ivart hatdrozni. Ebbdl egy minta
esetében a boncolas sordn nem derdilt ki a fenotipusos ivar, igy ezt a mintdt nem vettilk bele
az ivarvaltssal kapcsolatos statisztikai elemzésekbe. A mintdk HRM analizise Gal Zoltan

(NAIK Mezbgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatdintézet) segitségével tortént.
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A vizmintak eldkészitése és a kortikoszteron mérése

A lefagyasztott vizmintdkat kiolvasztottuk. A teljes iritett kortikoszteron mennyiség
meghatarozasdhoz a hormont a vizmintakbol szilard fazist extrakcié (SPE) segitségével
vontuk ki. Ehhez vakuum feltétet (Sigma-Aldrich Visiprep) és szivattyiit is hasznaltunk (6.
abra), 2 ml metanolt pipettiztunk a C18 SPE oszlopokra (SepPak Vac 3cc/500mg, Waters
Inc.), majd a vadkuum (max. 67,7 kPa) segitségével a metanolt az SPE oszlopokon keresztiil
atszivattuk az oszlopok alatti tartalyba. Ezutan tijabb 2 ml metanollal megismételtiik az el6z6
lépést, azzal a killonbséggel, hogy masodszorra nagyon kevés mennyiségli metanolt rajta
hagytunk az SPE oszlopok tetején. Ez azt a célt szolgalta, hogy az aktivalt SPE oszlopok ne
szaradjanak ki. Ezt a két 1épést 2-2 ml desztillalt vizzel is elvégeztilk. A vizmintakat a Tygon
cstiveken keresztlil vikuum (max. 67,7 kPa) segitségével atengedtilk az SPE oszlopokon.
Ennél a lépésnél kotddott a mintdkban taldlhatd kortikoszteron az SPE oszlopok feliiletére.
Ezutan az SPE oszlopokat megfelelGen lezartuk és mélyhiitébe helyeztiik az enzimhez ktbit
immunoszorbens proba (ELISA) elvégzéséig. A mintdk ELISA analizisét Ujhegyi Nikolett
(ATK NOVI, Lendiilet Evoluciés Okologiai Kutatdcsoport) végezte egy korabban publikalt
médszertannak [45] megfelelden. Osszesen 287 egyed esetében sikeriilt az ELISA analizist

elvégezni.

6. ibra: A hormonmintak elokészitésére hasznélt berendezés (a vakuum feltéten lathatéak
az SPE oszlopok)
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Statisztikai elemzés

Az elemzés egységei az erdei béka egyedek voltak. Az elemzést az R programban végeztiik
el, amely soran dltaldnos linearis kevert modelleket és binomialis (dltaldnositott linedris)
kevert modellt hasznaltunk ("lme4’ csomag ’Imer’ és 'glmer’ fliggvényei). Minden modeli
esetében a kezelési csoportot, mint magyarazo valtozot (fix faktort) vettilk bele a modellbe,
a random faktor pedig a populacidba dgyazott csalad volt. Erre azért volt sziikség, mert az
egy populdcidba, illetve csalddba tartozé békak nem tekinthetok egymastol figgetlennek. A
modelldiagnosztikdhoz a binomialis modellek esetében a ’'DHARMa’ csomagot hasznaltuk,
a ’simulateResiduals’ parancs segitségével. Az eredmények értelmezésekor 5%-os

szignifikancia kiiszob&t vettiink figyelembe.

Az els6 modellben, ahol a fiiggd valtozénk a fenotipusos ivar (him vagy néstény) volt, a
himmé alakulds esélyét elemeztilk. A masodik modellben az ivarmirigyek morfoldgiai
rendellenességeinek elemzéséhez a fliggd vdltozénk az ivarszervi rendellenesség
eléforduldsa volt {(igen vagy nem). A harmadik modellben az ivarviltott egyedek aranyanak
elemzéséhez a fiiggd valtozdnk az ivarviltas eléforduldsa volt (ivarvaltott az egyed vagy
nem). Ez utébbi modellben csak azokat az egyedeket vettiik figyelembe, amelyek a genetikai
ivarhatdrozas alapjin genetikailag ndsténynek (119 egyed a 203-bol) bizonyultak (mivel
ezeknél az egyedeknél varhaté maszkulinizdcié). Mindharom modellben binomiélis
hibaeloszlast hasznaltunk. A modellek j6 illeszkedést mutattak a modelldiagnosztikai dbrak

alapjan.

A kortikoszteron mintik elemzéséhez a fiigg6 véltozonk az egyedek testtbmegére korrigalt
kortikoszteron liritési rata (pg/h/mg) volt. Ez a véltoz6 azt adja meg, hogy az adott ebihal az
egy oran at tartd kortikoszteron mintavétel soran hany pg kortikoszteront dritett a vizbe
egységnyi testtbmegre vonatkoztatva. A modelldiagnosztikai dbrak alapjan a fliggd véltozd
eloszlasa ferdének latszott, ezért 10-es alapi logaritmust hasznaltunk az elemzéshez a
linedris modellben (normal eloszlast hiba). A logaritmizalds utan a modelldiagnosztikai

abraink jo illeszkedést mutattak.

16



5. EREDMENYEK

Fenotipusos ivararany

Az 3. tablizat alapjan lathatjuk, hogy a kontroll és a 100 nM kortikoszteronnal kezelt
csoportban fenotipusosan tébb ndstény, mint him egyed volt, mig a 0,01 nM, a 10 nM és az
1000 nM Kortikoszteronnal kezelt csoportok esetében forditva alakult a fenotipusos

ivararany, és ugyanezeknél a csoportoknal tébb ivarszervi rendellenességet is detektaltunk.

3. tablazat: A fenotipusos ivar eloszlasa a kezelési csoportokban, illetve alatta feltlintetve
az ivari rendellenességek csoportonkénti szama

Kezelési csoportok

Fenotipusos 0,01 nM 10 nM 100 nM 1000 nM
Kontroll
ivar CORT CORT CORT CORT
Nostény 23 17 15 24 16
Him 18 20 25 17 24
Rendellenesség 2 8* 10* 5 7*

*4 egyed fenotipusos ivarat nem tudtuk meghatirozni: ebb6l 1 egyed a 0,01 nM, 2 egyed a
10 nM, illeve 1 egyed az 1000 nM kortikoszteronnal kezelt csoportbd! szarmazott.

Az altalanositott linedris kevert modellel (4. tdblazat) azt talaltuk, hogy nincs szignifikdns
killénbség a himmé alakulds esélyében a Kontroll és a kortikoszteronnal kezelt csoportok
kdzott. Azonban a statisztikailag nem szignifikdns kiilonbségek egy részéhez bioldgiailag
nem elhanyagolhatd hatasnagysagok tartoznak: azoknal a csoportoknal, ahol 0,01 vagy 10
nM kortikoszteron koncentriciot alkalmaztunk, a himek aranya 53-61%-ra emelkedett a
kontroll csoport 44%-dhoz képest, és hasonlé tendencia (60 % him) figyelhetd meg az 1000

nM Kortikoszteronnal kezelt csoport esetében is (7. dbra).
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4, tablazat: A fenotipusos him ivar kialakulasdnak az esélyét elemz6 binomialis modell

eredményei
Paraméter
o SE z-ériék P
Kontroll -0,172 0,370 -0,466 0,642
0,01 nM CORT 0,437 0,461 0,946 0,344
10 nM CORT 0,754 0,460 1,639 0,101
100 nM CORT -0,082 0,452 -0,182 0,856
1000 nM CORT 0,696 0,458 1,520 0,128

Random hatdsok: a populacioba agyazott csalddhoz tartozd variancia értéke <0,001, a
populacidhoz tartozo pedig 0,113. A paraméterbecslések logit (log-odds) skalin mutatjdk a
kontroll csoporthoz tartozd atlagot és a tobbi kezelési csoportnak a kontrolltol vett
killnbségét.
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Fenotipusos ivar
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7. dbra: A kezelési csoportonként meghatarozott fenotipusos ivararany
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Ivari rendellenessegek

A masodik modelliink szerint a 0,01 és a 10 nM kortikoszteronnal kezelt csoportok esetében
szignifikansan gyakrabban detektiltunk rendellenességeket a gonadok morfoldgiajaban, a
tobbi kezelési csoportnal nem taldltunk szignifikans killdnbséget a kontroll csoportto! (5.
tiblizat). A 8. dbra szemléletesen mutatja, hogy az ivari rendellenességek el6fordulasi
gyakorisaga a kontroll csoport 5%-ahoz képest a 0,01 €s a 10 nM kortikoszteronnal kezelt
csoportok esetében 22-25%-ra emelkedett. Hasonld, bir margindlisan nem szignifikans
emelkedést taldltunk a gonadrendellenességek gyakorisagaban (18 %) az 1000 nM
kortikoszteronnal kezelt csoport esetében (5. tdblazat, 8. dbra).

5. tabldzat: A rendellenes gonad kialakulasanak az esélyét elemz binomialis modell

eredményei
Paraméter
s SE z-érték P
Kontroll 2,952 0,770 3,835 <0,001
0,01 nM CORT -1,868 0,823 -2,269 0,023
10 nM CORT -1,948 0,809 -2,407 0,016
100 nM CORT -1,049 0,870 -1,206 0,227
1000 nM CORT -1,457 0,838 -1,739 0,082

Random hatasok: a populaciéba agyazott csaladhoz tartozé variancia értéke <0,001, a
populaciéhoz tartozé pedig 0,264. A paraméterbecslések logit (log-odds) skalin mutatjak a
kontroll csoporthoz tartozé atlagot €s a tébbi kezelési csoportnak a kontrolltél vett
killdnbségét.
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8. Abra: Kezelési csoportonként az észlelt ivari rendellenesség gyakorisag

Ivarvaltas a genetikai néstényeknél

A genetikai ivarhatdrozas alapjan a 203 egyedbdl 84 genetikailag him volt, 119 pedig
genetikailag ndstény, melyek kozott 23 volt ivarvaltott (6. tdblazat). Az ivarvaltas
gyakorisaga hasonlé kiilonbségeket mutatott a kezelési csoportok kozétt, mint a fenotipusos
ivarardny és a gonadrendellenességek ardnya: a kontroll és a 100 nM kezelések 11% -os
ratajahoz képest a 0,01, 10 és 1000 nM-os kezelésekben 20-32% volt az ivarvaltasi rita (9.
abra). Binomidlis modellel viszont azt talaltuk, hogy a genetikai ndstények csoportjin beliil
nincs szignifikdns kiilonbség az ivarvaltas kialakuldsanak az esélyében a kontroll és a
hormonkezelt csoportok k&zbtt (7. tablazat). Azonban azt meg kell jegyezniink, hogy az
ivarvaltott egyedek tdbbsége két csaladbdl keriilt ki (az dsszesen 23 ivarvaltott egyedbdl 10
az egyik Bajdazd-t6bdl szdrmazé csalddbdl, illetve 8 ivarvaltott egy godi csaladbdl (6.
tablazat)).



6. tablazat: A genetikai nostény egyedek ivarvaltis szempontjabdl vizsgdlva

Populicié Bajdazo-to Erzsébet-ér Feneketlen-t6 Ilona-t6
Ivarviltott 10 4 8 i
Nem ivarviltott 33 5 18 40

7. tiblazat: Az ivarvaltas kialakuldsanak az esélyét elemz6 binomiilis modell eredményei

Paraméter
SE z-érték P

becslés
Kontroll -2,931 1,015 -2,888 0,004
0,01 nM CORT 1,199 0,911 1,317 0,188
10 nM CORT 1,625 0,941 1,724 0,085
100 nM CORT -0,241 1,012 -0,238 0,812
1000 nM CORT 0,629 0,978 0,643 0,520

Random hatdsok: a populacioba agyazott csalddhoz tartozd variancia értéke 3,068, a
populaciéhoz tartozé pedig 0,213. A paraméterbecslések logit (log-odds) skdldn mutatjak a
kontroll csoporthoz tartozé étlagot és a tobbi kezelési csoportnak a kontrolltél vett
klilonbségét.
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9. ibra: Kezelési csoportonként az ivarvaltott egyedek gyakorisaga
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Testtomegre korrigalt kortikoszteron iiritési rata

A linedris kevert modelliinkkel azt taldltuk, hogy az 1000 nM kortikoszteronnal kezelt
csoport esetében a testtdmegre korrigalt kortikoszteron iiritési rita szignifikdnsan novekedett
a kontroll csoporthoz képest (8. tdbldzat, 10. Abra). Azonban a tobbi kezelési csoport
esetében nem talaltunk szignifikdns killsnbségeket a kontroll csoporthoz viszonyitva (8.

tabldzat, 10. abra).

8. tablazat: A testtOmegre korrigélt kortikoszteron iiritési ratat elemzé linedris kevert
modell eredményei

Paraméter
SE df t-érték p

becslés
Kontroll -0,129 0,124 4,349 -1,041 0,352
0,01 nM CORT -0,066 0,081 271,322 -0,809 0,419
10 nM CORT -0,085 0,080 271,228 -1,069 0,286
100 nM CORT 0,039 0,080 271,326 0,485 0,628
1000 nM CORT 0,468 0,081 271,301 5,761 <0,001

Random hatdsok: a populaciéba agyazott csaladhoz tartozé variancia értéke 0,006, a
populdcidhoz tartozé pedig 0,046. A paraméterbecslések a 10-es alapi logaritmus-
transzformalt fliggd valtozora mutatjdk a kontroll csoporthoz tartozd atlagot és a tobbi
kezelési csoportnak a kontrolltol vett killonbségét.
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10. dbra: A testtémegre korrigalt kortikoszteron tartalom 10-es alapi logaritmusa a
hormonkezelések fiiggvényében. Az egyes boxplot dbrakon a kdzépsd vastag vonal a
medidnt jelzi, a doboz az interkvartilis terjedelmet (IQR), a bajuszok az alsd, ill. a felsd
kvartilistdl 1,5 IQR tdvolsagra levé értékeket, a pottysk pedig az anndl tévolabbiakat.

6. KOVETKEZTETESEK

A kisérletiink sordn azt taldltuk, hogy a kontroll és a kortikoszteronnal kezelt csoportok
kozdtt nincs statisztikailag szignifikdns kiildnbség sem a him fenotipusos ivar
kialakuldsdnak esélyében, sem az ivarvalidsi ritdban. Az eredmények egyik lehetsépes
magyarazata az, hogy az erdei békdk ivarvaltdsit nem a stresszhormonszint novekedése
valtotta ki, vagyis nem a gliikokortikoidok indukdljdk ezt a jelenséget a faj esetében. A
hipotézisiinket halakon végzett laboratoriumi kisérletek [4, 24] alapjan allitottuk fel,
azonban ugy tinik, hogy a kétéltiiek ebben a tekintetben inkabb a hiillokre hasonlitanak,
mint a halakra. Halak esetében a kortizol kezelés tabb kisérletben is kivaltotta az ivarvaltast

[4, 24], mig a hiilloknél nem egyértelmilek a szakirodalmi adatok. Az embrionalis fejlGdés
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soran megemelt kortikoszteronszint tébb him utédot eredményezett a Bassiana duperreyi
vakondgyikféle esetében, viszont az agamafélékhez tartozé Amphibolurus muricatus fajnal
18bb néstény utédhoz vezetett [26]. Ezzel ellentétben egy masik agdmaféle, a Pogona
vitticeps esetében a kortikoszteronszint emelkedése nem valtott ki ivarvaltast [27]. Ez azt
veti fel, hogy stresszhormonhatds nem, vagy nem kvetkezetesen befolydsolja az ivarvaltas
kialakulasat a hiill6fajok esetében. Feltéve, hogy a kétéltiiek a hiillékre hasonlitanak az
ivarviltast kivaltd tényezdk és hatdsmechanizmusok tekintetében, kétéltieknél is érdemes
lehet a hiillok esetében is felmeriilt egyéb biologiai rendszerek szerepét megvizsgdlni. Ilyen
példaul az a felvetés, hogy a Kkillonbdzd kornyezeti tényezbk a cellularis
kalciumszabalyozason vagy pedig homérséklet-érzékeny splicing faktorokon keresztill

fejthetik ki az ivarvaltast el6idézo hatasukat [27].

Eredményeink értelmezéséhez azonban tovabbi szempontokat is figyelembe kell venni. Az
alternativ lehet8ség az, hogy a kortikoszteron valdjdban befolyasolja a kétéltiek ivarvaltasat,
de ezt a hatist nem tudtuk a kisérletiinkben kimutatni. Erre két lehetséges okot latunk. Az
egyik, hogy esetleg a vizbe adagolt kortikoszteron kezeléssel nem sikeriilt megfelelden
manipuldlni az ebihalak szervezetében keringd kortikoszteron koncentracidjat. A
testtémegre korrigdlt kortikoszteron iiritési rita ugyanis egyediil a legnagyobb (1000 nM-
os) hormonkezelésnél névekedett szignifikansan a kontroll csoportéhoz képest. Azonban ezt
a lehetséges magyarazatot azért nem tartjuk valészintinek, mert a felallitott hipotézis alapjan
az 1000 nM-os kezelési csoportban szimitottunk a legnagyobb aranyban az ivarvaltott
egyedek kialakulisira, de ez nem igy t6rtént, mivel nem detektiltunk ebben a kezelési
csoportban szignifikansan t6bb ivarvaltott egyedet. Ezért inkdbb egy technikai problémara
gondolunk a kortikoszteron szintek mérésével kapcsolatosan. El6fordulhatott az, hogy az
alacsonyabb koncentracioju kezelési csoportokban taldlhat6 ebihalak gyorsabban kiiiritették
a szervezetiikben felhalmozddott tibblet kortikoszteront. A mintavételezés eldtt egy teljes
vizcserét kellett végrehajtanunk ahhoz, hogy tiszta, hormonmentes vizb6l szedhessilk ki az
ebihalakat a kortikoszteron méréshez. Erre azért volt sziikség, hogy az ebihalakkal egyiitt ne
keritljin hormonkezelt viz a mérési poharakba. Mivel a vizcsere viszonylag hosszabb ideig
tartott (kb. 2 ora), ezért felvetddik annak a lehetésége, hogy még a mérés elkezdése elétt, a
tartovizekbe mar megtSrtént a kezelés dltal elidézett tobblet kortikoszteronnak az Uritése,

ezért csak a legnagyobb koncentracio esetén detektaltunk szignifikans killonbséget.

A masik ok, ami sikeres kortikoszteron kezelés esetén is meghiusithatta a hatas detektalasét,

az alacsony statisztikai erd, ugyanis a tervezettnél joval alacsonyabb mintaszdmot tudtunk
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csak hasznalni az ivar vizsgalatahoz (300 helyett kb. 200 egyedet). A Kisérletben megfigyelt
megkozelitdleg 27%-o0s mortalitas joval magasabb, mint a korabbi, erdei békaval végzett
laboratériumi kisérletekben tapasztaltak (jellemzden néhdany %). Mivel a kezelési
csoportoktdl fiiggetlen volt az elpusztult egyedek szdma, ezért kijelenthetjitk, hogy a
varatlanul magas mortalitast nem a kortikoszteron idézte €l6. Viszont a pusztuldsok tobbsége
két populaciobol keriilt ki, az Erzsébet-érbdl, illetve a gidi Feneketlen-tobdl. Ez alapjan az
a legvaldsziniibb, hogy ezekben a populacidkban természetesen is nagyobb a haldlozasi rata,
amelynek az oka esetleg az lehet, hogy két varosi populdciérél van sz6, mig az Ilona-t6 és a
Bajdazé-16 zavartalanabb és természetkzelibb terilleteken helyezkednek ¢l. Az antropogén
kdrnyezetben taldlhaté Erzsébet-érbol és a gbodi Feneketlen-tobél szdrmazd egyedek
feltehetSleg a genetikai leromlds miatt kevésbé életképesek, ugyanis a vérosi élohelyek
fragmentdltsdga miatt a populdciok kis méretiick és beltenyésztettek lehetnek. Hasonlo lehet
az oka annak is, hogy a kutatécsoport egy masik vizsgdlataban azt taldlta, hogy a varosi és
mezbgazdasagi terliletekrdl szdrmazé barna varangy (Bufo bufo) ebihalak nbvekedési és
fejlodési iiteme elmarad a természetes él6helyekrol szarmazokétdl azonos, kedvezd
korillmények kozott [48]. Egy masik ok lehet a magas mortalitasi ratara, hogy a két varosi
populdcié egyedeinek petéi a vizben lévd szennyezdanyagoktdl karosodhattak. Ezt a
lehetdséget nem zarhatjuk ki, ugyanakkor nem tartjuk tul valosziniinek, hiszen friss petéket
gylijtéttiink be, amelyek kevés ideig voltak a vizekben és eziltal a petéken lévd zseléburok
is sértetlen volt. Kordbbi vizsgdlatok alapjan ez a zseléburok rendkiviil jo védelmet nyiijt a

peték szamdra, méghozza a mechanikus és toxikus hatasok ellen egyarant [49, 50, 51].

Az alacsony mintaszam problémajara utal az, hogy mind a fenotipusos ivararany, mind az
ivarvaltasi rata esetében biologiailag jelentds killdnbségeket talaltunk a kontroll csoporttdl a
0,01, 10, és 1000 nM-os kezeléseknél. Ezzel parhuzamosan szignifikians kiilonbségeket
kaptunk két csoport esetén (és margindlisan nem szignifikdns kiilonbséget egy harmadik
csoport esetén) az ivari rendellenességek detektdlasi gyakorisagaban. A 0,01 és 10 nM
kortikoszteronnal kezelt csoportok esetében szignifikansan gyakrabban fordultak eld
gonaddal kapcsolatos rendellenességek a t&bbi csoporthoz viszonyitva. Habar itt
statisztikailag szignifikdns killonbségeket kaptunk, de ahhoz, hogy hatarozottan
kijelenthessilk, hogy a kortikoszteron bizonyos koncentraciokban térténd alkalmazasa ivari
rendellenességeket okoz, tovabbi szdvettani vizsgalatokra van sziikség, hogy pontosithassuk
a kérdéses fenotipusos ivarokat is. A kisérletben tapasztalt morfologiai rendellenességek

ugyanis a kutatocsoport korabbi vizsgalatai alapjan utalhatnak arra is, hogy interszex



ivarmirigyekrdl (petesejtek a hereszévetben: ovotestis) van sz6 [12, 31]. Lehetséges tehit,
hogy a gonddok kiilsé morfologidja alapjan himnek vagy ndsténynek kategorizalt egyedek

egy része valgjaban interszex fenotipusti, ami az ivarvaltas egy tSkéletlen formdja.

Osszességében elmondhatjuk, hogy kisérletiink nem tidmasztotta ala, hogy az ivarvaltast
erdei békak esetében a kortikoszteron indukailja, azonban az ivari rendellenességek
(interszex gonadok) kialakuldsaval kapcsolatban nem kizarhaté ennek a hormonnak a
szerepe. A tovéabbiakban szdvettani vizsgalatokat fogunk végezni annak kideritésére, hogy
a bizonytalan besoroldsi vagy rendellenesnek tind ivarszervek valdjaban ovotestisek-e, azaz
ndi és himivari szdveteket is tartalmaznak-e. A szdvettani vizsgdlatok elSsegithetik a
rendellenes gonddok kialakulasanak a megértését, illetve a boncolas sordn nem egyértelmii
fenotipusos ivarok pontositdsat is. Ezdltal biztosabb valaszt tudunk majd adni arra a

kérdésre, hogy mi a szerepe a stresszhormonoknak az ivarviltas kialakulasaban kétéltiieknél.



7. OSSZEFOGLALAS

Az ektoterm gerinces él6lények szamadra az antropogén kdrnyezet egy potencialisan karos
hatasa lehet az ivarvaltas. Az ivarvaltasi folyamat az egyedfejlddés sorin embriondlis vagy
larvilis korban kdvetkezhet be, valamilyen extrém kdrnyezeti tényezd hatdsdra (példaul:
magas hdmérséklet, kisziradas, kemikalidk, éhezés). A folyamat sordn a fejlédd egyedben
olyan fenotipusos ivar alakul ki, amely nem egyezik meg az egyed kromoszémaii dltal
meghatérozott genetikai ivarral. Néhany, halakon végzett kisérlet eredménye arra utal, hogy
az ivarvaltas hatterében a stressz hatdsara termel6dd glilkokortikeid hormonok allnak,
melyek gatoljak az aromataz enzimet, amely a him nemi hormonokat ndi nemi hormonna
alakitana. Hulloknél azonban az ilyen kisérletek ellentmondasos eredményeket adtak,
kétéltiiek esetében pedig még nem vizsgaltik ezt a hipotézist. A kisérletlink sordn azt
vizsgaltuk, hogy a glitkokortikoid hormonok hogyan befolydsoljak az erdei békak (Rana
dalmatina) ivararinyat. Ehhez a glilkokortikoidok k&zé tartozd kortikoszteron hormont
haszniltuk, amely a kétéltiiek f6 “stresszhormonja". Az altalunk tesztelt predikcio az volt,
hogy a kortikoszteron szintjének az emelkedése ivarvaltist okoz, és eziltal a kezelt
csoportokban him tilsilyos fenotipusos ivararany alakul ki. Az ebihalakat 5 kezelési
csoportba osztottuk. Az olddszer kontroll csoport egyedeinek a vizébe 0,1 ml/l etanolt
adagoltunk, a tovabbi 4 csoporthoz pedig kiillénbdz6 kortikoszteron koncentraciokat (0,01;
10; 100 és 1000 nM) allitottunk eld a kontrollal azonos mennyiségii etanolban. A
hormonkezelések 6 napon dt tartottak abban az idészakban, amikor az erdei békak ivari
fejlédése érzékeny a kornyezeti koriilményekre (a szabadon (szd larvastadium elérése utini
3. hétben), majd az atalakulds utdn kb. 2 hénappal, amikor az ivarmirigyek mar
differencidlodtak, a békak boncolasiaval megillapitottuk az egyedek fenotipusos ivarit az
ivarmirigyek makroszkopikus megjelenése alapjan, majd a genetikai ivart HRM
segitségével, A kontroll és a kezelt csoportok kdzétt a fenotipusos ivararanyt, illetve az
ivarvaltasi ardnyt tekintve sem taldltunk szignifikdns killonbséget, azonban két kezelt
csoportnal (0,01 és 10 nM) szignifikdnsan gyakoribb rendellenességeket detektaltunk az
ivarmirigyek morfologidjaban. Az eredményeink arra utalnak, hogy az erdei békak
ivarvaltasanak hatterében nem a stresszhormonszint emelkedése all, vagyis nem a
kortikoszteron idézi eld az ivarvaltas jelenségét. Azonban a kisérletiinkben tapasztalt,
vératlanul magas (kezeléstél fiiggetlen) mortalitasi rata okozta alacsony mintaszam miatt

tovabbi vizsgalatok sziikségesek.



8. ABSTRACT

For ectothermic vertebrates, a potentially harmful effect of the anthropogenic environment
could be sex reversal. The process of sex reversal can happen at the embryonic or larval
phase during ontogenesis, due to extreme environmental factors (for example: high
temperature, dehydration, chemicals, starvation). Sex reversal means that individuals
develop a phenotypic sex that does not match their genetic sex determined by their sex
chromosomes. According to some experiments with fish, sex reversal may be caused by
stress-induced elevation of the secretion of glucocorticoid hormones, which inhibit the
aromatase enzyme that would convert male hormones into female hormones. However, for
reptiles, such experiments gave conflicting results, and for amphibians, this hypothesis has
not been tested yet. In this study, we tested how glucocorticoid hormones affect the sex ratio
of agile frogs (Rana dalmatina). We used one of the glucocorticoid hormones called
corticosterone that is considered the main "stress hormone” of amphibians. The prediction
we tested was that an increase in corticosterone levels would cause sex reversal, therefore
resulting in male-dominated phenotypic sex ratios in the treated groups. The tadpoles were
divided into 5 treatment groups. To the water of the solvent control group 0.1 ml/l ethanol
was added, and for the other 4 groups, different corticosterone concentrations (0.01, 10, 100
and 1000 nM) were applied using the same amount of ethanol as the control group had. The
hormone treatments lasted for 6 days during the phase when the sexual development of agile
frogs is sensitive to environmental conditions (in the third week after reaching the free-
swimming larval stage). Approximately two months after metamorphosis, when the gonads
had already differentiated, the phenotypic sex of the individuals was determined based on
the macroscopic appearance of their gonads upon dissection, then the genetic sex was
detected with the help of HRM analysis. As for the phenotypic sex ratio and the sex reversal
rate, no significant difference was found between the control and the treatment groups.
However, significantly more abnormalities of gonadal morphology were detected in two
hormone treated groups (0,01 and 10 nM). Our results suggest that the sex reversal of Rana
dalmatina is not induced by increase in stress hormone levels, that is, corticosterone does
not cause sex reversal. However, more investigations are needed, because sample size in our

experiment was relatively low due to unexpectedly high (not treatment-related) mortality.
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10. KOSZONETNYILVANITAS

Els6ként szeretném megkoszénni Dr. Békony Veronikanak a sok segitséget, konzultaciét és
tiirelmet, amivel segitette ennek a dolgozatnak a létrejéttét. Tovabba kdszondm Dr. Vili
Noéranak a tdmogatasat a dolgozatommal kapcsolatban. Szeretném megkoszénni Dr. Miko
Zsanett és Ujhegyi Nikolett munkdjat a kisérlet minden egyes fazisaban, illetve Dr.
Nemeshizi Edina kozremiOk8dését a boncolasi elokésziileteknél és a HRM analizis
ismertetésénél. Végiil a HRM analizisekkel kapcsolatosan megkdszonném Gal Zoltannak a
kozremitkbdését, illetve Dr. Hoffmann Orsolya [vettnek, aki anyagilag segitette a genetikai

ivarmeghatarozast.

A kutatds az Innovacids és Technoldgiai Minisztérium Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és
Innoviécids Alapja (OTKA-K 135016, UNKP-21-5) timogatasaval valésult meg.



Témavezetoi nyilatkozat

Alulirott Dr. Békony Veronika, mint témavezetd nyilatkozom, hogy Kalina
Csenge biologus MSc hallgaté ,,A hormondlis stressz szerepe az ivarviltas
kialakuléséban erdei békaknal (Rana dalmatina)” cimii szakdolgozatét ismerem,
azt beadasra és védésre alkalmasnak talalom.

Budapest, 2022, 04, 29,
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Dr. Bokony Veronika
témavezeto
ATK NOVI
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Témavezetoi nyilatkozat

Alulirott Dr. Vili Néra, mint témavezeld nyilatkozom, hogy Kalina Csenge
bioldgus MSc hallgaté ,,A hormonalis stressz szerepe az ivarvaltds
kialakuldsaban erdei békaknal (Rana dalmatinay’ cimi szakdolgozatét ismerem,

azt beadasra €s védésre alkalmasnak talalom.

Budapest, 2022. dprilis 28.

------------------------------

Dr. Vili Nora
témavezetd

A]latoq.vostudoményi Egyetem,
Okologiai Tanszék
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HuVetA
ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI JOGI NYILATKOZAT*

L
A mii megjelenési adatai: Alsderahdenvion . Tpeium; . Rolaps. M6 % dedemedabior >
Az stadott fajlok szama: ...A...........occiinnie e e e pedr s

—l e —
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Jelen megdllapodas elfogadésaval a szerzd, illetve a szerzdi jogok tulajdonosa nemkizar6lagos
jogot biztosit a HuVetA szimara, hogy archivalja (a tartalom megvaltoztatisa nélkiil, a
megdrzés és a hozziférhetdség biztositasanak érdekében) és mdsolasvédett PDF formdra
konvertdlja és szolgéltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA egynél tobb (csak a HuVetA adminisziratorai szAméra
hozziférhetd) masolatot taroljon az On Altal &tadott dokumentumbdl kizér6lag biztonsagl,

visszadllitasi és megdrzési célbdl.

Kijelenti, hogy az #tadott dokumentum az On milve, ésfvagy jogosult biztositani a
megallapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozéan. Kijelenti tovébba, hogy a mil
eredeti és legjobb tudomasa szerint nem sérti vele senki més szerz5i jogat. Amennyiben a mi
tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerz8i jogokat, fel kell tiintetnie,
hogy korlétlan engedélyt kapott a szerz8i jog tulajdonostdl arra, hogy engedélyezhesse a jelen
megéllapodasban szerepld jogokat, és a harmadik személy éltal birtokolt anyagrész mellett
egyértelmiien fel van tiintetve az eredeti szerz5 neve a miivdn beldl.

A szerzdi jogok tulajdonosa a hozziférés k6rét az alabbiakban hatirozza meg (egyetlen, a
megfelelé négyzetben elhelyezett x jellel):

1 engedelyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tarolt miivek korlatlanul hozzaférhetdvé valjanak
X avildghélen,

az Allatorvostudomanyi Egyetem belsd halozatira (IP cimeire) korlatozza a feltdliott
dokumentum(ok) elérését,

| aKonyvtdrban talalhats, dedikalt elérést biztositd szamitogépre korlatozza a feltohatt

t—J dokumentum(ok) elérését,

osak a doknmentum bibliogréfiai adatainak s tartalmi kivonatinak feltbltéséhez jarul

bozzA (Korlatlan hozzAféréssel),

.
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Kérjik, nyilatkorzon a négyzetben elhelyezett jellel 2 helyben hasznilatré] is:

% Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott véltozaténak helyben olvasisit a
K6nyvtarban.

Amennyiben a feltdltés alapjit olyan mii képezi, melyet valamely cég vagy szervezet
timogatott illetve szponzordlt, kijelenti, hogy jogosult egyetérient jelen megéllapodéssal 2 mire
vonatkozdan.

A HuVetA tizemeltetdi a szerzd, illetve a jogokat gyakorl6 személyek és szervezetek irdnyaban

nem véllaloak semmilyen feleldsséget annek jogi orvosldsdra, ha valamely felhasznald a
HuVetA-ban engedéllyel elhélyezett anyaggal thrvénysérté médon visszalne.

Budapest, 202, év - AWSe,, .. hd .. A%, nap

aléfrhs

szerzh/a szerzbi jog mlajdonosa

A HuVetAMagyar Jﬂafarms—!‘ndomdnﬂ Arckivam — Hungarian Veterinary Archive az
Allatorvostudemsdnyi Egyetem Hutpra Ferenc Konyvidr, Levéitdr és Mizeum dltal milkddsetett
egyeleni és szakterdleli online adattdr, melynek célja, hogy a magyar dilatorvos-tudomdny és
~foriénet dokumentumatr, fuddsvagyondt elektronikus formdban Osszegyiljise, rendszerezze,
méglrizze, kereshelbvé és harzdférheibvé tegye, szolgdltassa, a hatdlyos jogi szabédlyozdsok
figyelembe vételével.

A HuVetA a korszerdi informatikai leheidségek felhasznalisdval biztostitia a kdonydl, (intermeses

keresdgépekkel is miikads) kereshet(sége! & JehetGség szerint a teljes szdveg azonnali elgrését

Célja ezek révén
- aumagyar dllatorvos-tudomdmy hazai és nemzetkdzi ismeriségének novelése;

= 4 magyar diatorvosok publikdcidira tirténd hivatkazdsok sedmdnak, és ezen

keresztil a hezal dlictorvosi folvdiratok impakt fakiordnak ngvelése;

ar rvosfudomdnyi Egyetem £€s az egyuttmikodd  gmartnerek

fudisvagyondnak konoenitll meglelenitése révén az intézmények Iga; barai

dllatorvos-tudomdny tekiniélyének ds versenyképessiégének novelése;

- aszabmai kapesolatok és egyiattmitkadés elbsegiiése,

= anyilt hazzdférés rdmogatdsa




