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1. Osszefoglalas

A doktori munka keretében nyalkaspéras halparazitak kevéssertéji férgeken belili
fejlédését vizsgaltuk kisérletes és molekularis bioldgiai médszerekkel. A szazhalombattai
halastavakbdl szarmazé kevéssertéjli féregallomanyban talalt echinactinomyxon tipusu
aktinospérakrél bizonyitottuk, hogy azok a Myxobolus pavlovskii aktinosporai. Molekularis
bioldgiai mddszerekkel meghataroztuk a faj 18S rRNS génjének kézel teljes szekvenciajat,
emellett sikeres fert6zési kisérlettel is igazoltuk, hogy valéban a talalt echinactinomyxon a M.
pavilovskii aktinospora alakja, ezzel cafolva Ruidish és mtsai (1991) korabbi eredményét,
melyben hexactinomyxont irnak le a parazita aktinospora tipusaként. Munkank soran a
Myxobolus pseudodispar esetében igyekeztink felderiteni a parazita oligochaeta
gazdaspektrumat, és vizsgaltuk, hogy a féregtenyészetek fajosszetétele milyen hatassal van
a parazita fertézés kimenetelére. Eredményeink azt mutatjak, hogy a M. pseudodispar
gerinctelen gazdaspektruma a gerinces gazdainak koéréhez hasonléan széles. A mar
korabban is leirt fogékony oligochaeta gazdakon, a Tubifex tubifex-en és Limnodrilus
hoffmeisteri-n kivll kimutattuk a Psammoryctides barbatus és Psammoryctides moravicus
fajok fogékonysagat M. pseudodispar-ra. A féregtenyészetekben el6éforduld kilonbdzé
oligochaeta fajok és leszarmazasi vonalak fogékonysagbeli eltérését is vizsgaltuk. A Tubifex
tubifex leszarmazasi vonalak koézul az l-es, ll-es és lll-as vonalba tartoz6 egyedek
fogékonyak voltak a parazitara, megfert6zhetéek voltak a myxosporakkal és az érett
aktinospérak is kifejlédtek bennuk. A T. tubifex VI-os leszarmazasi vonalba tartozé
kevéssertéji férgek ezzel szemben nem bizonyultak fogékonynak. A T. tubifex V-6s
leszarmazasi vonalba tartozé és a Limnodrilus hoffmeisteri egyedeknél gyakran tapasztaltuk,
hogy a M. pseudodispar DNS-t ki tudtuk mutatni az egyedekbél, ugyanakkor aktinospéra
termelést nem tapasztaltunk. Valoszindsithetd, hogy ezekben az esetekben a parazita
bejutott ugyan a kevéssertéjli féregbe, de a tovabbfejl6dését valdszinlileg a féreg
immunrendszere blokkolta, igy nem alakultak ki a halakat fertézni képes aktinospéra
stadiumok. In situ hibridizacios vizsgalataink eredményei is ezt a feltételezést erésitik meg, a
kevéssertéjl férgek sejtes immunvalaszaban részt vevé amdbocitak bekebelezték a bejutd
parazita sejteket. Mivel a halakat fertézni képes aktinospéra stadiumok nem fejlédtek ki
ezekben a férgekben, val6szinisithetd, hogy ezek az oligochaetak egyfajta ,biologiai
szlréként” funkcionalnak, csdkkentve a kibocsatott fert6z6képes parazitdk mennyiségét
azaltal, hogy a myxospoérakat felveszik, de érett aktinospoérakat nem termelnek. Fert6zési
kisérleteink eredményei azt mutatjak, hogy a fogékony fajok jelenléte mellett nagyon fontos a
kevésbé fogékony illetve esetleges bioldgiai szlirbként funkcionald fajok és tipusok jelenléte

és aranya a fert6zoétt féregallomanyban. Vizsgalatainkkal sikerllt bizonyitanunk, hogy egy



féregpopulacié fajésszetétele fontos befolyasold tényezéje a fertézés kimenetelének. Az in
situ hibridizaciés vizsgalataink eredményei alapjan uagy tlnik, hogy a M. pseudodispar a
bélcsatornan keresztil jut be a féregbe, és fejlédése nagyrészt a bélhamban zajlik. Emellett
a bélhamot koérllvevd extracellularis matrix erés festédését tapasztaltuk a fertézést kdvetd
els6 héten, ami valészinlsiti, hogy ez a réteg részt vehet a parazita hosszanti iranyu
terjedésében a bélham mentén. A fogékonysagi vizsgalatokbdl rendelkezésiinkre allé
szekvenciak alapjan a kevéssertéjlii férgek rokonsagi viszonyait is megvizsgaltuk. A
Limnodrilus hoffmeisteri egyedekbél szarmazd szekvenciakban jelentés kulénbségeket
tapasztaltunk, a megvizsgalt mintak kézott 15,5% volt a legnagyobb genetikai kiilénbség. igy
a molekularis és filogenetikai elemzéseink is megerésitették, hogy a L. hoffmeisteri gy(jt6fa;.
A fogékony féreg fajok és leszarmazasi vonalak nem kuldniltek el a kevéssé fert6zhetd
csoportoktdl a filogenetikai fan. Filogenetikai elemzéseink tehat azt mutatjak, hogy nincs
Osszefliggés a kilénbdzé oligochaeta fajok és leszarmazasi vonalak rokonsagi viszonyai és

M. pseudodispar-ra vald fogékonysaga koézott.



2. Bevezetés

A nyalkaspérasok (Myxozoa) a halak gyakori él8skddéi, eddig 62 nembe tartozd tdbb mint
2000 nyalkaspéras faj ismert (Lom és Dykova 2006), melyek kézil szamos faj jelentds
gazdasagi karokat okoz. Az egyik legjobban kutatott nyalkaspéras faj a pisztrangok
kergekoérjat okozd Myxobolus cerebralis, ami jelentés veszteséget idéz el6 az amerikai és
nyugat-eurépai halgazdasagokban és természetes vizi pisztrang allomanyokban. A
nyalkaspérasok szamos jellemzéjének megismerése koszénheté a M. cerebralis-szal
folytatott kutatasoknak. A szamos Magyarorszagon el6forduld faj kdzétt is vannak kértani
jelentéséggel birdk. llyenek példaul a ponty parazitdk kozil a rosszindulatu vérfogyottsagot
el6idéz6 faj, a Myxobolus cyprini (Molnar és Kovacs-Gayer 1985), a Sphaerospora molnari,
amely a kopoltyu-sphaerosporosis okozoéja (Molnar 1979a), valamint a Sphaerospora
renicola, mely az usz6holyag-gyulladas kivaltéja (Csaba 1976, Molnar 1980, Kovacs-Gayer
és mtsai 1982, Molnar 1988a,b). A busa-fajok kopoltyujan fejl6dé M. paviovskii és a fehér
busa feji kétészbéveteinek M. drjagini bantalma szintén gyakori hazankban (Molnar 1971). A
nyalkaspéras kutatasok a kortani vizsgalatok mellett elsésorban a fajok fejlédési ciklusara,
valamint taxondmiai és filogenetikai csoportositasara iranyulnak (Kent és mtsai 2001, Lom
és Dykova 2006). A nyalkaspérasokra jellemzé kétgazdas fejlédésmenet, ami egy
gerinctelen (altalaban kevésseréjl féreg /Oligochaeta/ vagy mohaallat /Bryozoa/) és egy
gerinces (altalaban hal, ritkdn magasabb rendl gerinces) gazdat érint, kilénds figyelmet
erdemel. Mivel a nyéalkasporasok tdbbsége erésen gazdaspecifikus él6skédd, ezért a
gazdafelismerésnek és a gazdaban valé megtelepedésnek a fejlédésiik szempontjabdl
kiemelt jelent6sége van. A gazda-parazita kélcsénhatés vizsgalata soran eddig elsésorban a
gerinctelen gazdabdl kiszabaduld aktinospérak halgazdaba valé bejutasat, megtelepedését
vizsgaltak (Kallert és mtsai 2005, 2007, 2009, 2011, Eszterbauer és mtsai 2009), és kevés
figyelmet forditottak a myxospora stadiumok bejutasanak és fejlédésének vizsgalatara a
kevéssertéjl férgekben. Az eddigi eredmények azt sugalljak, hogy a gazdara altalanosan
jellemzd kémiai és mechanikai ingerek valtjak ki az aktinosporak ,invaziv” viselkedését, majd
a késdbbiekben a halak fajspecifikus immunreakcidja révén érvényesil a nyalkasporasokra
jellemzd gazda-specificitas (Kallert és mtsai 2007, 2011). A férgeket fert6z6 myxospoérak
esetében ilyen vizsgalatok ezideig nem térténtek, ezért a doktori munka keretében
els6sorban a nyalkaspérasok kevéssertéjli férgekben zajlé fejlédését kivantuk vizsgalni
kisérletes és molekularis modszerek alkalmazasaval. Korabbi, M. cerebralis fajjal végzett
szbvettani és elektronmikroszkopos vizsgalatok eredményei alapjan valdszinlsithetd volt,
hogy a myxospérak a bélhamon keresztlll jutnak be a féregbe (El-Matbouli és Hoffmann

1998), de ennek kisérletes igazolasa eddig nem tértént meg. A munkahoz a



Magyarorszagon gyakori bodorkabdl (Rutilus rutilus) szarmazd M. pseudodispar
nyalkaspoéras parazitat valasztottuk, és kisérleti rendszerben kevéssertéjl férgeket fertéztlink
vele. Vizsgaltuk a kevéssertéji féreg tenyészetek Osszetételét, annak hatasat a fertézés
kimenetelére, a kulénbdz6 féregfajok fogékonysagat, valamint in situ hibridizacioval a M.
pseudodispar myxospoérainak bejutasat és fejlédését az oligochaeta gazdakban. Ezenkivil
kisérletes és molekularis vizsgalatokkal tisztaztuk a gyakori busaparazita, a M. paviovskii

kétgazdas fejlédésmenetét.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. Nyalkaspoérasok altalanos jellemzéi, rendszertanuk

A nyalkaspérasok széles korben elterjedt, leegyszerlis6dott testfelépités(i, tdébbsejti
él6skododk. Eletciklusuk kétgazdas, egy gerinces és egy gerinctelen gazda vesz részt a
fejlédésikben, melynek soran két morfolégiailag eltérd spoéraalakot képeznek. A gerinces
gazdaban fejlédnek ki a myxospora alakok, melyek a gerinctelen gazdat fertézik, majd abban
kialakul az aktinospéra stadium. A gerinces gazda a fajok tébbségénél édesvizi vagy tengeri
hal. Emellett toébb kutatas soran talaltak kétéltiekben (Hartigan és mtsai 2011, Jirki és mtsai
2011, Szczepianiak és mtsai 2011, Reda 2010, Hartigan és mtsai 2010, Jirkl és mtsai 2006,
Duncan és mtsai 2004, Mutschmann 2004, Browne és mtsai 2002, Upton és mtsai 1992) és
hullékben is (Eiras és mtsai 2005; Garner és mtsai 2005) nyalkaspoéras parazitat. Allandé
testhémérsékletl gerincesekben is fejlédhetnek ezek az él6skddék. Leirtak mar vizi madarak
majabdl, és epevezetékbdl nyalkasporas fajt (Lowenstine és mtsai 2002, Bartholomew és
mtsai 2008). Kiseml6sok kozil vakondban talaltak nyalkaspéras-szerl parazita fejl6dési
alakokat (Friedrich és mtsai 2000), emellett erdei cickanybdl irtak le és jellemezték a
Soricimyxum fegati faj fejl6édési alakjait, és érett spoérait (Prunescu és mtsai 2007; Dykova és
mtsai 2007). Hazankban Székely és mtsai (2011) mutattak ki a Soricimyxum fegati fajt
ugyancsak erdei cickanybdl, emellett térpecickanyban is talaltak egy morfolégiailag hasonld,
de 18S rDNS szekvenciaja alapjan valoszinlleg Uj nyalkaspoéras fajt. Emberi fertézésként
eddig csak bélrendszeri betegségben szenveddé (Boreham és mtsai 1998) illetve HIV
fert6z6tt egyénekbdél (Moncada és mtsai 2001, Hessen és Zamzame 2004) mutattak ki
myxosporakat. A gerincesek mellett myxospéra alakot talaltak mar gerinctelen fajokban pl.
6riaspolip (Paroctopus dofleini) karjdnak izomzataban (Yokoyama és Masuda 2001),
valamint rovarokban is (Thelohan 1895, Sundara Rajulu és Radha 1966, Abdel-Aal és mtsai
2001). Bar ez utdbbi eredmények kétségesek.

A gerinctelen gazda legtébbszér kevessertéji féreg (Annelida: Clitellata: Oligochaeta),
leggyakrabban Tubificida, ezen kivll tengeri soksertéjd férgek (Annelida: Polychaeta)
valamint fecskendéférgek (Sipunculida) és mohaallatok (Bryozoa) is lehetnek a
nyalkaspoérasok gazdai.

A nyalkaspérasok rendszertani besorolasa még mindig bizonytalan és vita targya, bar
tébb szerz6 bizonyitottnak véli a csoport csalanozdkhoz (Cnidaria) tartozasat. Siddall és
mtsai 1995-6s munkajaig az egysejtliek k6zé soroltak 6ket. Majd a nyalkaspérasok polaris
kapszuladjanak és a csalanozok csalansejtiének nagyfokd morfolégiai hasonlésaga alapjan a
két csoport rokonsagat valoszindsitették (Weill 1938, Siddall és mtsai 1995). Ezt a

rokonsagot molekularis biolégiai vizsgalatokkal, a 18S riboszomalis RNS gén (18S rDNS)
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szekvenciak elemzésével is bizonyitottdk, a Polypodium hydriforme parazita életmédu
csalanoz6 kozeli rokonaiként irva le a nyalkasporasokat (Siddall és mtsai 1995). Egy masik
Ez az elképzelés a Buddenbrockia plumatellae (Malacosporea) nyalkaspoéras parazita
férgekhez valé morfoldgiai hasonlésagan (Okamura és mtsai 2002), valamint a 18S rDNS
molekuléris vizsgalatan (Smothers és mtsai 1994, Monteiro és mtsai 2002) alapul. A
mobdszereken alapulé munka is tdmogatta (Katayama és mtsai 1995, Hanelt és mtsai 1996,
Schlegel és mtsai 1996, Kim és mtsai 1999). De olyan, a 18S rDNS vizsgalatok is voltak,
melyekben a nyalkaspérasok a Polypodium fajokkal egyitt egy csoportba keriltek, vagy a
kétoldali szimmetrigjuak &si rokonaiként (Zrzavy és mtsai 1998, Siddall és Whiting 1999,
Zrzavy és HypSa 2003), vagy a csalanozokon belll csoportosulva (Siddall és mtsai 1995). A
riboszoma kis és nagy alegységek RNS génszekvencidinak egyittes vizsgalatai viszont a
nyalkaspérasok kétoldali szimmetriaju allatokhoz valdé kézeli rokonsagat erdsitették meg
(Fiala és BartoSova 2007, Evans és mtsai 2010). Ezzel szemben a B. plumatellae multigén
analizis vizsgalata, melyben 50 kulénbdz6 fehérje kddoldé gén szekvencigjat vizsgaltak, a
nyalkaspérasok csalanozé eredetét tamasztotta ala (Jiménez-Guri és mtsai 2007). Holland
és mtsai (2011) sikeresen felerGsitettek a Tetracapsuloides bryosalmonae nyalkasporas
parazitab6él egy minikollagén-hez hasonlé gént. A minikollagén gén a csalanozok
csalansejtieinek fehérjéit kodold génje. igy ennek jelenléte a nyalkasporasokban megerdsiti
a csoport csalanozdékkal valé rokonsagat. A kozeli rokonsag viszont nem jelenti
automatikusan, hogy a nyalkaspoérasok a csalanozok térzsébe tartoznak. Ennek igazolasara
tovabbi vizsgalatok szikségesek.

A nyalkaspoérasok térzsén belll napjainkban elfogadott taxondmiai csoportositas (Lom és
Dykovéa 2006) a morfologian, a myxospéra alakok hasonlésagan alapul (3.1. abra). Am ez a
illetve szdvetspecificitast, és nem mutatja a filogenetikai rokonsagot sem. A filogenetikai
vizsgalatok alapjan a csoportok kdzll sok para- ill. polifiletikusnak bizonyult (Fiala 2006).
Monofiletikusnak bizonyult az Enteromyxum, Gadimyxa és Sphaeromyxa nem,
polifiletikusnak a Henneguya, Sphaerospora, Zschokkella, Chloromyxum nemek, és
parafiletikus nem a Kudoa, Parvicapsula és a Myxobolus. Ugyanakkor a gazdafajok él6helye
€s a parazita gazdan bellli fejlédésének helye nagymértékben egybevag a filogenetikai
eredményekkel. Fiala (2006) eredményei alapjan két f6 agra valnak szét a nyalkaspérasok,
nagyjabol az édesvizi vagy tengeri el6fordulasuk alapjan, és egy harmadik kisebb ag is
elkllénilt harom fajjal (Sphaerospora truttae, S. elegans, Leptotheca ranae). A f6 agakon
elhelyezkedd fajok az agakra jellemzé hosszusagu 18S riboszomalis RNS génnel (18S

rDNS) rendelkeznek, a tengeri fajoknal altalaban révidebb (kb.1800 bp), mig az édesvizi
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csoportba tartozoknal hosszabb (>2000 bp) ez a génszakasz. A f6 agakon belll a
legjellemzdbben az azonos fertézési hellyel, hasonld szbveti specificitdssal rendelkez6 fajok

képeztek csoportokat.

Torzs: Myxozoa
Osztaly: Myxosporea

Rend: Bivalvulida

Alrend: Variisporina
Myxidiidae
Nemek: Myxidium, Enteromyxum, Zschokella, Coccomyxa
Ortholineidae
Nemek: Ortholinea, Neomyxobolus, Cardimyxobolus, Triangula, Kentmoseria
Sinuolineidae
Nemek: Sinuolinea, Davisia, Myxoproteus, Bipteria, Paramyxoproteus,
Neobipteria, Schulmania, Noblea
Fabesporidae
Nem: Fabespora
Ceratomyxidae
Nemek: Ceratomyxa, Leptotheca, Meglitschia, Ellipsomyxa
Sphaerosporidae
Nemek: Sphaerospora, Hoferellus, Myxobilatus, Polysporoplasma, Wardia,
Palliatus
Chloromyxidae
Nemek: Chloromyxum, Caudomyxum, Agarella
Auerbachiidae
Nemek: Auerbachia, Globospora
Alatosportidae
Nemek: Alatospora, Pseudoalatospora, Renispora
Parvicapsulidae
Nemek: Parvicapsula, Neoparvicapsula

Alrend: Platysporina
Myxobolidae
Nemek: Myxobolus, Henneguya, Thelohanellus, Spirosuturia, Unicauda,
Dicauda, Phlogospora, Laterocaudata, Hennegoides, Tetrauronema,
Neothelohanellus, Neohenneguya, Trigonosporus

Alrend: Sphaeromyxina

Sphaeromyxidae

Nem: Sphaeromyxa
Rend: Multivalvulida

Kudoidae
Nemek: Kudoa, Pentacapsula, Hexacapsula Septemcapsula, Trilosporoides

Spinavaculidae
Nem: Octospina

Trilosporidae
Nemek: Triplospora, Unicapsula

Osztaly: Malacosporea
Rend: Malacovalvulida

Saccosporidae
Nemek: Tetracapsuloides, Buddenbrockia

3.1. abra: Myxozoa t6rzs osztalyozasa (Lom és Dykova 2006)
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3.2. Myxosporak

A nyalkaspérasok kétgazdas fejlédése soran a gerinces gazdakban fejlédnek ki a
myxospora alakok. A fajok fejlédésik helye alapjan lehetnek célozoikusak, vagyis a gazda
szerveinek Uregében kifejlédék, vagy hisztozoikusak, a gazda szdveteiben inter- vagy
intracellularisan plazmodiumokat (cisztat) képezb él6skédék. A  myxospdrak mérete
valtozatos lehet, de legtdbbszér 10-20 ym hossziak. Kétoldali szimmetria jellemzé rajuk, de
alakjuk és felépitésik nagyon sokféle. A sporak 2-7 spérahéjjal, 1-7 polaris kapszulaval, 1
kétmagvu vagy két egymagvu sporoplazmaval rendelkeznek. A polaris filamentumok a
polaris kapszulakban talalhatéak feltekeredve. A nyalkaspérasok taxondmiai osztalyozasa
altalunk vizsgalt fajok a Myxobolus nembe tartoznak, amely tagjaira jellemz8d, hogy a
myxosporak 2 sima felszin(i spoérahéjjal, kétmagvla sporoplazmaval, és két polaris
kapszulaval rendelkeznek, amelyek egyes esetekben eltéré méretliek lehetnek (3.2. abra).

Néhany nyalkaspéras faj myxospoéra tipusa a 3.3. abran lathato.

3.2. abra Myxobolus nembe tartoz6 nyalkaspoéras fajokra jellemzé myxospoéra alak sematikus rajza
(Molnar és mtsai 2002), 2 sima felszinil spérahéjjal (sh), kétmagvu sporoplazmaval (s) és 2 polaris
kapszulaval (pc).
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3.3. abra A néhany nyalkasporas faj myxospéra tipusa (Lom és Dykova 2006) 28. Ellipsomyxa gobii;,
29. Sphaerospora elegans; 30. Sphaerospora renicola; 31. Polysporoplasma sparis; 32. Hoferellus
cyprini; 33. Wardia ovinocua; 34. Myxobilatus gasterostei; 35. Palliatus mirabilis; 36. Chloromyxum
leydigi; 37. Chloromyxum cristatum; 38. Caudomyxum nanum; 39. Agarella gracilis; 40. Auerbachia

anomala; 41. Globospora sphaerica; 42. Alatospora samaroidea; 43. Pseudoalatospora scombri; 44.

Renispora simae; 45. Parvicapsula asymmetrica; 46. Neoparvicapsula ovalis; 47. Myxobolus muelleri;

48. Spirosuturia carassii; 49. Unicauda clavicauda
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3.4. abra Néhany aktinospora tipus sematikus rajza (Lom és Dykova 2006) 70. Antonactinomyxon; 71.
Aurantiactinomyxon; 72. Echinactinomyxon; 73. Endocapsa; 74. Guyenotia; 75. Hexactinomyxon; 76.
Neoactinomyxum; 77. Ormieractinomyxon; 78. Raabeia; 79. Siedleckiella
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3.3. Aktinospoérak

Az aktinospérak a nyalkaspérasok gerinctelen gazdaban kifejléd6 spoéra alakjai.
Morfolégiadjuk nagyon valtozatos, de altalaban jellemzé rajuk a harmas szimmetria. A spérak
legtdbbszor 3 polaris kapszulaval és 3 nydlvannyal rendelkeznek, melyeket egyes esetekben
nyél két 6ssze a polaris kapszulakat és sporoplazmat tartalmazé feji résszel. A 3.4. abran
néhany aktinospoéra tipus sematikus rajza lathat6. A tipusokat az aktinosporak esetében is a
morfoloégiai jellemz6ik alapjan kulonitik el, és 18 gytjtécsoportba soroljak Oket:
Antonactinomyxon, Aurantiactinomyxon, Echinactinomyxon, Endocapsa, Guyenotia,
Hexactinomyxon, Hungactinomyxon, Neoactinomyxum, Ormieractinomyxon,
Pseudotriactinomyxon, Raabeia, Siedleckiella, Sphaeractinomyxon, Synactinomyxon,
Tetractinomyxon, Tetraspora, Triactinomyxon, Heliactinomyxon (Lom és Dykova 2006). Kent
és mtsai (2001) dsszefliggésbe hoztak ezeket az aktinospora tipusokat a nyalkaspérasok
rendszertani csoportjaival. A Myxobolus nembe tartozé fajok leggyakrabban triactinomyxon
(TAM) tipusu aktinosporaval rendelkeznek, mig a Variisporina alrend képviselbi
aurantiactinomyxon, neoactinomyxum vagy tetractinomyxon tipusu spérakat képeznek.
Ugyanakkor szamos kivétel létezik e szabalyok aldl, ahogy példaul a M. cultus, M. dispar és
M. lentisuturalis raabeia tipusu aktinosporakat képez. A doktori dolgozatban is vizsgalt
nyalkaspéras faj, a M. pseudodispar triactinomyxon tipust aktinospéraval rendelkezik,

aminek testfelépitését a 3.5. abra szemlélteti.

3.5. abra TAM tipusu aktinospéra sematikus rajza (Eszterbauer 2002). A spéra 3 polaris kapszulaval
(pc), a a masodlagos sejteket (ms) tartalmazoé sporoplazmaval (s), nyéllel (nyé) és 3 nydlvannyal (ny)
rendelkezik.
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3.4. A vizsgalt parazitak

A doktori dolgozatban vizsgalt nyalkasporas fajok a Myxobolus nembe tartoznak. Ez a
nem ma korilbeldl 800 leirt fajt foglal magaba (Eiras és mtsai 2005), melyek kdzil eddig 15
faj esetében sikerult az in vivo fejlédésiket kisérletesen reprodukalni (Lom és Dykova 2006,
Székely és mtsai 2009). Az ide tartozd fajok tébbsége édesvizi el6fordulasu, és a gazda
szOveteiben, hisztozoikusan fejlédik. De van néhany tengeri el6fordulasu, cdlozoikusan
fejl6dé fajuk is. A Myxobolus fajok tébbségének gerinces gazdai a halak, de kétéltliekben
fejl6dd fajokat is leirtak mar ebbdl a csoportbdl (Lom és Dykova 2006).
Gazdafajlagossagukban nagy kilénbségek lehetnek. Vannak egy vagy csak kdzel rokon

fajokban fejlédni képes, és szamos eltéré halgazdat megfertézni képes fajaik is.

3.4.1. Myxobolus pavlovskii

A Myxobolus paviovskii (Akhmerov 1954) a fehér busa, Hypophthalmichthys molitrix és a
pettyes busa, Hypophthalmichthys nobilis nyalkaspéras parazitaja. A kopoltyulemezek
hamjaban fejlédve képez cisztakat, és erds fertézés esetén a plazmddiumok kitdlthetik a
kopoltyuredék kozti helyet, igy nehezithetik a halak oxigénfelvételét (Molnar 2002). A fehér
busat és a pettyes busat az 1960-as években telepitették be Magyarorszagra Kelet-Azsiabol
(Kinabdl és a volt Szovjetuniébdl). A Kinabdl szarmazd allomanyok nagy valdszinlséggel
mar fertézottek voltak M. paviovskii nyalkaspoéras parazitaval, igy a halakkal egyitt ez a
parazita is bekerult az orszagba. Az 1970-es években a névényevd halak, kéztik a fehér és
pettyes busak, tenyésztési programja soran a parazita szétterjedhetett a magyarorszagi
halgazdasagokban (Molnar 1979b). Molnar (1979b) mar az 1970-es évek végén vizsgalta e
nyalkaspéras faj fejlédését harom magyarorszagi halgazdasagbol szarmazo fehér és pettyes
busakon. Vizsgalta a M. paviovskii parazita jelenlétét, valamint fert6zési kisérleteket végzett
a halastavakban és laboratériumi kérilmények kozétt. A halastavi kisérletek kézil egy
esetben sem sikerllt megakadalyozni az eredetileg parazitamentes halak megfert6z6dését a
szamos megel6z8 intézkedés ellenére. A fertézés megakadalyozasara megprébalkoztak a
tavak kiszaritasaval, a fels6 iszapréteg eltavolitasaval és meszes kezeléssel is, de ezek
sikertelenek voltak, és az ezutan betelepitett halak minden esetben fertézédtek a parazitaval.
A laboratériumban végzett kisérletek kdzll, amik a fertézés tovabbvitelét céloztak, viszont
csak egy esetben, fertézott tobdl szarmazé iszapos viz felhasznalasaval sikerllt halakban
fert6zést kivaltani (Molnar 1979b).

Az 1990-es évek elején Ruidish és mtsai (1991) is fert6zési kisérleteket végeztek a M.
pavilovskii-val, hogy bizonyitsdk, mas nyalkaspoéras parazitdkhoz hasonléan e faj fejlédési
ciklusa is két gazdaban, a halakon kivll kevéssertéji férgekben zajlik. Sikeresen
megfertéztek kevéssertéjli férgeket a halakbdél szarmazd, morfolégiai jellemzdik alapjan M.

paviovskii-nak azonositott myxospéra alakokkal, és 93 nappal a fertézés utan
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hexactinomyxon tipusu aktinospérakat talaltak az oligochaetadk vizében. Majd ezekkel az
aktinospoérakkal megfert6zott 1 éves fehér busak kopoltyujan 120 nap mulva kimutattak a
myxosporakat a kopoltyulemezek kézott. Kisérleti eredményeiket azonban molekularis
vizsgalatokkal nem tamasztottak ala.

Eszterbauer és mtsai 2002-es munkajukban kopoltylparazita nyalkasporasokat
vizsgaltak, toébbek kozott fehér és pettyes busabdl gyljtétt M. paviovskii mintakat is,
polimeraz lancreakcidhoz kétott restrikcios fragmentum eloszlas méodszerével (PCR-RFLP).
A harom hasznalt enzimmel mindkét halfajbdl szarmazé minta RFLP mintazata megegyezett
egymassal, bizonyitva, hogy a M. paviovskii mindkét halfajt egyarant képes megfertézni. Ezt
a megallapitast Eszterbauer 2004-es kopoltyuparazita Myxobolus fajokon végzett

filogenetikai vizsgalatai is megerésitették.

3.4.2. Myxobolus pseudodispar

A Myxobolus pseudodispar Gorbunova (Myxozoa, Myxobolidae) a pontyfélék gyakori
nyalkaspéras parazitaja. Kézép-Eurépaban, igy Magyarorszagon is gyakran el&forduld
eléskddd, amely a halak izomzataban intracellularisan képez cisztakat. Szamos vizsgalatot
végeztek a parazita el6fordulasaval, elterjedtségével és fejlddésmenetével kapcsolatban.
Baska (1986) szdvettani vizsgalatokat végzett a M. pseudodispar halon belili fejlédésének
felderitésére. Késébb a teljes fejlédési ciklus tisztazasara fertézési kisérletek is térténtek
(Székely és mtsai 1999; 2001). Székely és mtsai 1999-es munkajukban Tubifex tubifex és
Limnodrilus hoffmeisteri kevéssertéjli féreg egyedeket fertéztek bodorkabdl szarmazd M.
pseudodispar myxospoérakkal. Mindkét féregfaj esetében sikeres volt a fertézés, és TAM
tipusu aktinosporak fejlédtek ki bennik. A késébbi munkajukban (Székely és mtsai 2001)
mar a teljes fejlédési ciklust sikerilt kisérletesen reprodukalniuk. Bodorka izomzatabdl
gyujtétt M. pseudodispar myxosporakkal fertéztek parazitamentes T. tubifex allomanyokat,
majd a férgekben kifejl6dé aktinospérakkal sikeresen fertéztek parazitamentes bodorka
ivadékokat. A nyalkasporas fajok tdébbségével ellentétben a M. pseudodispar gerinces
gazdaspektruma széles. A bodorka (Rutilus rutilus), a karika keszeg (Blicca bjoerkna), a
dévérkeszeg (Abramis brama), a vorésszarnyu keszeg (Scardinius erythrophthalmus) és a
szélhajté kisz (Alburnus alburnus) is fogékony e parazitara (Molnar és mtsai 2002).
Gerinctelen gazdaként eddig a Tubifex tubifex és a Limnodrilus hoffmeisteri kevéssertéjl
férgek szerepe bizonyitott (Székely és mtsai 1999). Hasonl6 alakjuk, és fejlédési helylk miatt
korabban a M. pseudodispar-t a M. cyprini szinonimgjanak tekintették (Dykova és Lom
1988), bar a tdébbi intracellularisan fejl6dé izomparazita nyalkaspéras fajtél valo elkildnitését
segiti, hogy a myxosporak polaris kapszulai kilénbdzé méretliek, valamint a TAM tipusu
aktinospérak nyulvanyai is eltéré hosszisaguak (Székely és mtsai 1999). Molnar és mtsai

(2002) munkajukban izomparazita nyalkasporas fajokat vizsgaltak, koéztltk a M.
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pseudodispar-t és M. cyprini-t. Kisebb morfolégiai eltérések mellett (a M. cyprini myxospérai
a leginkabb szimmetrikusak), szekvenciabeli kiilénbségeket is talaltak: 5,5-6,42% eltérés volt
a 18S rDNS szekvencigjuk korilbelul 1000 bp hosszu darabjaban, igy ma kilén fajnak
tekintjuk 6ket. Morfologiai és szdvettani vizsgalatok mellett tehat molekularis biologiai
modszerekkel is vizsgaltdk a M. pseudodispar-t. Eszterbauer és mtsai (2001) t6bb mas
izomparazita nyalkasporas mellett bodorkabol és vorésszarnyu keszegbdl gydjtétt M.
pseudodispar mintakat vizsgaltak PCR-RFLP modszerrel. Eredményeik alapjan a két
halfajb6l szarmazdé M. pseudodispar izolatumok RFLP mintazata megegyezett egymassal.
Azonban egy késébbi munkajukban (Molnar és mtsai 2002) akar 5,1%-os eltérést talaltak a
kilénb6z6 halfajokbdl szarmazd M. pseudodispar mintak 18S rDNS-e koz6tt a gén egy

kérulbeltl 1500 bp hosszu szakaszanak vizsgalata soran.

3.5. Oligochaetak és filogenetikajuk

A kevéssertéjli férgek (Annelida, Clitellata, Oligochaeta) szamos 6kologiai vizsgalat fontos
célpontjai a vizi életterekben betéltott indikator szerepik miatt. Széles kérd elterjedtségik és
a kilénbdzé kérnyezeti tényezékre mutatott eltérd érzékenységiik miatt gyakran hasznaljak
6ket a vizminbséget vizsgalé kutatdsokban is (Chapman és mtsai 1982, LaFont 1984,
Reynoldson és mtsai 1991, Sturmbauer és mtsai 1999). Ezenkivil kértani szempontbél is
jelentdsek, hiszen tdbb mas parazitacsoport mellett a nyalkaspérasok gazdai is lehetnek.

A Tubifex tubifex vilagszerte elterjedt édesvizi kevéssertéjl féreg, szamos nyalkaspéras
parazita, tébbek kézo6tt az altalunk is vizsgalt Myxobolus pseudodispar gerinctelen gazdaja.
A kevéssertéji férgek tbébbségéhez hasonléan biztonsaggal csak az ivarérett egyedeket
lehet morfoldgiailag azonositani. Kilsé jegyei nagyon valtozékonyak, a szérserték példaul a
kilénbdzb kornyezeti tényez6k hatasara kulénbbzéek lehetnek (Chapman és Brinkhurst
1987). Ez a kiils6 valtozékonysag megneheziti a férgek taxondmiai azonositasat (Holmquist
1983, Chapman és Brinkhurst 1987). Ezek a nehézségek elbtérbe helyezték a molekularis
biol6giai mddszerek alkalmazasat az utébbi években ezen a terileten is. A T. tubifex
esetében a mitokondrialis (mt) 16S rDNS vizsgélata alapjan hat genetikailag eltéré
leszarmazasi vonalat kilonitettek el egymastol (Sturmbauer és mtsai 1999, Beauchamp és
mtsai 2001). Sturmbauer és mtsai (1999) munkajukban a Koézép- és Kelet-Eurépabdl
szarmazo T. tubifex allomanyokat vizsgaltak, és 6t csoportot kildnitettek el a mt 16S rDNS
alapjan. Beauchamp és mtsai (2001) munkajukban féleg az észak-amerikai allomanyokra
6sszpontositottak, és a Sturmbauer és mtsai (1999) Aéltal leirt csoportok kézil harmat
megtalaltak, valamint egy Uj csoportot is leirtak.

Crottini és mtsai (2008) szintén a mt 16S rDNS-t vélasztottak az olaszorszagi Lambro

s s
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csoportot kilénitettek el. Az & csoportositasuk atfed az el6z6ekben emlitettel, bar mas

elnevezéseket hasznalnak.

3.6. A nyalkasporasok gazdafajlagossaga, és a gazdak
fogékonysaga

A nyalkasporasok kézétt kildonb6z6 foku gazdafajlagossaggal rendelkezé fajok fordulnak
el6, az egy vagy néhany kozeli rokon halfajban kifejlédni képes fajoktdl az egészen tag
gazdaspektrumu fajokig. A Myxobolus drjagini példaul csak a fehér busa parazitgja, a M.
paviovskii a fehér és pettyes busat egyarant képes megfertézni, mig a M. cerebralis tag
gazdaspektrummal rendelkezik, szamos pisztrangfélében, a szivarvanyos (Oncorhynchus
mykiss) és a sebes pisztrangban (Salmo frutta m. fario), a gyilkos pisztrang (Oncorhynchus
clarki) t6bb alfajaban és pataki szajblingban (Salvelinus fontinalis) is fejlédhet (Hedrick és
mtsai 1999a, Thompson és mtsai 1999). A kilénb6z6 gazdafajok nyalkaspoérasokra valo
fogékonysagat eddig féleg a halgazdadk esetén vizsgéltdk. Ebben a tekintetben is a
Myxobolus cerebralis a legjobban tanulmanyozott nyalkaspéras faj. EI-Matbouli és mtsai
(1999) szivarvanyos pisztranggal, aranyhallal (Carassius auratus), ponttyal (Cyprinus
carpio), paduccal (Chondrostoma nasus), medakaval (Oryzias latipes), guppival (Poecilia
reticulata) és ebihallal (Rana pipiens) is végeztek fertézési kisérleteket, de e fajok kdzll csak
a szivarvanyos pisztrangot sikerult fertézni M. cerebralis-szal. Hedrick és mtsai (1999b)
szivarvanyos és sebes pisztrangok M. cerebralis-ra val6 fogékonysagat hasonlitottak dssze.
A fertézési kisérleteik soran kilonb6z8 aktinospéra mennyiséget hasznaltak, és eredményeik
alapjan a szivarvanyos pisztrangot talaltak fogékonyabbnak, bar a sebespisztrang is
fert6zhetd volt. A fert6zés prevalencidja, az egy-egy gazdaegyedben kifejl6dd sporak
mennyisége is magasabb volt a szivarvanyos pisztrangban. A mikroszkopos vizsgalatok
soran sulyosabb karosodasokat taldltak ennél a fajnal, és kevesebb spéramennyiség is
kivaltotta a fert6zést. Egy késébbi munkajukban (Hedrick és mtsai 2003) két kilénb6zé
szivarvanyos pisztrang torzs fogékonysagat is dsszehasonlitottak. Az Amerikabdl szarmazo,
ugynevezett TroutLodge térzs sokkal fogékonyabbnak bizonyult a német Hofer térzs
egyedeinél. A parazita gazdaspektrumanak vizsgalata mellett a M. cerebralis esetében
vizsgaltak, hogy milyen tényezdk befolyasoljak, illetve aktivaljak az aktinospoéra stadiumok
gazdaba val6 bejutasat, valamint, hogy képes-e a parazita megkilénbdztetni a fogékony és
nem fogékony gazdafajokat egymastél (Kallert és mtsai 2005, 2009).

Grabner és El-Matbouli (2009) a Tetracapsuloides bryosalmonae esetében vizsgaltak a
gazdafajok fogékonysagat. Ez a parazita a lazacfélék nagy mortalitassal jar6 proliferativ
vesebetegségét (PKD) okozza. A munka soran kvantitativ real-time PCR mobdszerrel
vizsgaltak négy szivarvanyos pisztrang térzs és a sebes pisztrang fogékonysagat. Ezzel a

modszerrel lehetévé valt a parazita kimutatasan tul annak mennyiségi meghatarozasa még

21



akkor is, ha az a hagyomanyos (pl. szévettani) modszerekkel nem lehetséges. Igy a
kilénb6zb6 gazdafajok fogékonysaga pontosabban 6sszehasonlithaté volt. Eredményeik
szerint a T. bryosalmonae-ra a sebes pisztrang volt a legfogékonyabb. A Henneguya ictaluri
gazdaspecificitasat vizsgalva Griffin és mtsai (2010) pettyes harcsat (Ictalurus punctatus), a
kék térpeharcsat (/. furcatus) és ezek hibridjét fertézték a parazitaval. A pettyes harcsa és a
hibrid egyedek is sokkal fogékonyabbnak bizonyultak, amit a kvantitativ PCR eredményeken
kivul a klinikai tinetek is bizonyitottak.

A gerinctelen gazdak esetében a T. tubifex leszarmazasi vonalak fogékonysagbeli
kulénbségeit eddig csak a Myxobolus cerebralis esetén vizsgaltak. Beauchamp és mtsai
(2002) vizsgalatukban kimutattak, hogy a T. tubifex l-es és lll-as leszarmazasi vonalba
tartoz6 férgek voltak a legfogékonyabbak a parazitara, mig a V-0s és VI-os leszarmazasi
vonalba tartoz6 egyedek nem, vagy csak kevéssé tlintek fogékonynak.

Baxa és mtsai (2008) kulénbségeket talaltak az egy leszarmazasi vonalba tartozd férgek
fogékonysaga kozoétt is. Egy-egy, a lll-as leszarmazasi vonalbol szarmazé kokonbél neveltek
féregpopulaciokat. Ezen féregpopulacibk M. cerebralis-ra vald fogékonysaganak
vizsgalatakor is kildnbségek voltak tapasztalhatéak. Annak ellenére, hogy az 6sszes vizsgalt
populacio a lll-as leszarmazasi vonalba tartozd, TAM termeld T. tubifex allomanybdl gydijtétt
kokonokbdl szarmazott, voltak olyan populaciék, amelyek termeltek TAM tipusu aktinosporat,
és voltak olyanok, amelyek nem. A mt 16S rDNS szekvenciara alapozott genetikai
vizsgalatok is bizonyitottak, hogy az &sszes vizsgalt féreg a lll-as leszarmazasi vonalba volt
sorolhatd, ugyanakkor véletlen amplifikalt polimorf DNS (randomly amplified polymorphic
DNA, RAPD) elemzés alapjan ezen belll két genotipust tudtak elklloniteni. Ez a két
genotipus megegyezett a fogékony és nem fogékony csoportokkal (Baxa és mtsai 2008).

Hasonlé eredményre jutottak Rasmussen és mtsai (2008) vizsgalatuk soran, melyben
statisztikailag szignifikans kuldnbséget talaltak a genetikailag lll-as leszarmazasi vonalba
tartozd T. tubifex populacidk M. cerebralis-ra vald fogékonysagaban. Ezen vizsgalatok
alapjan ugy tlnik, a mt 16S rDNS szekvencidk alapjan elkulonitett T. tubifex leszarmazasi
vonalakon belill is lehetnek fogékonysagbeli killdnbségek. igy ez a csoportositas nem jelzi
teljes biztonsaggal a kevéssertéjl féreg parazitara val6é fogékonysagat.

Tdébb kutatas is foglalkozott azzal a témaval, hogy a kilénbdzd fogékonysagu T. tubifex
leszarmazasi vonalak egylttes jelenléte a fertézott oligochaeta populaciokban milyen
hatassal van a M. cerebralis fertézés kimenetelére. Steinbach Elwell és mtsai (2006)
eredményei azt mutattak, hogy a fertézott féregpopulacié dsszetétele nem befolyasolta sem
a fogékony férgek fertézhetéségenek mértékét, sem az altaluk termelt aktinosporak
mennyiségét. Ez arra utal, hogy a fert6zésnek ellenallé férgek jelenléte a populaciéban nem
befolyasolja a fogékony férgek fertéz6dését és sporatermelését. Ezzel szemben Beauchamp

és mtsai (2006) valamint Baxa és mtsai (2008) kutatasaikban azt talaltdk, hogy a vegyes
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Osszetételd, fogékony és nem fogékony féreg egyedeket egyarant tartalmazo populacidkban
kevesebb volt a spératermelés, mint a tisztan csak fogékony egyedekbdl all6 populaciokban.
Beauchamp és mtsai (2006) munkajukban RFLP modszerrel vizsgaltak a fertézési
kisérletekben hasznalt kevéssertéjli férgeket, egyes esetekben pedig leszarmazasi
vonalakra specifikus PCR-t is végeztek a kisérletek el6tt és befejezésik utan. Eredményeik
azt mutattak, hogy a rezisztens (V-0s leszarmazasi vonalba tartozo) T. tubifex egyedek
kompetitiv elényben vannak a fogékony leszarmazasi vonalakba tartozé egyedekkel
szemben. A vegyes Osszetételi populaciokban a fert6zési kisérletek végére jelentésen
megnétt a rezisztens leszarmazasi vonalba tartozé férgek aranya. Hasonl6
aranyeltolodasokat nem csak laboratoriumi kérilmények kézoétt talaltak. Colorado allamban
végzett vizsgalatok azt mutattak, hogy a M. cerebralis-ra fogékony féregegyedek aranya
jelentésen visszaesett, mig a rezisztens leszarmazasi vonalba tartozé T. fubifexek aranya
megndtt 1998-t61 2004-ig (Beauchamp és mtsai 2001, 2002, 2006). Shirakashi és El-
Matbouli 2009-es vizsgalatanak eredményei magyarazattal szolgalhatnak erre az
aranyeltolédasra. Kisérleteik bizonyitottak ugyanis, hogy a nyalkaspéras parazita jelenléte
gatldé hatassal van a fertézétt férgek szaporodasara, gatolja a nyeregképzést és csdkken a

kokon termelés.

23



24



4. Anyagok és modszerek

4.1. Kisérleti allatok és a parazitak fenntartasa

Az in vivo laboratériumi nyalkaspéras tenyészet folyamatos fenntartasahoz
parazitamentes oligochaeta allomanyokat és specifikus parazitamentes (SPF) halakat
neveltlink és tartottunk a laboratériumban. A kisérletekben hasznalt oligochaeta allomanyok
kulénbdzb eredetliek voltak. A laborban tartott négy féregallomany kézil kettét az azéta
megszlint Szazhalombattai Temperalt Vizi Halgazdasagban (TEHAG) gydjtéttink
halastavakbdl, illetve egy ugynevezett halagybdl, a lehalaszast elésegité arokbdl, ahol a
tavak 6szi leeresztése utan a halak szétvalogatasat végzik. Egy allomany a németorszagi
AufselR-ben 1évd pisztrangos halgazdasag kdzelében Iévé csatornakbdl szarmazott. A munka
soran egy kereskedelmi forgalomban kaphaté allomanyt is hasznaltunk, melynek szarmazasi
helye val6szinlleg Erdély. A begyijtdtt oligochaeta allomanyokat iszappal egyitt a
laborat6riumba szallitottuk, és ott kb. 25 literes levegdztetett mianyag edényekben tartottuk
O6ket. A heti vizcsere mellett autoklavozott iszappal pétoltuk az elhasznalédott aljzatot és
fagyasztott fejes salata, Spirulina por (MaBitec) és fagyasztott sérak (van Gerven) vagy
vords szunyoglarva (van Gerven) 6sszeturmixolt keverékével etettiik a féregallomanyokat. A
laborba behozott oligochaeta allomanyok vizét a természetes fertézéttséguk megallapitasara
rendszeres id6kdzonként szdrtik. A szlréshez 20 um-es haldészévetet hasznaltunk és a
szlirén fennmaradt vizb6l néhany cseppet fazis kontraszt mikroszképpal (Zeiss Axiostar
Plus) vizsgaltunk a vizben lebegd aktinospéradk kimutatasara. Ezek a rendszeresen
ellendrzétt oligochaeta térzsallomanyok szolgéltak negativ kontrollként is a késébbi fertézési
kisérleteink soran.

A Kisérletekhez sziikséges SPF halakat a laborban neveltik fel parazitamentes
kérilmények kozétt. Az szempontos ikrak és zsengék a dinnyési halgazdasagbdl
(Haltermel6k Orszagos Szévetsége Dinnyési lvadékneveld Toégazdasaga) szarmaztak, és
kikelés utan nem érintkeztek tévizzel. A kikelt ivadékokat 30-100 literes levegbztetett
akvariumokban tartottuk. Kezdetben az altalunk a laborban frissen keltetett sorakkal, a
késébbiekben fagyasztott planktonnal és szaraz haltappal (Perla larva, Bio-optimal) etettiik
Oket.

A Mpyxobolus pseudodispar laborunkban térténé fenntartdsahoz a koévetkezdképpen
végeztik a fertézéseket: 5 literes, aljzatként kb. 5 cm vastag rétegben autoklavozott iszapot
és homokot tartalmazé vizzel telt miianyag dobozokba kérilbelll 10 g férget helyeztiink (4.1.
abra). A munka kezdetén a férgeket természetes fert6zottségbdl szarmazé M. pseudodispar
myxosporakkal fertéztik, amit Balatonban fogott fertézott bodorkak (Rutilus rutilus)

izomzatabdl gydjtéttik. A késdbbiekben, a laboratériumban folyamatosan fenntartott fejlédési
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ciklus szolgaltatta a myxo- és aktinospérakat a tovabbi munkahoz. A fert6zott halak
izomzatat homogenizaltuk, majd a sporadk koncentralasahoz ezt a homogenizatumot
korulbelll két napig fézépoharban uUlepitettik, és naponta kétszer a fellluszét 6vatosan
lebntve vizet cseréltiink rajta. A homogenizatumban lévé M. pseudodispar myxospérak
szamat Blrker-kamras szamolassal becsultik, és az egyes fertézési edényekben tartott
férgeket 10°-10° mennyiségl myxosporaval fertdztilk. A fertézott oligochaeta populacioknal a
fert6zést kévetd hatodik héttdél kezdve rendszeresen ellenériztiik az aktinospoéra termelést a
korabban, a térzsallomanyoknal mar leirt szlrési modszer segitségével. A talalt sporakrol a
mikroszképra szerelt Moticam 2000 (Motic) digitalis kamera segitségével készitettiink
felvételeket, és a sporak méreteit Motic Images Plus 2.0 szoftver hasznalataval hataroztuk
meg. A molekularis biolégiai vizsgalatokhoz az aktinospérakat 1,5 ml-es centrifugacsévekbe
gyUjtéttik, és -20C-on taroltuk a tovabbi vizsgalatok ig.

Az SPF bodorkak fertbzése el6tt a laboratériumban fertézott férgek altal termelt
aktinospérakat mikroszkoppal ellenériztik, és kdzelité szamukat becsléssel allapitottuk meg.
A halak fert6zéséhez 1 literes f6z6poharakban a szliréssel &sszegydjtétt aktinospérakat
atlevegdztetett vizben (kb. 4-5 dl) révid ideig inkubaltuk, majd 1-1 halat helyeztiink az
edényekbe. A halakat fél éraig leveg&ztetés nélkill majd tovabbi 3 6raig levegdztetéssel az
edényekben tartva fertéztik, ezutan akvariumokba helyeztik 6ket. Kortilbelll 3 hénap alatt a
halak izomzataban kifejlédtek a M. pseudodispar myxospérak. A halak boncolasa soran a
myxosporak kigyUjtését az izombdl a mar korabban, a természetes fert6zottségbél szarmazo
sporak esetén leirt moédon végeztik az izomszévet homogenizalasaval. A gydjtott

myxosporakkal Ujabb oligochaeta populacidkat fertéztiink a fertézési ciklus fenntartasahoz.

W

4.1. abra: Témeges fert6zés 1) Kisérleti rendszerek a Myxobolus pseudodispar laboratériumban vald
fenntartasahoz és az oligochaeta allomanyok fogékonysaganak megallapitasara témeges fertézéssel.
2) A vizzel teli mdanyag edény aljara 4-5 cm vastagsagban autoklavozott iszap-homok keveréket
helyeztiink. Majd ebben korilbelil 10 g férget fertéztiink a parazitaval.
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4.2. Fertozési kisérletek

4.2.1. Myxobolus pavlovskii fertozési kisérletek

A fertézési kisérlethez nyolc SPF fehér busa (Hypophthalmichthys molitrix) egyedet
hasznaltunk. A 3-4 cm méretli halakat a fertézésukhdéz 2 hétig egyltt tartottuk az
aktinosporat termel6 oligochaeta allomannyal. Ezt kdvetéen 30 literes akvariumba helyeztik
at 6ket. 94 nap utan a halakat felboncoltuk, és vizsgaltuk a kopoltydjukat M. paviovskii
myxosporakat keresve. A fertézétt kopoltyu-lemezekrél mikroszképos fényképeket
készitettlink. Néhany kopoltyuivet 10%-os pufferolt formalinban fixaltuk, paraffinba agyaztuk,
és korilbelll 5 ym vastagsagu hosszanti metszeteket készitettlink, amelyeket hematoxilinnal
és eozinnal festettlink. A talalt plazmodiumokat legydijtottik, és a myxospdorakat morfoldgiai
és molekuléris biologiai modszerekkel vizsgaltuk.

A fert6zott fehér busak kopoltyujardl gylijtdétt myxospédrakkal oligochaetakat is fertdéztiink.
A fertbzésre hasznalt férgek a szazhalombattai halastavakbol valamint az aufsef3-i
térzsallomanybdl szarmaztak. A fertézés a M. pseudodispar életciklusanak laborban valo
fenntartasanal leirt médon tortént. A fertézéshez kortlbeltl 106 db M. paviovskii myxosporat
hasznaltunk. A fertézést koévetd egy honaptdl kezdve fél éven keresztil a fert6zott
féregpopulaciok valamint a kontrollként szolgalo térzsallomanyok vizében rendszeresen

ellendriztik az aktinosporak jelenlétét.

4.2.2. Myxobolus pseudodispar fert6zési kisérletek

Kétféle kisérleti rendszert hasznaltunk az oligochaetak fert6zésére. A Myxobolus
pseudodispar életciklusanak laborban t6rténd fenntartasdhoz valamint a négy
rendelkezéslinkre allé féregdllomany M. pseudodispar parazitdra valdé fogékonysaganak
felméréséhez tdmeges fertézési kisérleteket végeztink. Ennek soran a M. pseudodispar
életciklusanak fenntartasanal mar leirt moédon végeztik a fertézéseket.
Az oligochaetak fertézésére és fogékonysaguk vizsgalatara egyedi fertézési kisérleteket is
végeztink. A kisérletekhez a két szadzhalombattai valamint az aufsel3-i féregallomanybdl
gydjtéttink  egyedeket. A myxospérakat tartalmazé homogenizatumot iszappal
Osszekevertik, majd ebbdl a keverékbdél kérulbelil 1,5 mil-t 2 ml-s centrifugacsévekbe
meértink. A csbveket allvanyokban 5 literes mianyag edénybe helyeztik viz ala, és a vizet
folyamatosan levegéztettik (4.2. abra). A fertézéshez egy-egy féregegyedet az ily modon
el6készitett 2 ml-s csovekbe helyeztiink. Egy-egy egyed fertézése korulbelul 10%-10*
mennyiségl myxospoéraval tértént. A fertézést kévetdéen 1, 4, 8, 24 6ra, 1, 4 hét, 3 hénap
mulva mintat vettiink, mintavételi idépontonként 5-5 oligochaeta egyedet szévettenyésztd
lemezek mélyedéseibe helyeztiink Yokoyama és mtsai. (1991) médszere alapjan. Az

egyedek fert6zottségének megallapitasara fénymikroszkopos vizsgalattal kerestik a
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kiszabaduld aktinospérakat a szévettenyészté lemezre helyezett féregegyedeknél, valamint
a késdbbiekben M. pseudodispar-specifikus PCR-t is végeztiink. Miutan a férgek béltartalma
nagyrészt Kilrllt, az egyedeket fixaltuk a tovabbi vizsgalatokhoz. Az oligochaeta egyedek
farki végébdl egy kis darabot lefagyasztottunk a késébbi molekularis vizsgalatokhoz, a férgek
elllsé részét pedig 10%-os pufferolt formalinban fixaltuk 2-3 napig, majd 70%-os alkoholban
taroltuk a morfolégiai és az in situ hibridizacios (ISH) vizsgalatokhoz.

4.2. abra Egyedi fertézés kisérleti rendszere. Myxospoérakkal 6sszekevert iszapot tartalmazé 2 ml-es
centrifugacsévek, benniik egy-egy kevéssertéji féreggel.

4.3. Molekularis bioldgiai vizsgalatok

Az oligochaeta DNS kivonasakor homogenizaltuk az oligochaeta egyedek molekularis
vizsgalathoz lefagyasztott farki végét. A myxosporak és aktinospérdk DNS szintl
vizsgalatdhoz 5000 x g fordulaton 5 percig centrifugaltuk a felolvasztott mintdkat, majd a
felUluszo6t ledntéttik ugy, hogy a cs6ben kb. 10-20 pul spéraszuszpenzi6 maradt. A
spoéraszuszpenzidhoz vagy a homogenizalt oligochaeta mintahoz 480 pl lizis puffert (100 mM
NaCl; 10 mM Tris pH7,6; 10 mM EDTA; 0,2% SDS) és 10 pl 20 mg/ml koncentracioju
proteinaz K altalanos fehérjebonté enzimet adtunk, majd 55C-on koérulbelil 3 6ran at
inkubaltuk, amig a minta teljesen homogén és atlatszo lett. Ezutan Miniprep Express Matrix
oldatot (Bio101 Inc.) hasznaltunk a DNS tartalom kinyerésére. A mintahoz azonos
mennyiségl (kb. 500 pl) matrix oldatot adtunk, azt dsszeraztuk, majd egy percig 13000 x g
fordulaton centrifugaltuk. A fellluszd ledntését kdvetbéen 500 pl 80%-os etanolt adtunk a
matrixhoz, majd ismét egy percig 13000 x g fordulaton centrifugaltuk. Az alkoholos mosas
utan a pelletet vakuumcentrifuga segitségével beszaritottuk. Ezutan a matrix altal megkotétt
DNS-t 30-35 pl MilliQ ultratiszta vizben leoldottuk, és 2 perc azonos fordulaton val6
centrifugalas utan a fellluszét Uj csébe pipettaztuk. A kinyert DNS minéségét 1%-os agaréz

gélen gélelektroforézis segitségével ellenériztik.
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A nyalkaspéras parazitak (myxosporak és aktinospérak) 18S riboszomalis RNS gén egy
szakaszanak felerdsitéséhez nested (szlkit6) polimeraz lancreakciét (PCR) alkalmaztunk.
Elészér a 18e - 18r altalanos 18S rDNS-t felsokszoroz6 primerpart hasznaltuk, majd a
masodik kérben a Myxosporea-specifikus SphF - SphR primereket alkalmaztuk (4.1.
tablazat). Az amplifikaciét 50 pl végtérfogatban végeztik a kovetkezé Osszetétellel:
korulbelal 10-150 ng DNS, 1x Tag DNS polimeraz puffer (Fermentas), 1,5 mM MgCl,, 0,2
mM dNTP mix (Sigma) 1 pyM az egyes primerekbél, 2,5 unit Taq DNS polimeraz
(rekombinans, Fermentas). A PCR program I|épései a kovetkez6k voltak: kezdeti
denaturaciés lépés 95T-on 5 perc, majd 35 ciklus 95T 50 masodperc (mp) (denaturacio),
59T 50 mp (primer tapadas), 72T 80 mp (szalszinté zis) és befejez6 l1épésként 72C-on 5
perc.

Myxobolus paviovskii mintak esetén a kdzel teljes 18S rDNS felerdsitéséhez a kdvetkez6
primerkombinacidkat alkalmaztuk: ERI-B1 - MB3 valamint Myx4rF - ERIB-10. A két PCR
termék azok atfedd szakaszai révén Osszeilleszthetd volt, igy néhany nukleotid hijan
megkaptuk az egész 18S rDNS-t.

A Myxobolus pseudodispar kimutatasara faj-specifikus PCR-t dolgoztunk ki. Az M.
pseudodispar 18S rDNS egy korulbellil 610 bp hosszl szakaszanak feler8sitéséhez 2
fajspecifikus primert terveztiink, a MpF1 és PseudoR primereket (4.1. tablazat). A PCR-t 25
ul végtérfogatban végeztik a korabban leirt aranyokkal. 5 perc 95T-on t6rtén 6 denaturaciot
35 ciklus kovette: 95T 30 mp, 60T 30 mp, 72C 60 mp, majd befejezb 1épésként 5 perc
72TC-on. A reakcio specificitdsanak tesztelésére szamos kilénb6zé bodorka egyedbdl
szarmaz6 M. pseudodispar myxospoéra mintat, fertézott oligochaeta egyedeket, és a bennlink
kifejléddtt TAM tipust aktinospérakat hasznaltuk. Emellett kilénb6z6 fajokbdl szarmazoé
myxosporakat is vizsgaltunk: Myxobolus muelleri-t bodorkabdl, Myxobolus pfeifferi-t
marnabdl (Barbus barbus), vérésszarnyu keszeg (Scardinius erythrophthalmus) veséjébdl,
paduc (Chondrostoma nasus) belébdl és szilvaorri keszeg (Vimba vimba) kopoltyujarol
gyujtétt Myxobolus myxospoérakat, suigérben (Perca fluviatilis) talalt Henneguya fajt és nem
fert6zott T. tubifex egyedet is a reakcid specifikussaganak ellenérzéséhez. Valamint a
kitisztitott PCR terméken az MpF1 M. pseudodispar-specifikus primerrel ellenérzé
szekvenalasokat is végeztink.

Az oligochaetdk azonositasara a mt 16S rDNS egy koérllbelil 370 bazispar hosszu
szakaszat erésitettik fel a Tub16SF - Tub16SR primerek alkalmazasaval. A PCR
kérilményei megegyeztek a kordbban a myxo- és aktinosporak 18S rDNS-ének
felerésitésénél leirtakkal.

A PCR-hez T1 Thermocycler (Biometra) PCR gépet hasznaltunk. A PCR termékek
detektalasat 1%-os agar6z gélen végeztik TAE pufferben. Szekvenalas elétt a PCR

termékeket kdzvetlenill a reakcidelegybdl vagy aspecifikus termék jelenléte esetén agardz
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gélbél tisztitottuk MEGAquick-Spin PCR and Agarose Gel DNA Extraction System (INtRON
Biotechnology) kit segitségével. A szekvenalashoz a felerésitéshez hasznalt primereken
kivil egyéb (belsd) primereket is hasznaltunk (4.1. tablazat), és a DNS fragmentumokat
mindkét szalon szekvenaltuk. A szekvenalashoz hasznalt belsé primereket a PCR
primerekkel kapott szekvenciadarabok ismeretében valasztottuk ki. A szekvenald reakciot
ABI BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) segitségével
végeztik. A reakciodt a templat mennyiségétdl fiiggéen 5-10 ul végtérfogatban végeztik a kit
leirdsaban meghatarozott dsszetétellel és az ott leirt kérilmények kézoétt. A kicsapashoz
etanolos és natrium-acetatos modszert alkalmaztunk, és a DNS szekvenciak detektalasat a
Szegedi Biologiai Kézpont Szekvenalé Laboratériumaban végezték szolgaltatasként ABI
Prism 3100 Genetic Analyzer szekvenalo késziléken. A szekvenciak &sszeillesztésére a
STADEN Sequence Analysis Package (Staden 1996) 4.1 verzidju programjat hasznaltuk. A
szekvenciak hasonlésaganak kiszamitasahoz a BioEdit (Hall 1999) program Sequence

Identity Matrix funkciojat alkalmaztuk.

4.1. tablazat A PCR-hez és a szekvenalashoz hasznalt primerek szekvencidja és

referenciaja.
név szekvencia (5’ — 3’) referencia
18e CTG GTT GAT TCT GCC AGT Hillis és Dixon (1991)
18r CTA CGG AAA CCT TGT TAC Whipps és mtsai (2003)
SphF ACT CGT TGG TAAGGT AGTGGC T Eszterbauer és Székely (2004)
SphR GTT ACC ATT GTA GCG CGC GT Eszterbauer és Székely (2004)
MpF1 TGT GCT TCT GGT GCG TCT GC jelen munka
PseudoR AAG CAC CGA AGC ACA GTC AA jelen munka
ERI-B1 ACCTGG TTGATCCTGCCAG Barta és mtsai (1997)
ERIB-10 CTT CCG CAG GTT CAC CTA CGG Barta és mtsai (1997)
MB3 CCA ACC GCT CCT GTT AATCATC Molnar és mtsai (2002)

Hallett és Diamant (2001) altal
Myx4rF  GTT CGT GGA GTG ATC TGT CAG tervezett primer reverz

komplementere
Tub16SF AAC GGC CGC GGT ATC CTG Beauchamp és mtsai (2001)
Tub16SR TAA RCC AAC ATY GAG GTG CCA Beauchamp és mtsai (2001)
Act1F GGC AGC AGG CGC GCA AAT TAC CCA A Hallett és Diamant (2001)
Act1Fr TTG GGT AAT TTG CGC GCC TGC TGC C Hallett és Diamant (2001)
MB5 GGT GAT GAT TAACAG GAG CGG T Molnar és mtsai (2002)
MC3 GAT TAG CCT GAC AGA TCA CTC CAC GA  Molnar és mtsai (2002)
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4.4. Filogenetikai vizsgalatok

Az oligochaetak filogenetikai vizsgalatahoz az dsszesen vizsgalt 156 minta kézul 31 db
egymastol DNS szinten kilénb6z6 egyed 16S rDNS szekvenciajat és 21 db génbanki
szekvenciat hasznaltunk fel. A DNS szekvenciakat a Multalin program (Corpet 1988)
segitségével illesztettik, majd a GeneDoc Sequence Alignment Editor program
hasznalataval manualisan javitottuk. A filogenetikai szamitasokat legnagyobb valészinliség
(maximum likelihood) becslési mddszerrel valamint Bayesian statisztikaval is elvégeztik. Az
elébbihez a Phylip programcsomag 3.67 verzidjat hasznaltuk online a Mobile portalon
keresztil (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py; Néron és mtsai 2009). A Bayesian
statisztikdhoz MrBayes programot alkalmaztuk (Huelsenback és Ronquist, 2001) a TOPALi
v2.5 program csomagbodl (Milne és mtsai, 2009) a kdvetkez6 paraméterekkel: general-time
reversal (GTR) modell allandé helyek becslésével (estimate of invariable sites, 1) és gamma
eloszlassal (gamma distribution, G). Flggetlen futtatasok szama: 2, generaciéoszam: 1 millio,
mintavételi slrliség: 100, beégetés (burn-in): 25%. A kapott filogenetikai fakat a Treeview

vagy a FigTree programok segitségével jelenitettik meg.

4.5. In situ hibridizacio (ISH)

A Myxobolus pseudodispar parazita oligochaeta gazdaban torténé fejlédésének
vizsgalatara in situ hibridizaciés modszert alkalmaztunk. Az in situ hibridizaciéhoz a 10%-o0s
formalinban fixalt oligochaeta mintakat paraffinba agyaztuk és 5 pm-es hosszanti
metszeteket készitettiink bel6lik. A metszeteket 3 6ra alatt 60C-on APES-sal (3-
aminopropil-trietoxi-szilan) bevont targylemezekre fixaltuk. 2 x 15 perc xilolban val6
aztatassal eltavolitottuk a paraffint, majd etanol soron rehidrataltuk a mintakat. 2 x 5 percig
100% etanolban, majd 96% - 80% - 70% etanolban 5-5 percig inkubaltuk Oket. Ezutan a
metszeteket 1 percig desztillalt vizben 6blitettik, 1x TBS-ben (pH 8,0) (Tris-pufferelt sdoldat)
mostuk 10 percig, majd megszaritottuk. A szdvet DNS tartalmanak feltarasahoz egy 25
perces proteinaz K enzimes (100 ug/ml 100mM TBS-ben, pH 8,0) emésztés kodvetkezett
37TC-on, majd 5 perc mosas 10 mM PBS-ben (foszfat-p ufferelt séoldat). Post-fixacios
lépéskent a metszeteket hideg (4C-o0s) 0,4%-0s para formaldehidben inkubaltuk 20 percig,
majd ledblitettik desztillalt vizzel és megszaritottuk 6ket. A metszetekre 125 pl hibridizacios
puffert mértiink, melynek &sszetétele a kévetkezd volt: 4x SSC (natrium-citratos soéoldat), 1x
Denhardt oldat, 100 ug/ml borju csecsem&mirigy DNS (calf thymus DNA), és 1-1 ng/ul
mennyiségl biotin-jel6lt oligonukleotidok. A M. pseudodispar-specifikus PCR-hez hasznalt
MpF1 és PseudoR primerek mellett a szintén fajspecifikus MpR (5’-AAC AGC CAA CTG
AGA TCA C-3) és PseudoF (5-CTT CAG TCG ATG TTA GCC GT-3’) primereket is
jeloltettuk biotinnal és felhasznaltuk az ISH vizsgalatokhoz. Hogy megakadalyozzuk a

hibridizacié sordn a parolgast GeneFrame (ABgene) kereteket hasznaltunk a metszetek
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lefedésére. A metszeteket 96T-on inkubaltuk 5 percig, majd egész éjszakan at 42T-on
végeztik a hibridizaciét. Ezutan 2x SSC-ben 2 x 5 percig szobahémérsékleten mostuk, majd
0,2x SSC + 0,1% Tween 20 oldatot mértink a lemezekre, és 10 percig inkubaltuk ket 42T-
on a specifikus mosas (stringency wash) elvégzéséhez. Ezutan a metszeteket 2 x 5 percig
mostuk 100 mM TBS-ben (pH 7,5), majd a lemezekre 1:5000 higitasu streptavidin-alkali-
foszfataz konjugatum-ot (Roche) mértiink és 30 percig inkubaltuk. Ezutan a metszeteket 2 x
10 percig mostuk moso6 pufferrel (10 mM TBS, pH 7,5). A detektalashoz a metszeteket 2-5
percig mostuk detektalod pufferben (100 mM Tris-HCI, pH 9.5), majd BCIP/NBT szubsztrat
oldattal 1 6ran keresztll sététben inkubaltuk. Ezutan detektalé pufferben 5 percig, majd
desztillalt vizben 1 percig mostuk 6ket. Hattérfestésként 0,5%-os Bismark Brown Y-t
hasznaltunk 1-2 percig, majd desztillalt vizben ledblitettik a lemezeket. A metszeteket 96-
100%-0s etanolban, és két lépésben xilolban dehidrataltuk, majd Vectamount (Vector)
beagyzdé anyag hozzaadasa utan fed6lemezzel lefedtik Oket. A fejlédés kilonbdzé
idépontjdban fixalt metszeteken a parazita elhelyezkedését fénymikroszképpal (Zeiss
Axiostar Plus) vizsgaltuk, és Axiovision v4.7 (Zeiss) programot hasznalva Canon PowerShot

A640 digitalis kameraval készitettink felvételeket.

4.6. Fluoreszcens festés

A parazita kevéssertéjli féregbe vald bejutasat, és a spérak életképességét Yokoyama és
mtsai (1997) altal kidolgozott vitélis festési eljaras segitségével kivantuk vizsgalni. A
festéshez fluoreszcein-diacetat (FDA) és propidium-jodid (Pl) fluoreszcens festékeket
alkalmaztunk. Elébbi vitalis festék és az él6 sejtek citoplazmajat festi élénkzdld szindre, mig
az utébbi a mar elhalt sejtek magjat szinezi pirosra. A festékoldatokat Markiw (1992) leirasa
alapjan készitettik el. Az 5 mg/ml koncentracioju FDA térzsoldat acetonnal késziilt, mig a Pl
desztillalt vizben volt oldva 0,02 mg/ml koncentraciéban. A tdrzsoldatokat -20°C-on, fénytdl
védve taroltuk. A festéshez Yokoyama és mtsai (1997) leirasa alapjan 20 ul FDA térzsoldatot
higitottunk fel 4,2 ml desztillalt vizzel, és ebbdl a frissen higitott oldatbdl és a Pl oldatbdl 25-
25 pl-t mértiink 50 pl spéra szuszpenzidhoz. Az egészet dsszekevertiik és +4°C-on s6tétben
alini hagytuk. A festéshez a spoératipustél figgden kulénb6zé idbre volt szikség. A festés
eredményeét fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltuk. A fest6dott spérakrol Nikon Labophot-2
tipusu fluoreszcens mikroszképra szerelt Moticam 2000 (Motic) digitalis kamera segitségével

készitettiink felvételeket.

32



5. Eredmények

5.1. A Myxobolus pavlovskii fejlodési ciklusa

A laboratériumba behozott négy oligochaeta allomany kézil a fertézési kisérletek elbtt
végzett rendszeres vizsgalat soran csak egyben észleltink természetes nyalkasporas
fertézottséget. A TEHAG-i halastavakbdél szarmazo6 tenyészetben echinactinomyxon tipusu
aktinospérakat talaltunk. Kortlbelil 300 kevéssertéjii férget vizsgaltunk egyedileg
szbvettenyésztd lemezeken, de kézilik csak kettd echinactinomyxon tipusu aktinospérat
termel® féregegyedet taldltunk. Az echinactinomyxonon kivil egyéb aktinospora tipust sem a
lemezeken, sem a tenyészetben nem talaltunk. A két fertézott féreg kozil sajnos az egyik a
mikroszkdpos vizsgalat soran elpusztult, igy csak a masikat tudtuk felhasznalni a
vizsgalatainkhoz. A morfoldgiai vizsgalat soran nem talaltunk szdrsertéket az egyeden, igy
azt egy Limnodrilus fajként soroltuk be, de pontos meghatarozasa sajnos nem volt
lehetséges, mivel a példany nem volt ivarérett. Az echinactinomyxont termelé féreg egyed
molekularis médszerekkel t6rténé meghatarozasahoz a mt 16S rDNS szekvencigjanak egy
335 bp hosszu szakaszat erésitettik fel (génbanki azonosité: HM991165), és a BLASTn
keres6programmal 95,59%-0s hasonldsagot talaltunk a génbanki Limnodrilus udekemianus
(AF325986) szekvenciaval.

A talalt echinactinomyxon tipusu aktinospérak spérateste korte formaju, a
sporoplazmajaban 32 (30-34) masodlagos sejtet (n=6) tudtunk megszamolni. A polaris
kapszulak a spératest apikalis részén, mélyen a héj alatt helyezkednek el. A nyulvanyok a
spératesthez nyél nélkil, kézvetlenil kapcsolédnak, a csucsuk felé fokozatosan
elvékonyodnak, és hegyesen végzddnek (5.1.4bra). A talalt echinactinomyxon méreteit, a
mar korabban leirt hasonl6 tipusu sporak méreteivel egyitt a 5.1. tablazatban ésszegeztik.

A molekularis biolégiai vizsgalatok elsé eredményeként egy 1400 bp hosszl szakaszt
sikerdlt feler&siteniink a 18S rDNS-bél a 18e-18r és SphF-SphR primerparokat nested PCR-
ben alkalmazva. Ennek a szakasznak a szekvenciaja alapjan ugy tlnt, hogy ez az
echinactinomyxon a Myxobolus paviovskii aktinospéra alakja. Késébb a teljes 18S rDNS
szekvenciat is sikerllt meghataroznunk az ERI-B1 — MB3 és Myx4rF — ERI-B10 primerekkel
felerésitett atfedd6 DNS szakaszok 0&sszeillesztésével. A 2004 bp hosszi szekvencia
(génbanki azonosité: HM991164) 99,87%-ban volt azonos a génbankba mar korabban
benyujtott 1578 bp hosszu, részleges M. paviovskii szekvenciaval (AF507973). A BLASTn
keresés eredménye alapjan a leginkabb hasonlé nyalkaspéras faj a ponty kopoltyd
parazitdja, a Myxobolus musseliusae (FJ710801) volt, 91,79%-os DNS szekvencia

azonossaggal.
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5.1. abra A vizsgalatunkban talalt echinactinomyxon tipusu aktinospéra a mélyen w16 3 db polaris
kapszulaval (P), a spératesttel (S) benne 32+2 db masodlagos sejttel (M), és 3db nydlvannyal (Ny).
Nativ preparatum. A lépték 50 um-nek felel meg.

A nyolc laboratériumban nevelt SPF fehér busa ivadék koézil, amelyeket az
echinactinomyxon-t termeld féregtenyészettel egyitt tartva fertéztink, hat fertézése volt
sikeres. Egyben nem talaltunk myxosporakat, a nyolcadik hal pedig elpusztult a parazita
kifejlddéséhez szikséges a harom hénapos inkubéaciés idé alatt. Az elpusztult egyed
boncolasakor nem talaltunk M. paviovskii fejlédési alakokat. A fertézés utan 94 nappal a
fertéz6tt halak boncolasa soran nagy szamu, kis méretli plazmédiumot talaltunk a
kopoltyuredékben (5.2. abra 1, 2)

A sikeresen megfertézétt halak mindegyikében sulyos fertézést tapasztaltunk. Szamos
kopoltyilemezen a kopoltylredék tébbsége érintett volt a fertézésben. A M. paviovskii
myxosporak nagyszamu cisztaban fejlédtek, és ezek a kopoltyulemezek hamjaban
elhelyezkedd plazmédiumok a boncolas soran kdnnyen levalaszthatéak voltak. A szdvettani
metszetekben jol lathatd a plazmddiumok pontos elhelyezkedése, a bennik fejl6dé
myxospora alakokkal (5.2. abra 3, 4).

A vizsgalt halak boncolasa soran nem talaltunk egyéb nyalkaspéras parazitat. A talalt
myxosporak (5.3. abra) morfolégiailag nagyon hasonléak voltak az Akhmerov altal 1954-ben
leirt M. paviovskii spérakhoz, és azokhoz hasonléan kilénb&z6 méretli polaris kapszulakkal
és kifejezett interkapszularis nyudlvannyal rendelkeztek. A spéraméretekben voltak kisebb
meértékl eltérések. A Kisérletiinkben kapott myxospérak kicsit keskenyebbek voltak, mint az
Akhmerov altal leirtak, a nagyobbik polaris kapszulajuk pedig révidebb volt. Az altalunk talalt

és az Akhmerov altal leirt M. paviovskii myxospérak méreteit a 5.2. tdblazatban 6sszegeztik.

34



600¢

Tl i< (1-5'2) 1'6 *(521-06) 9°201 (0z-01) ¥'v1 ((0e-5'21) 2'0C “|RSIW S8 IDONAIEN uoxAwoupoeulyo3
91 ¥ 991 ‘H ZFGlL€FGE €002 | 8dAy '3
SFOLLH Ll ¥Gl ‘ZFQZ'S “lesjw s eunownQ niazs-wnjelpel ‘3
7L A wng ] (1'e-6'2) € :(G2-8¢€) 85 (6-2) L'g (ZL-0L) 2'LL G adAy '3
7L 8zl (2'seL-8'90L) 2'2ZL H (8'9L-¥L) G'GlL ((¥'82-6'¥2) £'12 ¥ 8dAy '3
7L 9l (8'66-2'28) £'¢6 ‘H (9'SL-¥L) 'L ((82-6'¥2) 6'ST 200z “lesjw s9 48zQ ¢ adAy '3
7L ¥9 (#1L1-68) 2°96 H (S1-Z1) L'y (g'ez-2'02) v LT z edAy '3
Awng ¥9 (2'¥2L-6'€0L) 6'FLL H (2'61-2'8L) £'8L (¥'€2-8'02) ¥'22 | 8dAy '3
" . (N e e _ . (z'oz 2002
- ‘ - . s . o . uoxAwounoeuiyo

1Y oL (€'01-2'8)6'8(8'60L-GL8) L'66 o)1) o) (G/z-1°12) €2 S [esiw S0 AjOYoZS oeuIyd3
Awn el (F'oL-¥'0L) ¥'0L (16-16) L6 (Z'81-9'GL) 2'21 (92-6'91L) 2L 00z ¢ adfy '3
A wn Gz (v'o1-8'2) ¥'8 :(16-1'v2) 2'28 (e1-€1) €1 (8'0z-2'8L) 9’61 AyeoInpy S0 OpaIBoN z odfy '3
A wng 9l (9'sL-gL) g'cL «(evL-2LL) 921 (8'02-L'¥L) 6'6L ((¥'E2-2'8L) G'CZ | 8dA} 3
Yl 91L/8 G'9-G (56-G8) 06 (oL-8) 6 :(S'CL-SLL) 2L 3 uoxAwounoeulyog
Yl ze /9l 2-9 :(S01-G8) 001 (SZL-LL) G'LL ((2L-GL) 9L Q uoxAwounoeuiyoy

. . - . M - - 3 ” - x>
y- 9l (9-9) g m» (56-02) €8 _ANF mwv_o_r A_S Nc €L 2661 ‘10sS8( S0 OIX D uoxAwounoeuiyog
R 91/8 (9-v) G (G5-G¥) 05 (G'0L-6) G'6 (G'ZL-G'LL) 2L g uoxAwounoeulyos
R 91/8 (9-v) G (68-G9) G/ (L1-6'8) 6'6 (GL-G'CL) VL v uoxAwounoeuiyog
7L zZe /9l (8-2) G'2 (56-08) 06 (8L-6'G1) G'9L (92-€2) SZ 'S niezs-wnjelpels '3
Pa 0l ‘9. 6l €2 Joulwr 3

. . “lesjw s9 Johy
pa G g¢gl €l 've c66} S Jofew -3
7L 9l 09-G¥ ‘01-9 GE-GZ ‘H 861 ‘senbiep wnse "3
7L ze GZ1-00L :H 0€-SZ ‘H 1G61 ‘Bismezsiuer wnjelpel '3
‘lanequalzs
ds 7 (0'11-8's) 9'2 H(e'88-g'0) 9208 (9'%1-0b) Lzb (eb-vzi) gy PO UEEH I uoxAwounoeuryog
o SW (xew-uiw) 7s {(xew-uiw) H (xew-uiw) zg {(xew-uiw) H eloUBIaOY fey/sndiy

AN

1S

9EPIINOLIqWINT NBJ2JBAI WU 7’| JA0Jewoy SnjLpodeAyy 3y ‘snjebaliea snjinaLquin’

CACWINT ‘usjsiewyoy snjupouwi] Y- ‘ejeubip oseq p'g xeuqny xsuqny 17 ‘ley snjupouwn] ds*] ‘uoxAwounoeulyos 3 ‘ewzejdolods
'S ‘Bossolozs :zg ‘zssoy :H ‘epzeb ugjejouusb 9 ‘ewezs yayles sobejposew S|\ ‘AueAnAuU AN ‘soielods | S fjeAlslalaw yesodsounpe nsndiy
uoxAwounoeuiyos uie| ueqgeloy e s9 (91=u) (1epazs uobejsen) yeueleiodsounye /ysaojaed snjoqoxAyy e yeze|qe) g)juoseyszssQ yeze|qe) “L'g



‘Baw yaulo|a) yau-wn oG ¥oy91do| v "oAIsa) (F9H) |BUUIZOS-UljIXOJBWSY }19ZS}aW IUBNBAQZS ({-¢ |eAetodsoxAw
opo|le) sowezs auuaq ‘ueqelwey zaws|nAjodoy e (d) ejzsio iysaojaed py s (¥ unAjodoy e asapayzahiayie (d) downipowze(d e so yazawsa|nAjodoy
N0zoua} [ea-injsaojaed py (g "Baw |aja) yau-wr oG ¥91dg| v "wnieledald AlzeN “(deiAu) jeaeiodsoxAw gpgjley sowezs auuaq (d) BizsIo iysaojned
‘w AB63 (g Baw 918} you-wr 0| ¥91d9| v "wnjesedaid AljeN "uiezawa| nAjodoy yoxapeAl esng Jays) (d) wnipowzeld imysaojaed -y nwezs AbeN (L elqe "g'g




A molekularis biolégiai vizsgalatokban két kiilonbdzé halbdl szarmazé myxospoéra mintat
is megvizsgaltunk, és sikeresen felerdsitettik és szekvendltuk a teljes 18S rDNS-t. A két
myxospora minta szekvenciaja teljesen megegyezett egymassal valamint a vizsgalt
echinactinomyxon-tipusu spora szekvenciajaval is, és csak egy nukleotid (0,13%) eltérés volt
a génbankban taladlhaté M. paviovskii szekvenciahoz képest (AF507973). Sajnos a
kisérletink, hogy ezekkel a myxospoérakkal fert6zzink a laborat6riumi allomanybdl szarmazo
kevéssertéjl férgeket, nem jart sikerrel. A myxosporakkal fertézott féreg allomanyokat fél
évig rendszeresen ellendriztiik, de nem talaltunk aktinosporakat.

5.3. abra M. paviovskii szimmetrikus, kerekded myxosporai az eltéré méretli polaris kapszulakkal és
nagymeéret( interkapszularis nyulvannyal. Nativ preparatum. A 1épték 10 um-nek felel meg

5.2.tablazat A altalunk talalt (Marton és Eszterbauer 2011) és az Akhmerov altal 1954-ben
leirt Myxobolus paviovskii myxosporak méreteinek 6sszehasonlitdsa [Atlag £ SD (min-max)
pm-ben]

Nagyobbik polaris

Spoéra Kisebbik polaris kapszula

kapszula
hossz szélesség  vastagsag hossz szélesség hossz szélesség
Marton és
Eszterbauer, 10,0 £ 0,92 84+056 6,35+0,36 4,2+0,53 3,3+0,51 2,8+0,30 2,3+0,30
2011 (7,8-11,9) (7,3-9,4) (5,8-6,8) (3,4-5,6) (2,6-4,5) (2,3-3,4) (1,9-3,1)
(n=41)
AKDerOY: 8,5-10 9,1-10 67 56 2,5-4,2 34 2,53

5.2. Kevéssertéji férgek azonositasa
A négy kevéssertéjli féreg tenyészetbél 156 egyed mt 16S rDNS szakaszat vizsgaltuk
molekularisan. A németorszagi allomanybol 68, a TEHAG halastavakbol 38, a halagybdl 27,

kereskedelmi forgalombdl szarmazé tenyészetbdl 7 egyedet vizsgaltunk és 16 vizsgalt egyed
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vegyes (németorszagi és halastavai) allomanybdl szarmazott. Morfoldgiailag 19
féregegyedet vizsgaltunk, ebbdél 7 Tubifex tubifex, 4 Limnodrilus claparedeanus Ratzel, 2
Limnodrilus hoffmeisteri, 2 Psammoryctides barbatus (Grube), Psammoryctides moravicus
(Hrabe), 1 Potamothrix bavaricus (Oschmann) és egy Potamothrix hammoniensis
(Michaelsen) fajként volt azonosithaté. A morfologiai azonositas eredményei a legtébb
esetben alatamasztottak a molekularis eredményeinket, néhany esetben pedig pontositottak
azokat. A két molekularisan Psammoryctides fajnak azonositott egyed morfologiai
tulajdonsagaik alapjan P. moravicus-nak bizonyult, a Potamothrix faj pedig P. hammoniensis-
nek. Egy esetben a molekularis és morfolégiai vizsgalatok eredményei ellentmondtak
egymasnak: egy DNS szekvencia alapjan Limnodrilus cervix-ként azonositott egyed a

morfoldgiai vizsgalat alapjan L. claparedeanus-nak bizonyult.

5.3. A kevéssertéjl férgek filogenetikai vizsgalatainak eredményei

A vizsgalt oligochaetak rokonsagi viszonyai a 5.4. és 5.5. dbran lathatéak. A két
kilénbdzb6 modszerrel tortént elemzések nagyon hasonld eredményt adtak. A mt 16S rDNS
szekvencian alapulé maximum likelihood médszerrel tortént filogenetikai elemzés alapjan a
Psammoryctides és Limnodrilus fajok egy csoportba kerlltek, mig a Tubifex tubifex
leszarmazasi vonalak és Potamothrix fajok egy masikba. A Bayesian statisztikaval tértént
elemzés soran a Psammoryctides fajok kilén agon helyezdédtek. Mindkét modszer esetén a
hat T. tubifex leszarmazasi vonal egyértelmlen elkllénilt egymastdl, de az l-es és Vl-os
leszarmazasi vonalba tartozé mintadk kézelebb voltak egymashoz, a ll-es, lll-as, |V-es, V-6s
leszarmazasi vonalak pedig egy masik csoportot alkottak. Két minta (génbanki azonosito:
JF783970) a T. tubifex V-6s leszarmazasi vonalba tartozé mintak kézeli rokonanak tlinik,
ugyanakkor a szekvenciabeli hasonlésaguk csak 94,7-95,3% volt, igy nem voltak az V-6s
vonalba egyértelmlen besorolhatéak. A filogenetikai fan a M. pseudodispar-ra fogékony és
nem fogékony T. tubifex leszarmazasi vonalak nem kildniltek el egymastol. A leszarmazasi
vonalak kozti genetikai kildonbségek 6,6-15,0% kozoétt voltak, a leszarmazasi vonalakon
bellli kildonbségeket a 5.3. tablazat mutatja. A Limnodrilus hoffmeisteri mintak kozétt jelentés
genetikai kulénbségeket tapasztaltunk, a vizsgalt 35 egyed esetén 15,5% volt a legnagyobb

szekvenciabeli eltérés.
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" Lumbriculus variegatus (AF325973)
79 f;;zz Zz;z‘;iz*; z; } Psammoryctides moravicus (JF783973/-4)
76 | Psam. barbatus #1 Psammoryctides barbatus (JF783975/-6)
Psam. barbatus (HM459993)
SUPsam. barbatus #2
48 66 Tubifex ignotus (AF325987)
89" Limnodrilus udekemianus (HM991165)
Limnodrilus udekemianus (AF325986)
Limnodrilus udekemianus (AY885612)
1001 7. hoffimeisteri (AJ225901)
L. h. #1
L. cervix (AF325984)
100°L. claparedeanus (JF783979)
100 [ L- hoffineisteri (EU117546)

94 | 96

72 L. h. #2
oo L-h#3
48 f Zogfzfelsterl (EU117547) Limnodrilus hoffineisteri (JF783980/-3)
54 L. h. #5

To0 | L- hoffmeisteri (EU160485)
L. h. #6

97 Potamothrix hammoniensis (JF783977)
g |Potamothrix bavaricus (JF783978)
100 Pot. bavaricus (EU117508)

Pot. bavaricus (EU117509)
— Tubifex blanchardi (EU117465)

T. tubifex L.5 (EU117541)

T.t LI#1

T.t LI#2 T. tubifex Lineage 1 (JF783960/-2)
T. tubifex Lineage 1 (AJ225904)

T.t. L1#3

100|7. tubifex Lineage VI (AF326010)

55]T. t. L.VI #1 . .

ool T . L.VI #2 T. tubifex Lineage VI (JF783971/-2)
26 T.t L.VI#3

T. tubifex L. 2e (EU117533)
T. tubifex Lineage 11 (AJ225907) . .

Tt L1 T. tubifex Lineage 11 (JF783963)
64l T. tubifex Lineage 111 (AJ225908)

100

Loo| 7.2 L1141

T. ¢t L. IIL #2 T. tubifex Lineage 111 (JF783964/-7)

T. ¢t L. 11 #3
24 8T.t.L.III#4

99 —p | ] 7 tubifex Lineage IV (AJ225910)

100—» |[ILT. ¢. L.IV #1

T.t. LIV #2

w0 NEES Y T wbifex (1F783970)
92| [ T. tubifex Lineage V (AJ225911)
10017. t. L.V#1

— T t. L.V #2

0.05

} T. tubifex Lineage IV (JF783968)

86

} T. tubifex Lineage V (JFE783969)

5.4. abra A vizsgalt kevéssertéjl férgek rokonsagi viszonyai 335 bp hosszi mt 16S rDNS
szakasz alapjan maximum likelihood mdodszerrel vizsgalva. A bootstrap értékek az ag
elagazasokban vannak feltiintetve, a 1épték 5% kllénbségnek felel meg. Kilcsoportként a
Lumbriculus variegatus-t valasztottuk. A mintak génbanki azonositéit zaréjelben tlintettik fel.
Az altalunk vizsgalt és szekvenalt mintakat kivastagitottuk, a Myxobolus pseudodispar-ra
fogékony fajokat és tipusokat bekereteztilk, mig a lehetséges ’biolégiai sziré’ fajokat
alahuztuk.
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Lumbriculus variegatus (AF325973)

0.7 _r Psam. moravicus #1
05 —{Psam. moravicus #2 } Psammoryctides moravicus (JF783973/-4)

0.6 [Psam. barbatus #1
—Esam_ barbatus #2 } Psammoryctides barbatus (JF783975/-6)
Psam. barbatus (HM459993)
1.0 Potamothrix hammoniensis (JE783977)
07 L| Potamothrix bavaricus (JF783978)
0.5 0.0 Y Pot. bavaricus (EU117509)

Pot. bavaricus (EU117508)
Tubifex blanchardi (EU117465)
T. tubifex L.2e (EU117533)
T.t. LI #1
0.9 1.0 § 7ot LI #2 —
T. tubifex Lineage 111 (AJ225908) T. tubifex Lineage 111 (JE783964/-7)
T.t. LI #3
09" T.t. LI #4
T. tubifex Lineage IV (AJ225910) }

T.t. LIV#1 T. tubifex Lineage IV (JF783968)
T.t. LIV#2

{ZE# b T ubifex (1E783970)

It L.V#l } T. tubifex Lineage V (JF783969)

0.9

T.t. LV#2

T. tubifex Lineage V (AJ225911)
Tt L.II#1 —
ST ubifox Lineage 11 (A1225907) } T. tubifex Lineage 11 (JF783963)
T. wbifex L.5 (EU117541)
T.t. L.I#1

.O

0.5 0.9

991 T.e. L.1#2 T. tubifex Lineage I (JF783960/-2)
T.t. LI#3
T. tubifex Lineage 1 (AJ225904)

07\ 10( T. tubifex Lineage VI (AF326010)
T.t. L.VI#1 . .
0i60 Tt L.VI#2 T. tubifex Lineage VI (JF783971/-2)
“ U1t LVI#3
1Oy r.h #1
0.9 L. hoffmeisteri (AJ225901)
Limnodrilus claparedeanus (JE783979)
1.0" L. cervix (AF325984) \

091 1.0y L.h. #4
L. hoffmeisteri (EU117547)

10| LA #2
L.h. #3 > Limnodrilus hoffimeisteri (JF783980/-3)

0o | 8 L hoffmeisteri (EU117546)

_I L. h #6
L. hoffmeisteri J

——— Tubifex ignotus (AF325987)
Limnodrilus udekemianus (AY885612)
—[E Limnodrilus udekemianus (AF325986)
Limnodrilus udekemianus (HM991165)

0.7

0.1

5.5. abra A vizsgalt kevéssertéji férgek rokonsagi viszonyai 335bp hosszd mt 16S rDNS
alapjan Bayesian inference mddszerrel vizsgalva. Az elagazasoknal az utélagos
valészinliség értékek (posterior probability) vannak feltlintetve; a Iépték 10% kilénbségnek
felel meg. Killcsoportként a Lumbriculus variegatus-t valasztottuk. A mintak génbanki
azonositoit zaroéjelben tlintettik fel. Az altalunk vizsgalt és szekvenalt mintakat
kivastagitottuk, a Myxobolus pseudodispar-ra fogékony fajokat és tipusokat bekereteztiik,
mig a lehetséges ’bioldgiai szlré’ fajokat alahdztuk.
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5.4. A M. pseudodispar fert6zési kisérletek eredményei

A M. pseudodispar fejlédési ciklusanak laboratériumban térténé fenntartasa sikeres, és
2007 ¢6ta folyamatos. A fert6zésekben kifejl6détt myxo- és aktinospérak M. pseudodispar-ra
jellemzd tipikus sporaalakkal rendelkeznek (5.6. abra) A fertézési kisérletekben kifejl6dott
sporaalakok rendszeres molekularis biolégiai vizsgalata is megerésiti, hogy a M.
pseudodispar fejlédési ciklusanak fenntartasa kontaminacio-mentes a laboratériumban. A
tdbmeges és egyedi fert6zések parazita-specifikus PCR eredményei alapjan a TEHAG-i
halastavakbdél és Németorszagbdl szarmazd oligochaeta allomanyok tlintek M.
pseudodispar-ral legjobban fert6zhetének. A témeges és egyedi fert6zési eredmények
alapjan szamolt 6sszevont fert6zési prevalencia 60,5% illetve 55,4% volt ennél a két
allomanynal. A TEHAG halagybol gyujtétt egyedeink voltak a legkevésbé fert6zhetéek
33,3%-o0s fertézési prevalenciaval. Az egyedi fertézési kisérleteinkhez a két halgazdasagi és
a németorszagi allomanyokat hasznaltuk. A fajosszetételiket és a fertézési kisérletek
eredményeit a 5.4. tablazatban foglaltuk 6ssze. A németorszagi allomanyban a T. tubifex |-
es és lll-as leszarmazasi vonalba tartozé férgek voltak a legnagyobb szadmban jelen, és ezek
voltak a legfogékonyabbak is. A halastavi allomanybdél szarmazé férgekkel végzett egyedi
fert6zésekben a parazita-specifikus PCR eredményei alapjan az 6sszes féregegyed M.
pseudodispar-pozitiv volt, vagyis mindegyiket sikerllt megfertézni M. pseudodispar-ral
(21-bél 21 egyed). Ezek kozul a T. tubifex ll-es leszarmazasi vonalba tartoz6 6sszes egyed
(11-bél 11) és az V-Os leszarmazasi vonalba tartozd 8 T. tubifex kézil 1 egyed termelt
aktinospérakat. A TEHAG halagybdl szarmazé oligochaetak esetén az egyedi fertézések
soran egy esetben sem talaltunk aktinospoéra termelé egyedeket, de a 17 vizsgalt egyed
kézil 7 pozitiv volt a M. pseudodispar-specifikus PCR-rel. A kiilénb6z6 leszarmazasi vonalba
tartozd T. tubifex egyedek jelentésen eltértek M. pseudodispar-ra vald fogékonysagukban. A
ll-es leszarmazasi vonalba tartozé egyedek voltak a legfogékonyabbak a parazitara, a
vizsgalt egyedek 90,5%-a termelt TAM-ot (19/21). A T. tubifex lll-as leszarmazasi vonalba
tartoz6 egyedek 22,2%-a termelt aktinospérat (8/36). Az V-0s leszarmazasi vonalba tartozé
egyedek kevésbé tlintek fogékonynak, a vizsgalt egyedeknek csak a 18,8%-a termelt
aktinospérat (3/16). A fertézésekben a VI-os leszarmazasi vonalbél nem talaltunk
aktinospéra termelé féreg egyedeket. A P. barbatus és P. moravicus egyedek szintén
fertézhetének bizonyultak M. pseudodispar-ral, amit a parazita-specifikus PCR mellett az

egyedek aktinospora termelése is bizonyitott.
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5.5. A M. pseudodispar kevéssertéjii férgen beliili fejlodése

Az ISH vizsgalatainkban a mt 16S rDNS vizsgalatok alapjan T. tubifex I-es, Ill-as és V-8s
leszarmazasi vonalba tartozé valamint Limnodrilus hoffmeisteri egyedeket hasznéaltunk. Az in
situ hibridizaci6 eredményeként a hosszanti metszetekben a kevéssertéjli féregegyedek
szOvetei vildgossargara, mig a parazita sottétkéken fest6dott. A megfigyeléseink azt
mutattdk, hogy a M. pseudodispar a kevéssertéji féreg bélhamjaban fejlédik. Mar néhany
oraval a fertézést kovetben M. pseudodispar fejlédési alakokat lehetett kimutatni a
bélhamban (5.7. abra 2,3). A fejlédés elsé hetében a bélhamsejtek alapjat képezb sejten
kivili matrixban, a ‘bazdlis lamind’-ban is intenziv pozitiv festédés volt tapasztalhaté (5.7.
abra 4). Egy hénappal a fertézés utan a parazita fejlédési alakok a bél egész hosszaban
megtalalhatdak voltak (5.8. abra 1). Harom hénappal a fertézés utan nagy szamdu, egyenként
négy darab TAM-ot tartalmaz6 pansporociszta volt lathaté a metszetekben (5.8. abra 2). A
fejlédés elsé nehany napjaban a kevéssertéji férgek cdlomajaban 1évé fagocitald sejtek, az

amobocitak sététkek festddést mutattak a parazitak bekebelezése folytan (5.8. abra 3, 4).

5.6. Az aktino- és myxosporak fluoreszcens festésének eredményei
A fluoreszcens festés soran a fluoreszcein-diacetat (FDA) az él6é sejtekbe bejut, a sejt
sajat enzimei hidrolizaljak, és a keletkezett fluoreszcein felhalmozédva a sejteken belll
azokat zdldre festi. Ezzel ellentétben a propidium-jodid (Pl) a nem él6 sejtek membranjan
képes csak atjutni, és azok sejtmagjait pirosra festi. A festési eljaras az aktinospoérak
esetében jol miikddoétt, azok sejtjeibe a festékek kénnyen bejutottak, és rovid festédés (15
perc-1 6ra) utan mar fluoreszcens mikroszképpal vizsgalhatéak voltak. (5.9. abra 1, 2) A
myxosporak esetén sajnos a festédés nem volt megfelel, a spéra kompaktabb felépitése
miatt a festék nem tudott megfelel6 mennyiségben bejutni a sejtbe, és csak nagyon gyenge
festédés volt tapasztalhaté. (5.9. abra 3, 4), ami megakadalyozta, hogy a parazita féregbe

valo bejutasat ily médon vizsgaljuk.
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6. Megbeszélés

A doktori munka keretében elsésorban a nyalkaspérasok kevéssertéji férgekben zajlo
fejlédését kivantuk kovetni a M. pseudodispar faj vizsgalataval, emellett a parazita
gazdaspektrumanak megallapitasara Osszpontositottunk. Tovabba a M. paviovskii-val
végzett Kkisérleteink soran megcafoltuk a fejlédési ciklusara vonatkozé korabbi
eredményeket.

A TEHAG halastavaibdl gytijtétt oligochaeta allomanyban természetes fertézéttségként
jelen lévé echinactinomyxon a vizsgélataink sordn a Myxobolus paviovskii aktinospora
alakjanak bizonyult. Ez a parazita a fehér és pettyes busa gyakori él6skéddje, és mar
szamos korabbi munkaban vizsgaltdk, melyekben elsésorban a halakban el6forduld
myxospora stadiumokra koncentraltak (Molnar 1971, 1979b, 2002, Eszterbauer és mtsai
2002, Eszterbauer 2004). A nyalkasporasok aktinospéra alakjainak kimutatasara szamos
felmérd vizsgalat tértént Magyarorszagon (El-Mansy és mtsai 1998a,b, Eszterbauer és mtsai
2006). Ezek a természetes vizeink kozil a Tiszaban és a Balatonban, a halgazdasagok
kdézil pedig a szazhalombattai TEHAG-ban el6fordulé aktinospéra stadiumok leirasara
fékuszaltak, ahonnan a vizsgalatunk soran az echinactinomyxon tipusu spérakat termeld
kevéssertéjl férgek is szarmaztak. A korabbi felméré vizsgalatokban szamos kilénbdzé
tipusu aktinospérat talaltak, de echinactinomyxon tipust eddig nem irtak le (EI-Mansy és
mtsai 1998a,b, Eszterbauer és mtsai 2006). Ez azért meglepd eredmény, mivel a M.
pavilovskii fertbzést gyakran tapasztaltak ezekrél a helyekrdl szarmaz6 busakban (Molnar
Kalman, személyes kézlés), igy varhatoé volt, hogy a parazita aktinospéra alakja is nagy
szamban el6fordul az érintett vizekben. Magyarazat lehet erre az ellentmondasra, hogy tébb
tanulmany szerint a kevéssertéjl férgek aktinospéra termelése szezonalitast mutat, az év
egyes id6szakaiban nagy szamban termelik a spoérakat, mig maskor csak alig vagy
egyaltalan nincs sporatermelés (EI-Mansy és mtsai 1998a, Oumouna és mtsai 2003). Az
altalunk vizsgalt oligochaeta populacibban 2007 oktdberében talaltunk el6szér
echinactinomyxon tipusu sporakat, ami azt valészinUsiti, hogy a vizsgalt terileten a M.
paviovskii aktinospora termelése 6sszel torténik. Az érintett halgazdasadg egy korabbi
vizsgalata soran a mintagydjtés csak kora 6szig tartott (Eszterbauer és mtsai 2006), igy a
spératermelés szezonalitdsa magyarazatul szolgalhat arra, eddig miért nem talaltak
echinactinomyxont ezen a terlleten. Mig mas vizsgalatok esetén a mintagyl(ijtés nem terjedt
ki azokra a tavakra, melyekben a fehér busa nevelés folyt (EI-Mansy és mtsai 1998a). Az
altalunk talalt echinactinomyon 18S rDNS szekvencigja (génbanki azonosito: HM991164)
megegyezett az Eszterbauer altal 2004-ben publikdlt M. paviovskii myxospora

szekvencigjaval. A mostani DNS szekvencia koérUlbelil 500 bp-ral hosszabb, igy tdbb

49



informacioval szolgal a parazita genetikai azonositasahoz. Az a fehér busabdl gyujtott
myxospoéra minta, amely 18S rDNS szekvenciajaval az altalunk talalt echinactinomyxon
szekvencidja megegyezett, ugyancsak a TEHAG-bol szarmazott, mint az aktinosporat
termeld férgek, csak a gyljtés idejében volt eltérés. A myxospéra mintakat 1998 és 2001
kézott gydjtéttek, mig az echinactinomyxont 2007 6szén talaltuk a halgazdasagbol behozott
féregtenyészetben. A molekularis biolégiai eredmények mellett a sikeres fert6zési kisérlet
eredményei is megerésitették, hogy az altalunk vizsgalt echinactinomyxon a M. paviovskii
aktinospéra alakja. Emellett a szdvettani eredményeink megegyeznek Molnar (2002) altal
leirtakkal: a sikeres fert6zési kisérlet utan kifejlddé myxospérak a M. paviovskii
myxosporakra jellemzéen, a kopoltyulemezek hamjaban képeztek cisztakat.

Megprébaltuk a M. paviovskii telijes fejlédési ciklusat kisérletesen reprodukalni. A
természetes fert6z6ttségbdl szadrmazd echinactinomyxonokkal sikerult megfertézni a
parazitamentes fehér busakat, majd a halak kopoltydjarél gylijtétt myxospérakkal szintén
parazitamentes oligochaetakat prébaltunk fertézni. Ez a kisérlet sajnos nem jart sikerrel, a
kevéssertéjli férgeknél nem észleltiink aktinospéra termelést. A sikertelenség ravilagit arra a
problémara, hogy a hasonld fert6zési kisérleteknél, amikor myxospoérakkal szeretnénk
megfertézni kevéssertéji férgeket, nagyon fontos befolyasold tényezb lehet a hasznalt
oligochaeta populacio faji 6sszetétele. A mostani fertézési kisérletiink sikertelenségének is
valészinlleg az az oka, hogy a hasznalt féregpopulacié 6sszetétele mar nem volt alkalmas a
parazita kifejlédésére. Az echinactinomyxon termel6 oligochaeta populacié faji 6sszetételét
megvizsgalva abban kuldnbdzd Tubifex tubifex leszarmazasi vonalakat, Limnodrilus
hoffmeisteri, Psammoryctides barbatus és kis szamban Limnodrilus udekemianus egyedeket
tudtunk molekularis modszerekkel és morfologiai alapon azonositani. A M. paviovskii
gerinctelen gazdajaként a L. udekemianus-t azonositottuk. A Myxobolus pseudodispar
kevéssertéjli férgekben zajlé fejl6édését célzd vizsgalataink sordn a késébbiekben is
vizsgaltuk az oligochaeta tenyészeteink fajésszetételét. Az eredmények azt sugalljak, hogy a
féregtenyészetek 0&sszetétele, talan a laborkériimények miatt is, idével valtozik. A
szazhalombattai TEHAG halastavakbdl gydijtétt tenyészetben, amelybél a M. paviovskii
fert6zési kisérlethez hasznalt oligochaetak is szarmaztak, egy évvel a laborba kerilés utan
mar nem tudtunk L. udekemianus egyedeket kimutatni. Ha a nyalkaspérasok esetén a
gerinces gazdakhoz hasonldéan a gerinctelen gazdaknal is jellemzé a gazdaspecificitas, és a
L. udekemianus az egyetlen fogékony oligochaeta gazdaja a M. paviovskii-nak, akkor ez
megmagyarazza a fert6zési kisérletiink sikertelenségét. A fertézés idejére a féregtenyészet
fajosszetételében tortént valtozas miatt egyszeriien nem Aallt rendelkezésre fogékony gazda,
amelyben a parazita tovabbfejlédhetett volna.

A nyalkaspérasok életciklusanak felderitését célzé Kkisérletes vizsgalatok szamos

nehézséggel jarnak. Ezekben a fert6zési kisérletekben a negativ kontroll hasznalata mellett
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célszerl, ha a fert6zendd halak és kevéssertéji férgek parazitamentes kérilmények kozul
szarmaznak. A parazitamentes allomanyok tenyésztése, nevelése és tartasa kérilményes és
idéigényes. A kevéssertéjl férgeknél tovabb neheziti a helyzetet, hogy a mar megfert6z6dott
oligochaetak akar egy évig is fert6zéttek maradhatnak, és termelhetik az atinospérakat (El-
Matbouli és Hoffmann 1998, Hallett és mtsai 2005). igy biztosan parazitamentes
féregallomanyhoz akkor juthatunk, ha kokonokrél neveljik éket SPF kérulmények kézétt. De
a fertézési kisérlet még igy is sikertelen lehet, mivel nem garantalt, hogy a parazitara
fogékony gazda képes szaporodni és fejlédni adott laboratériumi kériimények kdzott. Az
eddigi kutatasok szerint a nyalkasporasok gazda-specifikus él6skddék, de fejlédési ciklusuk
ma még csak részleteiben tisztazott, és a gerinctelen gazda a fajok tébbségénél nem ismert.
Ezért a fertézéshez hasznalt oligochaeta allomanyok fajosszetétele, a fogékony gazdak
esetleges hianya miatt kritikus pontja lehet a kisérleteknek. Ezzel is magyarazhato, hogy az
eddig ismert t6bb, mint 2100 nyalkaspéras kdzll csak 35 faj esetében sikerilt az in vivo
fejlédésiket kisérletesen reprodukalni. Lom és Dykova 2006-ban megjelent dsszefoglald
cikke 32 Myxozoa faj fejlédési ciklusardl tesz emlitést, mig harom masik nyalkaspoéras faj
esetében azok fejlédését azédta irtak le (Bartholomew és mtsai 2006, Kgie és mtsai 2007,
Székely és mtsai 2009).

A Myxobolus fajok esetén a TAM a leggyakoribb aktinospéra tipus (Lom és Dykova 2006),
és csak kevés mas tipussal rendelkezé faj fordul elé kozottik. llyen példaul a M. cultus
(Yokoyama és mtsai 1995), a M. dispar (Molnar és mtsai 1999) és a M. lentisuturalis (Caffara
és mtsai 2009). Ezek a fajok raabeia tipusu aktinospérakkal rendelkeznek. A doktori dolgozat
részét képez6 munkank eredménye volt az elsé olyan fejlédési ciklus leirasa, amelyben egy
Myxobolus faj, a M. paviovskii életciklusa soran echinactinomyxon tipusu spoéra alakul Ki
(Marton és Eszterbauer 2011). Osszefoglalé cikkek (Kent és mtsai 2001, Lom és Dykova
2006) echinactinomyxon tipust sporat emlitenek a Sphaerospora truttae (Ozer és Wootten
2000) és egy Zschokkella faj (Yokoyama és mtsai 1991, 1993) fejl6dési ciklusaban. A S.
fruttae egy colozoikus ¢éléskédd, amely filogenetikailag is tavol helyezkedik el az
édesvizekben el6forduld széveti nyalkaspérasoktol, mint amilyen a M. paviovskii is. Emellett
Holzer és mtsai-nak (2004) eredménye is megkérddjelezi a korabban leirtakat, mivel a S.
fruttae aktinospora stadiumanak gondolt echinactinomyxon 18S rDNS szekvencidja csak
48,9%-ban volt hasonlé a myxospéra szekvencigjaval. Kent és mtsai (2001) valamint Lom és
Dykova (2006) Yokoyama és mtsai 1991-es és 1993-as publikacibira hivatkozva azt irjak,
hogy az aranyhal (Carassius auratus) epehélyagjaban fejlédé Zschokkella faj aktinospora
alakja echinactinomyxon tipusu. Ugyanakkor ezt a két hivatkozott cikket atolvasva
semmilyen utalast nem talaltunk erre az eredményre vonatkozélag.

A Myxobolus pavilovskii fejlédését mar korabban vizsgaltak Ruidish és mtsai (1991). Az 6

eredményeik alapjan a M. pavlovskii aktinospéra alakja hexactinomyxon tipusnak bizonyult,
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mig a sajat eredményink ennél a parazitanal echinactinomyxon tipusu aktinospora
kialakulasat bizonyitotta. Ruidish és mtsai munkajaban a M. paviovskii myxosporak
természetes fert6z6ttségli halakbol szarmaztak, emiatt fenndllt a kontaminacié lehetésége.
Elképzelhet, hogy mas nyalkasporas fajjal is fertézottek voltak a busak, és ez a masik faj
fejl6dott tovabb a kevéssertéjl férgekben. Ez magyarazhatja az éltaluk kapott eltérd
aktinospora tipust. Egy lehetséges faj a Myxobolus drjagini, amely a fehér busak fején a bor
alatti kétészdvetben fejlédik nagyméret(i fehér cisztdkat képezve. Ez a faj nagyon elterjedt az
eurdpai fehér busa populacidkban, ezért lehetséges, hogy Ruidish és mtsai (1991)
munkajaban a boncolaskor, a M. pavlovskii myxosporak gyljtése soran a M. dragini
kontaminalta a fert6zéshez hasznalt mintat. A fertézési kisérleteinkben kapott myxospérak
morfologiai tulajdonsagai valamint a szdvettani eredményeink is azt tamasztjak ala, hogy az
altalunk vizsgalt nyalkasporas a M. paviovskii. Emellett Ruidish és mtsai munkajaval
ellentétben vizsgalatunkban molekuléaris biolégiai moddszereket is hasznaltunk az
eredményeink megerésitésére. Ezen eredmények alapjan ugy véljik, hogy a Ruidish és
mtsai (1991) altal leirt hexactinomyxon tipusu aktinospoéra kontaminacié eredménye, és a M.
paviovskii valodi aktinospéraja az altalunk talalt és leirt echinactinomyxon.

A doktori munka fé célja a nyalkaspérasok kevéssertéjl férgekben zajlé fejlédésének és
az ezzel Osszefigg®d gazdafajlagossagnak a vizsgalata volt. Ehhez a pontyfélék gyakori
eléskodéjet a Myxobolus pseudodispar-t valasztottuk modelifajként. A rendelkezéstinkre allé
négy kulénbdzd eredetl oligochaeta allomanybdl 6sszesen 156 egyedet vizsgaltunk meg,
hogy megallapithassuk fogékonysagukat a M. pseudodispar fajra, és meghatarozzuk a
parazita oligochaeta gazdakérét. Emellett célunk volt a fert6zésre hasznalt oligochaeta
allomanyok faji 6sszetételének megallapitasa, és a jelen [évé féreg fajok és leszarmazasi
vonalak parazitara vald fogékonysagbeli kilénbségeinek detektalasa. Vizsgaltuk, hogy a
féregpopulaciok faji dsszetétele hogyan befolyasolja a fertézés kimenetelét. Valamint in situ
hibridizaciés vizsgalatokkal koévettik a parazita fejlédésének utvonalat a kevéssertéjli
férgekben.

A mar korabbi vizsgalatokban (Székely és mtsai 1999, 2001) megallapitott gerinctelen
gazdakon (Tubifex tubifex, Limnodrilus hoffmeisteri) kivil egyéb, a M. pseudodispar-ra
fogékony oligochaeta fajokat sikerllt azonositanunk: a Psammoryctides barbatus-t és a P.
moravicus-t. A P. barbatus egyedek kozott voltak olyanok, melyek amellett, hogy pozitiv
eredményt adtak a M. pseudodispar-specifikus PCR-rel, Uritették is a TAM tipusu
aktinospérakat. Sajnos csak két P. moravicus egyedet talaltunk és vizsgaltunk munkank
soran, de mindkett6 pozitiv volt a parazita-specifikus PCR-rel, és termeltek is aktinosporakat.
Bar néhany oligochaeta faj esetében a vizsgalt egyedszam alacsony volt, eredményeink azt
sugalljak, hogy a M. pseudodispar esetében hasonldéan a gerinces gazdaspektrumahoz a

gerinctelen gazdak kore is széles. Szamos oligochaeta faj jatszhat szerepet a M.
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pseudodispar életciklusaban. Hasonléan, a M. cerebralis-hoz a T. tubifex leszarmazasi
vonalak kézil az I-es és lll-as leszarmazasi vonalba tartoz6 egyedek fogékonyak voltak a M.
pseudodispar-ra is. Emellett a T. tubifex ll-es leszarmazasi vonal egyedei is megfertézhetéek
voltak a M. pseudodispar myxosporakkal, és az aktinospérak is kifejlédtek bennik. A T.
tubifex VI-os leszarmazasi vonalba tartoz6 kevéssertéji férgek sem a M. cerebralis, sem a
M. pseudodispar esetében nem tlinnek fogékonynak. Ugyanakkor a T. tubifex 1V-es, VI-os
leszarmazasi vonalnal és a P. hammoniensis esetében sajnos csak néhany egyedet tudtunk
vizsgalni, igy eddigi eredményeinkbél nem vonhatunk le messzemend kdvetkeztetéseket M.
pseudodispar-ra vald fogékonysagukrél. A fogékonysag igazolasahoz tovabbi oligochaeta
egyedek vizsgélata sziikséges.

A fert6zési kisérletekben a T. tubifex V-6s leszarmazasi vonalba tartoz6 és a Limnodrilus
hoffmeisteri egyedeknél sok esetben ki tudtuk mutatni a M. pseudodispar DNS-t az
egyedekben, de a legtébb esetben nem tapasztaltunk TAM termelést. Ezekben az esetekben
a sporoplazma valészinlleg bejutott ugyan a kevéssertéji férgekbe, de a parazita fejlédése
valahol megszakadt. Val6szindsithetd, hogy a féreg immunrendszere akadalyozta meg a
parazita fejlédését, igy nem alakultak ki a halakat fertézni képes aktinospoéra alakok. Ezt a
feltételezést megerdsitik az ISH vizsgalataink eredményei is. A parazita DNS-hez
specifikusan két6d6 ISH prébak segitségével ugyanis kimutathatd volt, hogy a kevéssertéji
férgek sejtes immunvalaszaban résztvevé amdébocitak bekebelezték a bejutd parazita
sejteket. Ezek a kevéssertéji férgek tehat ugy tlinik, hogy képesek megszakitani a parazita
fejlédési ciklusat. Ugyan fert6z6dnek a M. pseudodispar-ral, igy cstkkentve a fogékony
oligochaetakra jutd myxospéra mennyiséget, ugyanakkor nem fejlédik ki benniik a halakat
fertézni képes aktinospoéra stadium. Hasonl6 kévetkeztetésre jutottak Beauchamp és mtsai
(2006) és Baxa és mtsai (2008) is, amikor a kilénbdzb kevéssertéjl férgek fogékonysagat
vizsgaltak a M. cerebralis-ra. Parazitara rezisztens és fogékony oligochaetakat egyditt tartva,
a fertézésiik utan alacsonyabb triactinomyxon termelést tapasztaltak, mint a tiszta, csak
fogékony egyedekbdl all6 féregallomanyok fert6zése esetén. Eredményeik, ésszhangban
sajat eredményeinkkel azt mutatjdk, hogy a fertézéshez hasznalt féregallomanyok
Osszetétele nagymértékben tudja befolyasolni a nyalkasporas fertézés kimenetelét.

A kevéssertéjli férgek molekularis azonositasa soran kapott mt 16S rDNS szekvenciakat
felhasznalva megvizsgaltuk a tenyészetekben eléfordulé oligochaetak rokonséagi viszonyait
is. Ezek a filogenetikai eredmények egybevagnak a kordbban kozdlt filogenetikai vizsgalatok
eredményeivel. A T. tubifex mintak szekvenciai a Sturmbauer és mtsai (1999) és
Beauchamp és mtsai (2001) altal mar leirt csoportoknak megfeleléen helyezédtek el a
filogenetikai fakon. Az altaluk is meghatarozott hat leszarmazasi vonalba tartoz6 T. tubifex-
eken kivll talaltunk két olyan egyedet, melyek az V-0s leszarmazasi vonalba tartozé

egyedekhez alltak a legkdzelebb, ugyanakkor 4,7-5,3%-os volt a mt 16S rDNS
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szekvenciabeli eltérés. Ez sokkal nagyobb eltérés, mint amit a hat leszarmazasi vonalon
belll eddig talaltunk, emiatt feltételezhet6, hogy még tébb leszarmazasi vonal létezhet az
eddig leirtakon kivil is. Mivel a munkank soran csak két ilyen egyedet talaltunk, tovabbi
vizsgalatok szikségesek, hogy az ujabb, kulénallé T. tubifex csoportok I|étezését
bizonyosnak vehessuk. A filogenetikai elemzések lehet6séget adtak a fogékony és nem
fogékony féreg fajok rokonsagi kapcsolatainak vizsgalatara is. A fogékony fajok és
leszarmazasi vonalak nem kulénlltek el a kevésbé fertézhetd csoportoktol a filogenetikai
fakon. Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy nincs &sszefliggés a kilonbdzé oligochaeta
fajok és leszarmazasi vonalak rokonsagi viszonyai és M. pseudodispar-ra vald fogékonysaga
kozott.

Egy vizsgalt féreg esetében, amelyet Crottini és mtsai (2008) altal leirt csoportositas
szerint genetikailag a T. tubifex 4-es leszarmazasi vonalba volt besorolhatd, morfologiai
alapon Potamothrix bavaricus-ként volt azonosithaté. Ezt a hibas fajmeghatarozast a cikk
2008-as megjelenése oOta a szerzdk is észrevették, és javitottak a génbanki leirasban. Mas
esetben is taldltunk ellentmondast a molekuléaris bioldgiai és a morfoldgiai eredmények
kézoétt. Egy altalunk vizsgalt, morfologiailag Limnodrilus claparedeanus-nak meghatarozott
egyed a mt 16S rDNS szekvenciaja alapjan 100%-ban megegyezett egy korabbi molekularis
vizsgalatban (Beauchamp és mtsai 2001) L. cervix-ként azonositott oligochaeta mintaval.
Ezek az ellentmondasok is azt mutatjak, hogy a kevéssertéjlii férgek nehéz morfolégiai
hatarozasa miatt szamos rosszul azonositott oligochaeta szekvenciaja lehet a génbankban
igy nehezitve a molekularis alapon t6rténé beazonositasukat.

Molekularis és filogenetikai elemzéseink eredménye megerésiti, hogy a Limnodrilus
hoffmeisteri gyUjtéfaj (Beauchamp és mtsai 2001). Az mt 16S rDNS szekvencidkban jelentds
kulénbségek voltak tapasztalhatéak. A doktori munka soran megvizsgalt 35 L. hoffmeisteri
minta kdz6tt a legnhagyobb genetikai kilonbség 15,5% volt, ami nagyon hasonlé a
génbankban elérhetd L. hoffmeisteri szekvenciak kozti 14,3%-os killdnbséghez. Ugy tlinik,
hogy a kevésertéji férgek kozott szamos faj valdjaban gylijtéfaj, igy sem a bonyolult
morfolégiai meghatarozés, sem a molekularis mddszerek alkalmazdsa énmagaban nem ad
biztos eredményt a fajok meghatarozasanal. Emellett valdszindsithetd, hogy a L. hoffmeisteri
esetében is eltérd lehet a killénb6z8d ‘genotipusokba’ tartoz6 egyedek M. pseudodispar-ra
valé fogékonysaga. Ez magyarazhatja azt, hogy a L. hoffmeisteri egyedek egy része
fertézheté volt M. pseudodispar-ral, masik része viszont nem. Ennek bizonyitasara meég
alaposabb, és tébb féregegyedre kiterjedd vizsgalatok szilkségesek.

In situ hibridizacioval a nyalkaspérasok koézll eddig csak a M. cerebralis faj esetében
vizsgaltak a kevéssertéjl férgen belili fejlédés utvonalat (Antonio és mtsai 1998, 1999). A
szerz6k ISH moddszert dolgoztak ki a parazita kimutatdsara a hal és az oligochaeta

gazdaban, amely alkalmasnak bizonyult a korai fejlédési stadiumok kimutatasara is, és a
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parazita megtalalasara mindkét gazdaban. Munkank soran a M. pseudodispar férgen belili
fejlédését kivantuk koévetni ISH-val. Eredményeink valoszindsitik, hogy a bél hamjan
keresztil jut be a parazita a kevéssertéjl féregbe, és fejlédése is nagyrészt a bélhamban
zajlik. Ez egybevag El-Matbouli és Hoffmann (1998) M. cerebralis fejlédésének szévettani
vizsgalatai soran kapott eredményével. Kimutattak, hogy a parazita fejlédése a bélham sejtjei
kdzott zajlott, és az érett aktinosporak a bélen keresztil Urultek. Vizsgalataink soran a férgek
M. pseudodispar-ral val6 fert6zését kévetd elsé héten erés pozitiv festédést tapasztaltunk a
bélham alapjat képezd extracellularis matrixban, ami valészinlsiti, hogy ez a réteg részt
vesz a parazita hosszanti iranyu terjedésében a bélham mentén. Egy masik érdekes
eredmény, hogy a kevéssertéjli férgek célomaban elhelyezkedé fagocitald sejtjei, az
amoébocitak egy része a fertézést kdvetd elsd héten erdteljes festédést mutatott. Ezek a
sejtek a férgek sejtes immunvalaszaban jatszanak szerepet, mégpedig az idegen testek és
koérokozok bekebelezésével (Bilej és mtsai 2010). Vizsgalati eredményeink azt mutatjak,
hogy ezek az immunsejtek bekebelezik a nyalkasporas parazitdkat, tehat a kevéssertéji
férgek immunrendszere reagal az él6skédére. Sajnos az ISH soran az egy idépontban
vizsgalt 5 féreg egyed egyltt lett beagyazva, igy a fogékony és nem fogékony egyedek
elkilénitésére nem volt mdéd. Ezért sajnos a sejtes immunvalaszbeli kilébnbségeket nem
sikertlt vizsgalnunk a kétféle féregcsoportban.

Ez idaig csak nagyon kevesen tanulmanyoztak a nyalkaspérasok gerinctelen gazdakdorét,
és gerinctelen gazdan bellli fejlédését. Az ilyen vizsgalatok raadasul szinte csak a M.
cerebralis esetében torténtek. A doktori munka eredményei 0] informacidkkat nyujtanak a M.
pseudodispar gerinctelen gazdakorérdl, a kiilénbdzd kevéssertéjli féregfajok és leszarmazasi
vonalak fogékonysagardl a M. pseudodispar fajra. Emellett ramutattunk arra is, hogy az
oligochaeta tenyészet fajosszetétele jelentésen befolyasolhatja a nyalkaspéras fert6zés
kimenetelét. A fogékony és kevésbé fogékony kevéssertéjli féreg gazdak filogenetikai
vizsgalata, valamint a férgeken belili fejlédés uUtvonalanak feltérképezése Uj adatokkal
szolgalnak a nyalkasporas fertézések mechanizmusanak megértéséhez. Tovabba
megcafoltuk a Myxobolus paviovskii fejlédési ciklusarél korabban leirtakat. Megallapitottuk,
és fert6zési kisérlettel és molekularis médszerekkel is bizonyitottuk, hogy a M. paviovskii

aktinospéra alakja echinactinomyxon, és nem a korabban leirt hexactinomyxon tipus.
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. Uj tudomanyos eredmények és megallapitasok

Céafolva a korabbi eredményeket sikeres fertézési kisérlettel kimutattuk, hogy a

Myxobolus paviovskii aktinospéra alakja echinactinomyxon tipusu.

. A fert6zési kisérlet eredményeit molekularis moddszerekkel is igazoltuk, és

megszekvenaltuk a M. paviovskii teljes18S rDNS-ét.

Els6ként mutattunk ki olyan Myxobolus fajt, ami echinactinomyxon aktinospéra tipussal
rendelkezik. Valamint elséként azonositottuk a M. paviovskii egyik kevéssertéji féreg
gazdéjat, a Limnodrilus udekemianus-t.

Els6ként vizsgaltuk a Myxobolus pseudodispar oligochaeta gazdakérét, és kildnitettink
el a M. pseudodispar-ra fogékony és kevésbé fogékony valamint biol6giai szlréként
funkcional6 kevéssertéjli féregfajokat és leszarmazasi vonalakat, és megallapitottuk,
hogy a féregpopulaci6 fajosszetétele nagymértékben tudja befolyasolni a
parazitafert6zés kimenetelét.

Els6ként igazoltuk, hogy a Psammoryctides barbatus és a Psammoryctides moravicus is
fogékony a M. pseudodispar fajra. Valamint elséként kdzdltink mitokondrialis 16S rDNS
szekvenciakat Psammoryctides moravicus, Potamothrix hammoniensis, Limnodrilus
claparedeanus kevéssertéj(i férgekbdl.

. A M. pseudodispar detektalasahoz faj-specifius PCR rendszert, az ISH-hoz pedig
specifius prébakat és egy révid, 1 nap alatt kivitelezhet6 protokollt dolgoztunk ki és
optimalizaltunk. Valamint els6ként vizsgaltuk a M. pseudodispar kevéssertéjli férgen
bellli fejlédésének utvonalat. Ennek soran bizonyitottuk, hogy a parazita a bélhamon
keresztil jut be az oligochaeta gazdaba, és fejlédése is nagyrészt a bélhamban zajlik.

. Az ISH vizsgalatok eredményei alapjan feltételezzik, hogy a kevéssertéji férgek
immunrendszere reagal a parazitara, mivel sejtes immunvalaszban résztvevé amdébocitak

bekebelezik a bejutd parazitakat.
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