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Attekintés

A disszertacid négy vizsgalatra épiil. Az egységes bevezetd fejezet egy elméleti attekintd
résszel kezdddik, amit egy specifikusabb altémakra lebontott rész kovet. Az anyagok és
maodszerek részben is egy rovid egyseges rész vezeti fel a kiillon fejezeteket, melyekben a négy
témakart kilon targyalom, és e négy rész mindegyike a médszertannal, a vizsgalatok leirasaval
kezdédik, majd az eredmények kozlése utdn az adott vizsgélat eredményeinek értékelése
kovetkezik. A disszertacio lezarasaként a fobb eredményeket, valamint a tanulmany

eredményeibdl levonhat6 kovetkeztetéseket pontokban dsszefoglaltam.



Bevezetés

Az evoluciobiologia egyik f6 feladata annak megértése, hogy a kornyezet valtozéasa altal
indukalt, egy generacio alatt lezajlo, valamint a generaciok sorozataban kialakuld, tobb faktor
altal befolyasolt genetikai valtozasok miként kapcsolodnak egyméashoz. Az utébbi évtizedben
kirajzolodott egy Uj, a klasszikus evolucids felfogast kiegészito, kiterjesztett evolucids szintézis
elmélet (pl.: West-Eberhard 2003, Pigliucci és Miiller 2010, Laland et al. 2015), ami ellenkez6
szemszOgbdl lattatja az evollciot, miszerint a genom evolucid egy reflexio a fenotipuson hato
szelekciora, tehat nem a fenotipus koveti a géneket, hanem forditva. Mig a modern szintézis
szerint az evoldlcio alapegységei a termeszetes szelekcid, genetikai sodrddas, rekombinéacié és
génaramlas €és az Osszes Ujitas forrasa a véletlenszeri mutacio, addig a kiterjesztett evolucios
elmélet szerint ezekhez hozzéadodik a fenotipusos plaszticitas (Pigliucci et al. 2006, Pigliucci
és Miller 2010), extra-genetikus és epigenetikus ,,0rokség” (pl.: Bonduriansky és Day 2009),
niche konstrukcié (Laland et al. 2015, Laubichler és Renn 2015) és a fejlodési torzitas (pl.:
Arthur 2002). Eszerint a felfogas szerint az adaptiv evolucio a fenotipusban bekovetkezo,
generaciokon ativeld valtozas, ami magaba foglalja a gén- vagy allélfrekvencia valtozast, mely
a fenotipusos valtozatossag 6rokokithetd hanyadan hat6 szelekcié eredménye.

Doktori témam az egy fajon beliili, természetben megfigyelhetd, egyedek és populaciok
kozotti valtozatossag evollcios 6koldgiai hatterével foglalkozik. Kisérleteinkben foként az
egyedfejlédés alatti kornyezet altal indukalt valtozatossagot, illetve a plasztikus valasz
kivaltasaban szerepet jatszo kornyezeti tényezok egyiittes hatdsait vizsgaltam. A fenotipusos
plaszticitas a genotipus azon képessége, hogy adott kornyezeti tényezdk valtozésaira az
egyedfejlédés soran (azaz egy egyed élettartaman beliil) a kifejez6d6 fenotipus
megvaltozéasaval valaszoljon. A plaszticitas egy 0si, univerzalis tulajdonsaga az ¢éldlényeknek;
a fajon belili alternativ forméak kutatasa terén egyre tobb kisérletes bizonyiték utal arra, hogy
az él6lények széles kore képes megvaltoztatni kiilsé jellegeik vagy életmenet-tulajdonsagaik
egy részét az aktualis, illetve helyi kornyezeti viszonyoknak megfeleléen, mely vélasz a
ratermettségre vald befolyasa alapjan lehet adaptiv, vagy nem adaptiv (Ghalambor et al. 2007).
Az adaptiv plaszticitas egyik alapfeltétele, hogy a fenotipusos valtozast kivalté kornyezetekben
novelje a fitneszt; ugyanakkor bizonyos szinten koltséges is, kilonben allandéan és minden
egyedben egyforman fejezOdne ki a kornyezeti es életmddbeli heterogenitastol fuggetlendl
(Dewitt et al. 1998). A termeszetes szelekcio a fenotipusos plaszticitas kialakulasanak és

fennmaradasanak kedvez olyan populéciok esetében, melyek véletlenszertien valtozo



kornyezetben élnek, ahol az indukalt fenotipus megemelkedett ratermettséget biztosit az
indukalé kornyezetben (Agrawal, 2001; Pigliucci, 2005; Ghalambor et al., 2007). Ezen
képesség az emberi tevékenység és a klimavaltozas kovetkeztében intenziven valtozo
kornyezetben kivaltképp fontos lehet olyan €l6lényeknél, melyek kevésbé mozgékonyak. Az
indukalhaté védelem (inducible defence) olyan plasztikus valaszreakcid, mely ragadozok,
versenytarsak, vagy korokozok térben és/vagy id6ben valtozatos nyomasanak kitett
populécidkban alakul ki (Auld és Relyea, 2011). Az indukalhat6 védelem sokféle lehet,
morfologiai (Kusch, 1993, DeWitt, 1998; Ab Ghani 2016), fejlédésbeli (Van Buskirk és
Schmidt, 2000), viselkedési (Peluc et al. 2008, Green 2009), vagy akar kémiai valaszok
(Kubanek et al. 2002, Kicklighter 2012) formajaban is megmutatkozhat.

A kétéltiiek a fenotipusos plaszticitas kutatdsanak gyakori modellorganizmusai. Ezen
kutatdsok jelentds része a plaszticitas egyik legalapvetobb formajat, a ragadozok elleni
vedekezési mechanizmusokat és hatteriket igyekszik feltarni, azokat, amiket én is vizsgaltam
doktori munkédm keretein belll. A kétéltliekre jellemz6 a bifazisos fejlodésmenet, azaz
kiillonb6z6 kornyezetben fejlédnek larvaalakban és atalakulds utan, tovabba életmaddjukbol
adododan viztestek széles skalajat hasznalhatjak szaporodasi helyként. Ezekbdl adodoan utodaik
ellenségek valtozatos formaival és egyedsiiriiségeivel talalhatjak szembe magukat (Relyea
2002; Van Buskirk és Arioli 2005). A kétéltliek larvalis egyedfejlédésiik soran képesek
életmenet-jellemzoiket az aktualis kérnyezetben fennallo ragadozoveszélyhez igazitani. Ez a
fenotipusos alkalmazkodas megnyilvanulhat a viselkedés, morfoldgia, névekedeési rata vagy
fejlodési sebesség valtozasaban (pl.: Skelly és Werner 1990, Relyea és Werner 1999, Lardner
2000, Relyea 2004), mely azonban koltségekkel jarhat, amelyek azonnal, vagy késébbi
életszakaszokban egyarant jelentkeznek (McCollum és Buskirk 1996, Van Buskirk 2000,
Relyea 2002, Steiner és Van Buskirk 2007, Hettyey et al. 2011, Ferrari et al. 2015).

Kémiai védekezés

A bioldgiailag aktiv masodlagos metabolitok hasznalata széles kdrben elterjedt a természetben,
az egysejtll organizmusoktol kezdve egészen a zarvatermd novényekig és a gerinces allatokig.
Ezek a vegylletek tobbszords dkologiai funkciot toltenek be, a ragadozok (Crossland és Alford
1998; Gunzburger és Travis 2005), versenytarsak (Crossland és Alford 1998, Crossland és
Shine 2012, Licht 1967), valamint a parazitak és korokozok ellen nyudjtanak védelmet, de a
préda megolésére/artalmatlanitasara is szolgalhatnak (Brodie 2009). Az allat- és
novényvilagban megfigyelhetd biodiverzitas a mérgek esetében is nagymértékii valtozatossagot

eredményezett, mely a kémiai vegyiletek széles korét foglalja magaban, a kis molekulaktol,
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példaul az aminoktdl egészen a nagy es komplex fehérjékig vagy szteranvazas vegyiletekig.

A kétéltiiek igen figyelemre méltod gerinces csoport, a boriikben talalhaté mirigyekben
eldallitott vegyuletek (peptidek, proteinek, biogén aminok, szteroidok, valamint vizoldékony és
zsiroldékony alkaloidok) meglepben nagy valtozatossagot mutatnak, akar egy fajon beldl is.
Ezek a vegyuletek inkabb csak ,,artalmasnak”, mintsem mérgezének kategorizalhatok, habar
nagy mennyiségben a méregkomponensek mindegyike mérgez6. A kétéltiiek évszazadok 6ta
mérges allatokként élnek a kdztudatban és valoban, tobbségiikrél kideriilt, hogy tartalmaznak
»artalmas” vagy mérgez0 anyagokat, és ezen biologiailag aktiv vegyiletek vizsgalataval
szignifikans filogenetikai 6sszefugges is kimutathato (Daly et al. 1987). A varangyok példaul
jellemzéen kardiotoxikus hatasu szteranvazas vegylleteket, an. bufadienolidokat szintetizalnak
koleszterinbdl (Porto és Gros 1971), melyek membran Na+/K+-ATP-4z antagonista hatasuk
miatt erésen mérgezdek (Daly 1995). A bufadienolidok jelen vannak az emlésok szoveteiben,
ahol vérnyomasszabalyozo és jelatviteli szerepet toltenek be (Fedorova et al. 2015). Hasonldan
a bérpeptidekhez, a bufadienolidok is birnak antimikrobialis funkcioval a kétéltiiek bérében
(Cunha Filho et al. 2005, Tempone et al. 2008), ugyanakkor taszitdéan rossziziivé, vagy
mérgez6vé teszik tulajdonosukat a ragadozok szdméra (Gunzburger és Travis 2005), melyre f6
funkcioként tekint a tudomany. Ezen vegyuletek a kisérletlinkben hasznalt modellfajban, a
barna varangyban (Bufo bufo), az egészen korai egyedfejlodési stadiumtol kezdve, mar a
petékben is megtalalhatdak (pl. Benard és Fordyce, 2003, Mebs et al. 2007, Hagman et al. 2009,
Hayes et al. 2009a, Crossland et al. 2012, Sciani 2013).

A kémiai védekezésben megmutatkozo plaszticitas jelensége jol ismert ndvényekben
(Ahuja et al. 2012, Mithofer és Boland 2012, War et al. 2012, Firstenberg-Hagg et al. 2013),
és korabbi kutatidsok néhany allatfajrol is kimutattak, hogy rendelkezik e tulajdonsaggal, vagyis
méregtermelésiket képesek az adott kornyezeti viszonyoknak megfeleléen szabalyozni
(attekint6 tanulmany: Hettyey et al. 2014). Habar a védekezésre szolgalo mérgek természetét
és funkcidjat mar intenziven vizsgaltak bizonyos taxonokban (Fritz és Simms 1992;
McClintock és Baker 2001), arrol, hogy a kiilonb6z6 kornyezeti tényezok hogyan befolyasoljak
a kémiai védekezés koltségeit és nyereségét, igen keveset tudunk, kiléndsen a gerincesek
esetében (Hettyey et al. 2014). A méregtermelés mechanizmusanak részletesebb vizsgalata
azonban fontos, mivel a toxicitdshoz kotheto élettani kényszerek és korlatok alapvetden
befolyasolhatjak a mérgek hatékonysagat, valamint az egyéb, morfologiaban, fejlédésben vagy
viselkedésben megmutatkozo védekezési formakkal valo csereviszonyat.

A méregtermelés id6- és energiaigényérdl tehat igen keveset tudunk, mérpedig a

természetes kornyezetiikben é16 allatok, valamint a méregtermelés plasztikussagat kutatd
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vizsgalatok eredményeinek értelmezése szempontjabol egyarant fontos tényezd, hogy egy
ragadozo-, vagy egyéb stresszhelyzet- kivaltotta méregleadas utan mennyi idével valnak Gjra
védetté az egyedek boérméreg-tartalékaik Gjra-feltoltédésének koszonhetéen, valamint hogy a
mérgek ujratermelddése mennyire koltséges. Az optimalis védekezés elmélete, melyet
eredetileg novények kartevokkel szembeni védekezésével foglalkozo vizsgalatok alapjan
allitottak fel, azt josolja, hogy a kémiai védekezés tipusa és mértéke fligg a védekezés
szlkségessége és koltségessege kozotti csereviszonyoktol (Fritz és Simms 1992, McCall és
Fordyce 2010). A méregtermelés és raktarozas specialis biokémiai szervezddést, illetve sejt- €S
szovet szintl struktirakat igényel, melyek feltételezhetden koltségesek a fejlodo kétélth larvak
szamara. Egyrészrél, az alland6 kornyezet varhatéan a konstitutiv védekezési formakra
szelektal, ahol az ellenségeikkel gyakrabban érintkez6 egyedek (vagy testrészeik) mérgez6bbé
valnak. Masrészr6l, a kevésbé kiszamithatd tér- ¢és idobeli valtozatossag esetén, a
koltségesseégnek és a befektetés sztochasztikusan valtozo sziikségességének kombinacidja
kedvezé koriilményeket teremthet a fenotipusos plaszticitds kialakuldsdhoz ¢és
fennmaradasahoz (Hettyey et al. 2014), kuléndsen, ha a populédcidk kozti génaramlas
akadalyozza a lokalis genetikai adaptaciot (Sultan és Spencer 2002), vagy ha iddbeli
valtozatossag miatt az adott jelleget tekintve nem alakul ki lokalis adaptiv csucs (pl.: egy jelleg
optimuma évrél évre valtozik). llyenkor a méregtermelésbe csak akkor fektetnek energiat az
¢l6lények, ha az ebbdl szarmazd varhatd elonyok mértéke meghaladja a koltségekeét; tehat
indukalhaté védekezést eredményeznek. Az azonban még nagymeértékben felderitetlen, hogy
miként alkalmazhat6 ez az elmélet a gerincesek kémiai védekezésére, mely csoport esetén a
védelmi mechanizmusok komplex de jél ismert sora jelenik meg a viselkedés, morfologia és
életmenet-tulajdonsagok (Hettyey és munkatarsai, 2014) és a mérgez6éség (Arbuckle et al. 2013,
Daly 1995, Ligabue-Braun és Carlini 2015) tertletén is.

Az, hogy az allatok miként jutnak hozza a mérgekhez, nagymértékben befolyasolja az
indukalhaté kémiai védekezéshez kapcsolodo potencialis kdltségeket és korlatokat. Az allatok
onmaguk kepesek lehetnek szintetizalni a defenziv vegyileteket (méasodlagos metabolitok), de
mas szervezetek altal termelt toxinokat is felvehetnek és tarolhatnak (pl.: szimbiotikus
mikrobaktol: Florez et al. 2015, mérgez6 novények és allatok fogyasztasaval: Daly 1998,
Saporito et al. 2007, attekinté tanulmany: Mebs 2001). Példaul szamos tengeri €és szarazfoldi
allatrol ismert, hogy egy rendkiviil mérgezé neurotoxint, tetradotoxint (TTX) tartalmaznak
ragadozokkal szembeni védekezes céljabol, azonban ezt a vegyiletet az esetek tulnyomd
tobbségében az allatok nem maguk termelik, hanem vagy szimbionta organizmusoktdl, vagy a
taplalékukbol szerzik be (Magarlamov et al. 2017, Chau et al. 2011; Bane et al. 2014; de lasd:
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Bucciarelli et al. 2017). A mérgez6 alkaloid vegyuletek taplalékbol valo kinyerésének talan a
nyilméregbékdk a legismertebb példai, melyek méreganyagaik prekurzorait izeltlabu
prédaikbol veszik fel (Daly 1998, Saporito et al. 2007, Santos et al. 2016). Azok az allatok,
melyek méas organizmusok méreganyagait hasznaljak védekezésként, szamos élettani kihivassal
szembesiilnek, hiszen a felvett méreganyagot egyrészrél koézombositeniiik kell, hogy ne
jelentsen veszéElyt szamukra, ugyanakkor mérgez6 képessége is megmaradjon. Olyan fajokban,
ahol méregkomponensek de novo bioszintézise komplex metabolikus uton torténik, és
specifikus enzimek jatszanak szerepet a méreg termelésében, szamos kemiai reakcio
kozvetitésével, a méregtermelés élettani korlatai konnyebben meghatarozhatdak lehetnek. llyen
korlatok lehetnek az id6 és az energia, amely ahhoz sziikséges, hogy fokozott enzimaktivitast
indukéljanak a toxin prekurzorok gyors de novo toxinszintéziséhez, vagy
al. 2009b), hogy elérjék a kornyezetileg indukalt, fokozott toxinszintet. Azonban ezen
mésodlagos metabolitok bioszintézise komplikalt és gyakran kevéssé feltart. Példaul a barna
varangyok boOrében is megtalalhato bufadienolidokrol ismert, hogy bioszintézisik dtja a
koleszterinnel kezddédik, viszont az intermedier komponensek és a szintetizalasban résztvevo
enzimek ismeretlenek. A rendelkezésiinkre all6 csekély informaciok egyike példaul, hogy
emldsokben, a ,savas” epesav utvonal feltehetden része a marinobufagenin, egy szintén
endogén Na+/K+-ATP-az inhibitor szintézisének (Fedorova et al. 2015).

Azoknal a fajoknal, ahol a kémiai védekezés plasztikusnak bizonyult, ritkan, vagy soha
nem tanulmanyoztak a toxintermeléssel kapcsolatos élettani korlatokat. A kornyezeti
heterogenitas a méregtermelés kiilonbozo optimalis szintjeit eredményezheti, példaul a toxin-
prekurzorok elérhetéségének kiilonbségei miatt (pl.: Darst et al. 2005), vagy a célszervezet (pl.
ragadozo, vagy egyéb ellenség) érzékenységéhez vald lokalis adaptacid altal. Sok esetben
kiilonbozé vegyliletekre lehet sziikség a kiilonbozd méreg rezisztencidval rendelkezd
ellenségekkel szemben (pl.: Barlow et al. 2009, Crossland és Alford 1998).

A méregtermelés szempontjabdl a ragadozok jelenléte és abundanciaja mellett
ugyancsak meghataroz6 lehet az eréforrasok elérhetdsége, mely szabalyozhatja a kiilonb6z6
indukalt védekezési formak kifejezddését (Alford és Harris 1988, Newman 1994, 1998, Laurila
et al. 1998, Winkler és Van Buskirk 2012). A toxicitas koltségessége az eréforras-allokacio
korlataitol is fligghet (pl. a nagyobb mértékii kémiai védekezés bizonyos lepkéknél kisebb
zsirraktarokat eredményez a diapauzat kovetéen; Fordyce et al. 2006), de ezen csereviszonyok
erOsségét a bdséges taplalékforras gyengitheti. Az optiméalis allokéacios hipotézis szerint a

kémiai védekezésnek novekednie kell az elérhetd taplalék mennyiségének novekedésével,
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habar bizonyos tényezdk ¢€s csereviszonyok (pl. genetikai korrelacidok) korlatozhatjak a
plaszticitas mértékét és kifejezodését még a kedvezo forrasellatottsagu helyeken is (pl. Scheiner
etal. 1991, DeWitt et al. 1998, Auld et al. 2010). Tovabba4, a forrasok kémiai védekezésbe vald
allokacioja kiilonosen koltséges lehet azoknal a kétéltii fajoknal, melyeknél az ebihalaknak fel
kell gyorsitaniuk a fejlodésiiket, példaul amikor a vizi €élohely korai kiszaradasa fenyeget
(Richter-Boix et al. 2011). Ennek megfeleléen, mind a lokalis adaptacié kovetkeztében, mind
plasztikus valaszok tulsulya esetén az ebihalak csokkent kémiai védekezését varjuk az olyan
tavakban, melyek hajlamosabbak a kiszaradasra.

Az indukalt vedekezés koltsegességére és korlataira szamos empirikus bizonyitékot
lehet talalni kiilonb6z6 taxonok esetében, ami foként egy forrds-szabalyozott, a védekezésbe és
az egyéb bioldgiai funkcidkba (pl. névekedés és szaporodas) vald befektetés csereviszonyaként
(,,trade-off”) nyilvanul meg (Berenbaum és Zangerl, 1994, Tollrian és Harvell, 1999, Fordyce
et al. 2006, Hammill et al. 2008). A kémiailag védekez6 allatokban, a méregtartalékok
kimerulése befolyasolhatja az egyéb ragadozé-indukalt valaszokat egyrészt az Gjratermel6dés
energetikai koltsége miatt, masrészt azért, mert mérgek hidnyaban az egyedeknek mas
védekezd képességekre kell tamaszkodniuk. Az Osszetett életmenettel rendelkezd fajoknal,
mint a kétéltiiek, az indukalt védekezési mechanizmusokbol adodé koltségek szdmszeriisitése
modszertani nehézségekkel jarhat, mivel a kapcsolodd koltségek nem feltétlenil jelentkeznek
a védekezo valasszal egyidejiileg (Scheiner €s Berrigan, 1998, Tollrian és Harvell, 1999, Van
Buskirk és Saxer 2001, Benard 2004, Steiner 2007). Példaul, a larvakorban tapasztalt
ragadozoveszély kihatassal lehet az atalakulas utani morfologiara (Van Buskirk 2000, Van
Buskirk és Saxer 2001), vagy a fiatal atalakult egyedek méregtermelésére (Benard és Fordyce
2003, Hagman et al. 2009), valamint a késébbi fejlédési stadiumokban negativan hathat a
fitneszre (Smith 1987, Semlitsch et al. 1988). Ha lehetséges lenne egyidében csak egy ragadozd
elleni valaszreakciot manipulélni Kisérletesen, akkor vizsgalhatdé lenne, hogy az egyik
tulajdonsagba valé megndvelt befektetés hogyan befolyasolja egy masik €letmenet jellemzd
kifejez6dését és az ezekkel kapcsolatos fitnesz csereviszonyokat. Ezen kérdések
megvalaszolasa segitene jobban megérteni azokat az alapvetd evoliicids mechanizmusokat,
amelyek fontos szerepet jatszanak a fenotipusos valtozatossag fenntartasaban a természetben.

A méregtermelés, valamint az ehhez kothetd koltségek és korlatok vizsgalatanak
alapvet6 feltétele, hogy a meregleadas mesterségesen kontrollalhato legyen a kisérletekben. A
norepinefrint, mely egy ér- és simaizom §sszehuzé hatasu katekolamin-hormon és
neurotranszmitter, kétéltiek bormirigyvaladék-Uritésének stimuldlasara szamos in vitro
(Benson és Hadley 1969, Castillo és Orce 1997) és in vivo (Dockray 1975, Rollins-Smith 2005,
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Quagliata et al. 2008, Giuliani és Rinaldi 2010, Gammill et al. 2012) tanulmanyban sikerrel
hasznéltak. A Kisérleteinkben hasznalt specifikus in vivo modszert ¢16 barna varangy
ebihalakon mar korédbbi tanulményban tesztelték (Maag et al. 2012).

A novekedés-mortalités csereviszony: valtozik-e a védekezési stratégia az egyedfejlédés
soran?

A taplalék keresése és a potencidlis ragadozok elkeriilése egy alapvetd konfliktus a
zsdkmanyallatok életében, mivel két létfontossagu, de egymassal ellentétes iranyba hatd erd
szerint kell optimalizalniuk, alakitaniuk a viselkedésiiket (Milinski és Heller 1978, Werner és
Gilliam 1984, McNamara 1987, Lima és Dill 1990, Anholt és Werner 1995). Amint azt
korabban emlitettem, az egyszeri allokdciés modell szerint egy magas forrasellatottsagu
¢l6helyen a préda allatok tobb energiat tudnak ragadozoellenes védekezésbe fektetni (Harvell
1990, Werner és Anholt 1993), mig a forrashidnyos koriilmények kozott €16 egyedeknek
kockéazatvéllalobbnak kell lenniuk (pl. Milinski és Heller 1978, McNamara 1987, Anholt és
Werner 1995), hogy fenntartsak az alapvet6 életfunkcioikat a védekezési mechanizmusok
elhanyagolasa mellett. Ha kevéshé kockazatvallaldak, akkor viszont a csokkent taplalkozasi
aktivitassal jar6 csokkent energianyereséggel kell szamolniuk (pl. Cowlishaw 1997; attekintd
tanulmény: Brown és Kotler 2004). Az allokéaciés modellel ellentétben, a “védekezés-
novekedés” modell szerint (Myers €s Bazely 1991) a védekezésbe fektetett energianak
magasabbnak kell lennie taplalékszegény kornyezetben. Ha a ndvekedési rata alacsony
forrésellatottsdg mellett csokken, a zsakméanyallatoknak annal tobb id6t kell a kiszolgaltatott
élethelyzetben toltenilik (Arendt 1997), ahol a veszélyes kdrnyezet miatt sziikség van a fokozott
védekezésre. Magas taplalékellatottsag mellett azonban az egyedek gyorsan névekedhetnek,
sok esetben lehet6vé téve szdmukra, hogy minél hamarabb elkeriljék a ragadozdveszélyt. Ez
kétéltiiek esetében vagy a korabbi atalakulassal lehetséges, vagy olyan testméret minél elobbi
elérésével, mely mar vedelmet nyujt egy olyan ragadozdval szemben, amely csak adott
testméretnel kisebb zsakmanyt tud elfogyasztani (Kishida és Nishimura 2004). Mig az el6z6
két modell egymasnak ellentmondé hipotézist allit fel, addig a “ndvekedési-differencialodési”
modell ezeket kombinalja (pl. Steiner és Pfeiffer 2007). Az ebihalak viselkedésében
megmutatkozo, taplalkozasi aktivitds és ragadozo-elkeriilés csereviszonya nagymértékben
fugghet nemcsak a rendelkezésre allo taplalék mennyiségétdl (pl., Skelly 1995; Laurila et al.
1998), hanem mindségétdl is (pl. Eklov és Werner 2000; Eklov és Halvarsson 2000),
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befolyasolva a novekedési sebességet és az atalakulaskori testmeretet (Kupferberg 1997;
Laurila et al. 1998; Winkler és Van Buskirk 2012), valamint a kifejlett allatok tulélését és
szaporodasi sikerét (Alford és Harris 1988; Cabrera-Guzman et al. 2013).

A larvalis viselkedés alakuldsat tovabb ,bonyolitjadk” az egyedfejlodésbeli és a
testméretbeli valtozasok (Werner és Anholt 1993). A viselkedés valtozhat a korral a
ragadozoveszélytdl fiiggetleniil (Laurila et al. 1997), vagy éppen azzal erds Osszefliggést
mutatva (Skelly és Werner 1990; Jara és Perotti 2010; Hettyey et al. 2011). Nagyszamu
kisérletes bizonyiték utal arra, hogy a ragadozoveszélynek vald kitettség, valamint a viselkedési
megfigyelések hossza és id6zitése alapvetden befolyasolja a mért eredményeket az ebihalak
viselkedésével folgalkozé vizsgalatokban (EkI6v és Werner 2000, Wilson és Krause 2012,
Hossie és Murray 2012, Touchon et al. 2013, Bateman és Fleming 2015). Mindazonéltal arrdl,
hogy az egyedfejlodés és a taplalékellatottsag egymassal kolcsonhatasban formalja-e az
ebihalak ragadozok elleni viselkedését, igen keveset tudunk (de lasd: Laurila et al. 1998,
Bennett et al. 2013). Ez azért fontos kérdés az evollcios 6kolégidban, mivel a nagyfokd
fejlodési plaszticitas, amely kihat a viselkedésre is, novelheti az evolucios potencialt, eléidézve
0j interakcidkat jellegek kozt, ami a ratermettségre is kihaté csereviszonyokat alakitva

evoluciods diverzifikaciéhoz vezethet.
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Célkituzeések

Kisérleteink célja a barna varangy ebihalak indukalt védekezésének, elsésorban a viselkedést
és méregtermelést befolyasold tényezok, illetve a plasztikus valaszok mértékének és a hozzajuk

kothet6 koltségek és korlatok vizsgélata volt.

Specifikus kérdéseim a kovetkezdk voltak:

* A larvakori méregtermelésben feltételezetten megnyilvanuld plaszticitdsnak milyen
korlatai vannak (Ujratermelddés sebessége)?

« Ha fokozhatd a méregtermelés, akkor annak milyen koltségei lehetnek?

» Természetes populaciok kozoétt van-e jelentés kiilonbség a méregtermelésben? Mely
kornyezeti tényezOk allhatnak a valtozatossag hatterében?

« Vaéltozik-e a ragadozo-jelenlétre adott viselkedési valasz az egyedfejlédés soran? A
kiilonboz6 kornyezeti tényezoknek (ragadozo jelenléte, taplalékellatottsdg) mekkora

befolyasa van a viselkedésre kiilonb6zo ¢€letkorokban?

A kényszeritett méregleadas hatasanak, intenzitasanak és ujratermelddési sebességének
megallapitasa a barna varangy ebihalakban

A méregtermelés intenzitasanak megallapitasa fontos, hiszen ezek a kémiai védekezés
hatékonysaganak és a benne megmutatkoz6 plaszticitasnak meghatarozo tényezoi. Jelenleg a
méregtermelés 1d6- és energiaigényérdl igen keveset tudunk; az eddigi, kétéltiiek borében
talalhaté mirigyek valadék-tjratermel6 képességével foglalkozo kutatasok ritkak és egymasnak
ellentmonddak (Toledo et al. 1992, Jared et al. 2014), ebihalak esetében pedig semmi
informacio nem all rendelkezésre.

Ebben a vizsgalatban egy olyan kiméletes, az allatok elpusztitasat nem igénylé modszer
kidolgozésa volt a cél, mely lehetévé teszi a A Kivonhatd méreg mennyiségének mérését és a
méregkivonas utan az allatok tovabbi vizsgalatat, akar ismételt méregmintavetelét is. Egy ilyen
szemi-invaziv modszernek ugyanakkor etikai és természetvédelmi elényei is vannak, hisz nem
jar az allatok elpusztitasaval. Ehhez norepinefrin-bitartrat vizes oldatanak hatasat teszteltiik az
ebihalak testtomegére és viselkedésére nézve, hogy felmérjiik, milyen mértékli karositd hatéast
jelent az allatok szamara, befolyasolja-e a rovid id6léptékben mérhetd viselkedést (foleg
taplalkozasi aktivitast), alkalmas-e az ebihalak méregtermelésével, vagy patogének ellen

termelt borszekrétumaikkal kapcsolatos vizsgalatok jovdbeli kivitelezésére.
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Ezt a kisérletet kovetéen egy kvantitativ és kvalitativ kémiai elemzést is magaban
foglal6 vizsgélatunkban arra kerestik a valaszt, hogy az altalunk alkalmazott hormonélis
stimulus kivaltja-e a kornyezetbe torténd teljes méregleadast. Feltételezve, hogy az alkalmazott
eljarassal indukalhatd a méregleadas a barna varangy ebihalaknal, azt is teszteltlik, hogy a
mesterségesen leadott méregtartalékok ujratermelése milyen mértékben és milyen sebességgel
kovetkezik be. Azt feltételeztlk, hogy az altalunk végzett stimulalas hatasara bekovetkezik a

méregleadés, majd ezt kdvetden néhany napon beliil ujra feltéltédnek a méregtartalékok.

A kémiai vedekezés lehetséges koltségeinek es egyéb, ragadozok elleni védelmi
mechanizmussal val6 csereviszonyanak vizsgalata

Ebben a tanulményban azt vizsgaltuk, hogy a barna varangy ebihalak borében 1évo
méregraktarak manipulalasa hogyan befolyasolja a ragadozo-indukalt életmenet jellemzok (pl.:
tulélés, fejlodési sebesség, atalakuldskor mért testtomeg) kifejezodését, és hogyan hat az
ezekhez kapcsolddo fitnesz csereviszonyokra.

A kiilonb6z6 modon kezelt ebihalak larvalis fejlédésének hosszat, metamorfézisig elért
testtomegét €s tulélését vizsgaltuk, melyek kétéltlieknél korrelacidban allnak az egyedi
fitnesszel (Smith, 1987; Semlitsch et al., 1988; Altwegg és Reyer, 2003), majd ezekbdl
becsultik a kezelések &ltal indukalt valaszok potencialis koltségeit. A méregraktarak gyakori
iiritése esetleg elnytjtott larvalis fejlodést, azaz késobbi atalakulast, alacsonyabb atalakulaskor
mért testtdmeget, vagy csokkent talélést eredményezhet a kezelt ebihalak csoportjaiban a
kontroll csoporthoz képest, féleg, ha azok forrasszegény kornyezetben lettek nevelve. Ebben
az esetben a méregtermelés a barna varangy ebihalaknal egy olyan tulajdonséag lenne, ahol
ragadozovesz€ly esetén az allatok foként a mérgek biztositotta védelemre tdmaszkodnak,
melyek fokozott szintetizalasa viszont koltséges. Egy masik lehet6ség, hogy a méregtartalékok
mesterséges Uritését kovetden az ebihalak egyéb védekezési formaba fektetnek tobb energiat
(mint amilyen a felgyorsult fejlodés- és ndvekedési sebesség) annak érdekében, hogy minél
elobb elhagyjak a vizi €l6helyet és elérjék azt a testméretet, ami mar védelmet nyujt bizonyos
ragadozdkkal szemben, mindekdzben pedig a csdkkentett forraselérhetdség feltehetden limitald

faktorként van jelen.
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Barna varangy ebihalak kémiai védekezése a természetben: kdrnyezeti faktorok szerepe
a populaciok kozotti eltérésekben

Vizsgalatunkban a barna varangy ebihalak kémiai vedekezésében mutatkozd természetes
valtozatossagot és annak a kiilonboz6 kornyezeti faktorokkal vald osszefliggését kivantuk
feltarni. Kutatasunkban a bdérben termelt mérgek mennyiségében és Osszetételében mutatkozo
valtozatossag mértékét vizsgaltuk populaciok kozott, finom (egy tajegységen belil) és durva
(tobb szaz km-es tavolsagban) térbeli skalan, valamint az 6koldgiai faktorok fliggvényében. A
terepi felmérés soran elsdsorban azokra a tényezOkre Osszpontositottunk, melyek nagy
valoszinliséggel befolyasolhatjak azt, hogy adott kdrnyezetben a kémiai védekezés mennyire
kifizet6d6. A ragadozok jelenléte és abundanciaja mellett, a kiilonb6z6 indukalt védekezési
formak kifejez6dését szabalyozhatja az erdforrasok elérhetésége (Alford és Harris 1988,
Newman 1994, 1998, Laurila et al. 1998, Winkler és VVan Buskirk 2012), a vizi él6hely korai
kiszaradasanak veszélye (Richter-Boix et al. 2011), foldrajzi tavolsag (Daly 1995, Hanifin et
al. 2003), vagy a versenytarsak jelenléte (Crossland és Shine 2012, Hettyey 2014, Licht 1967).

A viselkedés plaszticitasanak idébeli valtozasai ragadozoveszély és a taplalékellatottsag
flggvényében barna varangy ebihalaknal

Az ebihalakon kiilonb6z6 fejlodési stadiumokban végzett ismételt megfigyelésekkel vizsgaltuk,
hogy ragadozdveszely hatasara milyen mértékben csokkentik le taplalkozasi aktivitasukat és
mennyi 1d6t toltenek rejtdzkddve, melyek a kétéltii larvaknél leggyakrabban megfigyelt
ragadozok elleni viselkedési valaszok (EkIov és Werner 2000, Richardson 2001, Jara és Perotti
2010). Megvizsgaltuk tovabba, hogy a taplalék-limitaltsag gyengiti-e ezeket a védekezési
valaszokat. Végll teszteltik, hogy a ragadozd veszély és a taplalékellatottsag ebihalak
viselkedését formald kdlcsonhatasa hogyan valtozik az egyedfejlodés soran. Azt feltételeztiik,
hogy a taplalékhiany befolyasolni fogja a viselkedésben kifejezett ragadozok elleni védekezést
(pl. Almeida et al. 2011, Nunes et al. 2014). Mivel az ebihalak taplalkozasi hatékonysaga a
korral né (Hensley 1993, Hentschel 1999), azt is feltételeztiik, hogy a kor eldrehaladtaval
csokkend tendenciat figyelhetiink meg az ebihalak taplalkozasi aktivitasaban. Az ebihalak
ragadozo elkeriil6 viselkedése miatt felmertiil6 koltségek csokkenhetnek az egyedfejlodés soran
(Werner és Anholt 1993, Urban 2007b, Cressler et al. 2010), tehat ennek megfelelen is
fokozottabb rejt6zkddo magatartast vartunk a fejlettebb ebihalaknal. Meg kell emliteni, hogy a
kisérlet kimenetele nagyban fligghet a kisérletben hasznalt ragadozo fajatol, mely alapvetéen

meghatarozhatja az ebihalak viselkedési valaszat (Hossie et al. 2017). Kisérletiinkben olyan
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ragadozot hasznaltunk, mely morfologiai adottsagai miatt bizonyos méret folotti prédat nem
képes zsdkmanyolni és elfogyasztani, ezért arra is szamithattunk, hogy a ragadozé-elkeriild
viselkedés az ebihalak koraval csokken, vagy akar el is tinik (Kishida és Nishimura 2005,
Urban 2007a, Urban 2007b), miutan az ebihalak elérték azt a méretet, amelyet a ragadozé mar
nem képes elejteni. Végll azt is teszteltik, hogy a taplalékhiany az allatok megndvekedett
aktivitasahoz vezet-e, és hogy a ragadozo-ellenes védekezésnek ezen formaja mérséklédik-e a
taplalék hianydban megndvekedett koltségei miatt (Anholt és Werner 1995, Anholt et al. 2000,
Bridges 2002).
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Vizsgéalati modszerek

A kérdésekre barna varangy (Bufo bufo) ebihalakon végzett laboratoriumi kiserletek és terepen
végzett vizsgalat keretében kerestem a vélaszt. A vizsgalatokban szerepl6 allatokat természetes
populaciokbol gytjtottiik. Ennek oka, hogy a hazai kétéltiicket lehetetlen nagyobb szamban
nevelni, mivel az ivarérettséget evek utan érik csak el, tartdsuk hely-, munka- és koltségigénye
egyarant nagy, ugyanakkor ezek biztositasa esetén is nagyaranyu lenne a mortalitas. A
vizsgalatokba bevont kétéltli fajok, a pettyes géte (Lissotriton vulgaris) és a barna varangy
Magyarorszagon Altalanosan elterjedtek, a Budai-hegység, Pilis- es Visegradi-hegység
teruletén és kornyékiukon is sokfelé nagy, tobb szaz egyedet szamlald populéaciokkal
rendelkeznek. A befogott felnétt egyedek mindegyikét és a petékbdl fejlodo fiatal allatok nagy
részEt is a kikelés utan, vagy legkésobb a kisérletek befejezése utan, a befogas helyszinén

szabadon engedtik, igy az altalunk okozott zavarast 6sszességében elhanyagolhatdnak tartjuk.

Etikai nyilatkozat

Minden, az llatok bevonasaval torténd terepi és laboratériumi munka a magyarorszagi hatalyos
jogszabalyoknak megfelelden, Pilisi Parkerdd Zrt., a természetvédelmi hatosagok (Kozép-
Duna-Vélgyi KTVF:10350-2/2012, KTF:603-3/2014, KTF:3596-7/2016), a NEBIH
(Allatkisérlet végzésére szolo engedély, PEI/001/389-4/2013) és az MTA ATK NOVI
Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaganak jovahagyasaval tortént. A kisérletek soran az 6sszes
intézeti, nemzeti és nemzetkdzi irdnyelvet és szabalyt kovettik, valamint a kisérleteket csak a
Kisérletvezetéi Tanusitvannyal (SZIE Allatorvos-tudomanyi Kar, Laborallat-tudomanyi
Osztaly altal szervezett tanfolyam, mely kielégiti az EU-nak, a 63/2010 a kisérletre és mas
tudomanyos célra hasznalt allatok védelmével foglalkozo iranyelvben leirtakat) rendelkezd

személyek iranyitottak.

Mintavételi terilet

Laboratoriumi kisérleteinkben erds predacidos nyomasnak kitett barna varangy populdciobol
szarmazo egyedeket hasznaltunk. A kisérleteinkhez sziikséges barna varangy petezsinorokat
egy allando vizii halastobol, a Garancsi-tobol (47°37°26”E, 18°48°277°K), a pettyes géte
himeket pedig a Visegradi-hegység 3 kistavabol gytjtottiik (1. tAblazat, 1. dbra). A populacios

felmérésbol szarmazd adatokat a Pilis-Visegradi-hegyseég 16 és az ausztriai Wienerwald 3
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kisvizének mintavételezésével gyijtottik (1. tablazat, 1. és 2. abra)

1. abra. A Pilis-Visegradi-hegységben elhelyezkedd, barna varangy ebihalak laboratoriumi
Kisérletes (piros) és terepi vizsgalataban (sarga) érintett kisvizek. A pontok szama az atfedések

miatt nem

R .

egyezik a tavak szaméval.

-

2. dbra. Az Ausztriaban, Bécs kozelében elhelyezkedd, barna varangy ebihalak terepi
vizsgalataban érintett kisvizek elhelyezkedese.
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1. tablazat. A vizsgalatokban érintett él6helyek és kétéltiifajok listaja.

Pettyes géte  Barna varangy

= K (L. vulgaris) (B. bufo)
Laborkisérletek
Garancsi t6 47°37°25” 18°48°27” X
llona-t6 47°42°48” 19°02°25” X
Katlan 47°42°42” 19°02°40” X
Mélymocsar 47°42°27” 19°02°24” X
Terepi tofelméréses vizsgalat
Magyarorszag
Alsohosszlréti t6  47°42°55” 19°01°23” X
Csikos-t6  47°43°15” 19°04°19” X
Fels6hosszurét-elills6  47°43°36” 19°00°58” X
llona-t6 47°42°48” 19°02°25” X
Janos-t6  47°42°49”  19°01°11” X
Mélymocsar 47°42°27” 19°02°24” X
Németszéna 47°43°51” 19°02°36” X
Orlovaci-rét  47°42°54” 19°03°40” X
Paprét-kozépsd 47°44°20” 19°00°43” X
SOstoi td  47°46°31”  19°00°16” X
Szarazfarkas-bels6 47°44°04” 18°49°08” X
Vértes-Eszak  47°44°28”  19°02°38” X
Zankoi rét  47°44°21”  19°01°33” X
Ausztria
Frauenwarth 48°10'22" 16° 7'38" X
Haitzawinkel 48°11'16" 16° 3'35" X
Irenental 48°12'22" 16° 7'26" X
Méhes-t6 (Oberkniewald) 48° 924"  16° 1'57" X
Schneiderwiese 48°15'36" 16°11'32" X
Weidlingbach  48°11'55"  16° 4'32" X

Vizsgalt faj

A barna varangy (Bufo bufo, Linnaeus, 1758) az egyik leggyakoribb, egész Eurdpaban széles
korben elterjedt, generalista kétéltiifaj (Gasc et al. 1997, Sillero et al. 2014). Szaporoddsahoz
és peterakésahoz valasztott édesvizek kore az efemer pocsolyaktdl az &llando vizallasu tavakig
terjed, melynek kovetkeztében a barna varangy ebihalak vizi egyedfejlédésiik soran az éket
koriilvevd biotikus és abiotikus kdrnyezet kiszamithatatlanul nagy véltozatossaganak lehetnek
kitéve, beleértve a ragadozdk, a korokozok és a versenytarsak abundanciajat is.

A barna varangy ebihalak ragadozd szimulalt jelenlétében keépesek valtoztatni
életmenetikon (pl. fokozodott fejlddési sebesség, lasd: Laurila et al. 1998, Lardner 2000,
Almeida et al. 2011), morfoldgiajukon (Buskirk 2009, Nunes et al. 2014) és kiléndsen
viselkedésukon (Marquis et al. 2004, Nunes et al. 2013, de lasd Richter-Boix et al. 2007), ezen
védekezési valaszok tobbsege azonban a tobbi békafaj ebihalaihoz képest kevésbé kifejezett
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(Laurila et al. 1997, Lardner 2000). Ebbél arra kovetkeztethetiink, hogy esetiikben a kémiai

veédekezes igen hangsulyos, bar ezt kisérletes bizonyitékok eddig nem tdmasztottak ala.

T ,"?f« ." k Y g ; o ~~* SN
3. &bra. A barna varangy (Bufo bufo, Linnaeus, 1758) az egyik leggyakoribb, egész Eurdpaban

széles korben elterjedt, generalista kétéltlifaj (bal fotd: Dr. Laczi Miklds, jobb fotd: Toth
Zsofia).

A barna varangy ebihalak kiltakardjaban méregtermelésre és leadasra képes mirigysejtek
vannak (Delfino et al. 1995, Regueira et al. 2015), melyekben de novo mérgszintézis torténik
(Ujszegi et al. 2017, Uveges et al. 2017) és tobbek kozott a ragadozok elleni védelemben van
szerepik (Reading 1990). A larvalis fejlédés hossza laboratoriumban atlagosan 30-40 nap
kozott valtozik (Kurali et al. 2016), melynek kdzépszakaszaban (kb. 35-0s larvastadium,
Gosner 1960) a legmagasabb az ebihalakban mérheté teljes bufadienolid-tartalom (Uveges et
al. 2017). A barna varangyok boérében megtalalhatdo bufadienolidokat a szteranvaz C3
hidroxilcsoport €észterezodése szerint altalaban két nagy csoportra osztjak, a ,,szabad” tipusra
és a ,.konjugalt” tipusra (Rodriguez et al. 2017). A ,,szabad” tipusu bufadienolidok, mas néven
bufogeninek szabad C3 hidroxilcsoporttal, és tipikusan kisebb molekulasullyal rendelkeznek
(Meng et al. 2016). A konjugalt tipust bufadienolidok, méasnéven bufotoxinok ezzel szemben
ezéltal nagyobb molekulatomeggel is jellemezhetéek (>700 m/z érték, mely a molekulasuly és
az iontdltés hanyada), habar egyes szulfat-konjugatumok kisebb, 400 koruli m/z értékkel is
rendelkezhetnek (Meng et al. 2016). Tobb tucat bufadienolid ismert, és feltételezhetd, hogy az
Osszetettebb ¢és az egyszerlibb molekuldk toxicitdsaban kiilonbségek vannak. Szamos
tanulmény vizsgélta a bufadienolidok szerkezet-aktivitas kozti Osszefiiggést, melyekbdl
kidertilt, hogy a kisebb molekulasulyu, egyszeriibb bufogeninek altaldban hatdsosabbak, mint
a nagyobb molekulasulyt bufotoxinok (pl. Kamano et al. 1998, Meng et al. 2016). Az is
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feltételezhetd, hogy a bufotoxinok mintegy raktarozasi formaként szolgalnak, és a varangyok
ezekbdl hasitjak szikség esetén (pl.: ragadozoOveszely) a hatékonyabb kisebb méreg-
molekulakat. Fontos még megjegyezni, hogy a barna varangy filopatrikus (Reading et al. 1991),
mely lehetdséget teremt a kémiai védekezésbeli lokalis adaptacid evolvalodasahoz, bar az

efféle, a természetben el6fordulo adaptaciokat sem vizsgaltadk még ezelott.

A kisérletekben hasznélt ragadoz6

A pettyes g6te (Lissotriton vulgaris, Linnaeus, 1758) az egyik leggyakoribb farkos kétéltiifaj
Eurdpéban (Gasc et al. 1997). A magyarorszagi sik- és dombvideki kistavakban a szaporodasi

idészakban rendkiviil gyakran fordul el6 egyiitt a barna varanggyal, melynek ebihalait

zsakmanyolja is, ezért kisérleteinkhez megfeleld ragadozé modellként szolgal.
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1. Elso6 fejezet: A leadott méreg mennyiségi meghatarozésa és a méreg
Ujratermelédési sebességének megallapitasa a barna varangy ebihalakban

1.1. A kényszeritett méregleadés révidtavl hatasa a barna varangy ebihalakra
1.1.1. Anyag és modszer

Kisérletiinkhdz a Garancsi-tobol (47°37°25”E, 18°48°277K) 2013 marciusaban 5 barna varangy
petezsinorbol  gyljtottink 30-30 petét, melyeket a Magyar Tudomanyos Akadémia
Juliannamajorban levd kisérleti telepére (MTA  Agrartudomanyi Kutatokdzpont,
Novényvédelmi Intézet) széllitottuk. Két nappal azutan inditottuk a kisérletiinket, hogy a kikelt
larvak elérték a szabadon Uszé stadiumot (kb. 25-0s larvastadium; Gosner 1960). Minden
csaladbol (5 db) 20-20 ebihalat véletlenszeriien kivalasztottuk, majd egyesével szétosztottuk 2
literes nevelédobozokba, melyek 7 dl mesterséges lagy vizet (RSW, APHA 1985), valamint
bavohelyként szolgalo, 3-3 bukklevelet tartalmaztak. A mesterséges lagyvizet a csapviz reverz
ozmozis szlirését, majd UV-fényes fert6tlenitését kovetd visszasozasaval (48 mg/l NaHCOs, 30
mg/l CaS04%x2 H>0, 61 mg/l MgSO4x7H20 és 2 mg/l KCl) allitottuk elé. A hémérséklet a
laborban 22°C (nappal) és 17 °C (gjjel) kozdtt ingadozott, 13-11 6ras fény-sotét ciklusok
mellett, mely mefelel a larvak kornyezetében mérhetd természetes értékeknek. A Kkisérletben
hasznalt ragadozo stimulus el6allitasahoz 15 pettyes géte (Lissotriton vulgaris) himet
gylijtottiink be a Pilis-hegység 3 tavabol (lasd: mintavételi teriilet). A befogott gdtéket
egyesével, 5 I-es mlianyag tartbdobozokban helyeztiik el a laboratoriumban. Minden doboz 2 |
mesterséges lagyvizet tartalmazott és egy agyag edényt, mely bavéhelyil és vizfelszin feletti
pihenéhelyiil szolgalt. Az allatokat csévajo féreggel (Tubifex spp.) etettik és minden nap
csereltiik a tartoviziiket. A kisérlet lezarasat kovetden az Osszes allatot a befogasi helyiikon
szabadon engedtik.

A Kisérletet térbeli random blokk elrendezésben allitottuk fel, 100 barna varangy ebihal
felhasznalasaval: a 4 kezelési kombinacio (ragadozo jelenléte vagy hianya, valamint hormon
kezelés alkalmazasa vagy hianya, mint kontroll-kezelés) mindegyikébe csaladonként 5
szabadon Usz6 ebihal kerlt, killén dobozokban elhelyezve, egyesével. A ,ragadozdveszély”
jele fajtarsak homogenizatumabol (100 ml RSW-ben 1,9 g botmixerrel homogenizalt ebihal) és
30 1 gbtéktdl szarmazo tartoviz keverékébdl allt. A vizi allatok a ragadozoveszélyt nagyon
gyakran kemorecepcid Gtjan mérik fel (Tollrian és Harvell 1999, Schoeppner és Relyea 20009,
Hettyey et al. 2010) és sok békafaj larvdja — beleértve kisérletink modellfajat is — arrdl

ismeretesek, hogy a sérilt fajtarsaktol eés ragadozoktdl szarmazo kémiai jelek keverékére
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érzékenyen reagalnak (Marquis et al. 2004, Hagman et al. 2009, Schoeppner és Relyea 20009,
Nunes et al. 2013, Hettyey et al. 2015). A fent leirt szuszpenzidbol naponta 25 ml-t adagoltunk
a ,ragadozoveszélynek” Kkitett csoport ebihalainak tartddobozéba, mig a tobbi csoport
tartovizéhez ezzel megegyez6 mennyiségii RSW-t adtunk.

Az ebihalakat naponta, finomra daralt nyultap és haleledel 4:1 aranyl keverékével
etettik ad libitum, mely testtomegiik 9 %-anak megfeleld mennyiséget jelentett minden etetés
alkalméval. Ezt a mennyiséget ket hét utn 12 %-ra emeltiink. Mivel az allatok a kisérlet soran
novekedtek, a beadando pontos mennyisegeket 9 naponta korrigaltuk kezelési kombinacionként
5 véletlenszerlien kivalasztott ebihal testtomeg-atlaganak megfeleléen. A tartovizet minden
harmadik napon teljesen lecseréltiik.

A meéregtartalékok leaddsat in vivo hormonalis kezeléssel kényszeritettik ki: a
norepinefrin-kezelési csoport egyedeit 3 ml, 100 uM norepinefrin-bitartrat (CAS 3414-63-9,
Sigma-Aldrich, USA) vizes oldataval feltoltétt 5 ml-es Eppendorf-csovekbe helyeztik 15
percre (lasd Maag et al. 2012). A 15 perc leteltével az ebihalakat Gvatosan kivettik a
homonoldathol és 1 percre athelyeztiik egy 700 ml RSW-vel felt6ltétt dobozba, hogy az allatok
kiiltakarojat leoblitsiik, mieldtt visszahelyeznénk Oket tartdedényeikbe. A kontroll csoport
ebihalaival ugyanezeket a lépéseket végeztiik el annyi kilonbséggel, hogy hormonalis oldat
helyett minden Iépésben mesterséges lagyvizet hasznaltunk (kontroll). A fent leirt kezeléseket
a kisérlet kezdetétdl szamitott 20. napon végeztiik az dsszes ebihalon.

A Kkezelések utan 1 (kisérlet inditasatdl szamitott 21. napon) valamint 5 nappal (25.
napon) feljegyeztilk a kezelési csoportokon belil az ebihalak talélését, valamint napi 8
alkalommal megfigyeltik az ebihalak viselkedését. A viselkedési adatok gyiijtése soran
Ovatosan kozelitettik meg egyenként a tartdedényeket, majd az allatok lathat6sagat
feljegyeztiik. Egy allatot “rejtézkodonek™ itéltiink, ha a falevelek alatt teljesen lathatatlan volt
és lathatonak, ha barmely testrésze lathato volt. Minden alkalommal ugyanaz a 2 megfigyeld
végezte az adatgylijtést, €s Ok nem voltak tisztdban azzal, hogy mely ebihalak milyen
kezeléseknek vannak kitéve, igy teljesiilt a vakon torténd mintavétel kritériuma (Milinski
1997). A 28. napon lemértiik az 6sszes ebihal testtomegét (mg pontossaggal), lezartuk a kisérlet,

majd az ebihalakat a szdrmazasi populacio éléhelyén szabadon engedtiik.
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1.1.2. Statisztikai elemzés

A kezelések rovidtava hatasanak elemzését az ebihalak testtomegére linearis kevert
modellel (LMM) végeztiik, melyhez az “nlme” csomag “Ime” fiiggvényét hasznaltuk, mert ez
lehetové teszi az egymasba agyazott random struktirdt a modellben. Prediktorként a
hormonkezelés és a ragadozo-kezelés, valamint interakciojuk szerepelt, mint fix-faktorok. Az
ebihalak viselkedésének elemzéséhez altalanositott kevert modellt hasznaltunk, melyet a
“glmmADMB” csomag “glmmadmb” fiiggvényével végeztiink (Fournier et al. 2012, Skaug et
al. 2013). A ‘lathatésagot’, mely az ebihalak rejt6zkodé viselkedését jellemz6 valtozo, azon
esetek szdmaval jellemeztiik, melyekben az ebihal a napi 8 vizsgélat alatt lathatonak volt
kategorizalva (0-tol 8-ig terjed6 skala). A GLMM-et binomialis hibaeloszlassal illesztettik, a
lathatésagot fliggd valtozoként, mig a mintavételi idépontot, a hormonkezelést, valamint a
ragadozd-kezelést és ezek interakcidjat fix faktorokként vittik be a modellbe. Annak
érdekében, hogy a pszeudo-replikéacidra kontrollaljunk (beleértve az egyedi valtozatossagot, a
szarmazast és a térbeli elhelyezkedést a laborban), az egyéni identitast és a csaladokat és a
térbeli blokkokat is szerepeltettik beadgyazott random hatasként a modellekben (egyedi
identitds a csaladba, a csalad pedig a blokkba agyazva). Azért egymasba agyazott random
struktarat alkalmaztunk, mert a kisérlet felallitdsanal hibasan randomizaltunk, ezért voltak
olyan blokkok, ahova bizonyos csalddok kezelési kombinacioi nem keriiltek be. Az id6t is
random hatasként adtuk hozza a modellhez, lehetvé téve azt, hogy kontrollaljunk a kezelésekre
adott viselkedési valaszok idébeli mintazatdnak egyedek kozotti kilénbsegeire. Az a priori
felallitott modelleket AlCc (Akaike-féle informéacids kritérium) értékiik szerint rangsoroltuk és
a legalacsonyabb AIC értékii modellt valasztottuk. Ennek eredményeképpen a viselkedést leird
GLMM-ben végul csak a csalad és az egyedi identitas szerepelt, mint random factor, mig a
testtdmeg elemzéséhez hasznalt LMM-ben a blokkba agyazott csalad szerepelt. Minden teszt
kétoldalas statisztikai probara épllt, az alfat 0,05-re allitottuk be, becsléseink Restricted
Maximum Likelihood-on alapulnak. Elemzéseinket R kdrnyezetben (3.4.3. verzid, R Core
Team 2014) végeztik.
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1.1.3. Eredmények

A norepinefrin-oldattal valo kezelés nem befolyasolta az ebihalak talélését, sét, a mesterséges
lagyvizben kezelt csoportokban magasabb volt a mortalitas (10%-0s a 25. napon), mint a
norepinefrin-oldattal kezelt csoportokban, ahol csupan az ebihalak 6%-a pusztult el a kisérlet
soran. A szimuldlt ragadozoveszély jelenlétében nevelt ebihalak testtomege jelentdsen
alacsonyabb volt a kontroll csoportokban mert értékeknél (4. abra, 2. tablazat). A
hormonkezelés nem volt szamottevé befolyassal a testtdmeg valtozasra, habar, a kezelési
csoportok kdzott mért eltérés marginalisan szignifikans volt (P=0,061, 2. tablazat).

Az eldbbiekhez hasonloan az ebihalak lathatosagdban sem mutatkozott szignifikans
hatasa a hormon-kezelésnek. Ez esetben is a szimulalt ragadozoveszély és a mérések idépontja,
valamint ezek kdlcsonhatdsban voltak erdteljes befolydssal a mért értékekre (2. tablazat, 5.

abra).

2. tablazat. A hormon-kezelés (“KEZELES”), a szimulalt ragadozoveszély (“RAGADOZO”) és a
mintavétel idépontjanak (“IDO”) hatisa az ebihalak testtdmegére, valamint viselkedésére
(“lathatosag”). A tablazatban az illesztett modell (GLMM és LMM) tesztstatisztikait latjuk. GLMM
binomialis hibaeloszlassal lett illesztve.

Fiiggo valtoz6 Modell Prediktorok X2 df P

Testtomeg LMM  RAGADOZO 160,357 1  <0,001*
KEZELES 3,501 1 0,061
RAGADOZO x KEZELES 3,136 1 0,076

Lathatosag GLMM RAGADOZO 9,786 1 0,002*
KEZELES 2,4521 1 0,117
DO 6,816 1 0,009*
RAGADOZO x KEZELES 0,838 1 0,359
RAGADOZO x IDO 5,146 1 0,023*
KEZELES x IDO 2,797 1 0,094
RAGADOZO x KEZELES x IDO 1,307 1 0,252
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4. dbra: A hormon-kezelések és a ragadozd szimulalt jelenlétének hatdsa a kisérlet 25. napjan mért
testtomegre (atlagok + 95% Konfidencia Intervallum). A teli haromszdg reprezentélja a hormon-—
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5. dbra: Az abran a kezelések hatésat lathatjuk az ebihalak viselkedésére (atlag £ 95% KI) a kisérlet 21.,
valamint 25. napjan. A “lathatosag” a megfigyelések azon hanyadat fejezi ki, mikor az ebihalak
lathatoak voltak. A teli hAromsz0g reprezentélja a hormon—kezelést kapott egyedeket, mig az tres kor
reprezentélja a sima vizben kezelt egyedeket
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1.1.4. Ertékelés

Eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a barna varangy ebihalakon norepinefrin-
bitartrat oldataval végzett, in vivo méregleadas stimulaldsa nem karositja nagymértékben az
allatokat, legalabbis az altalunk mért rovid idébeli 1éptékben. Ebbdl kifolyolag, alkalmas
modszer lehet olyan tanulmanyokban, melyekben az ebihalak a méregleadast kvetéen tovabbi
in vivo vizsgalatoknak vannak alavetve. Ilyen kutatasok lehetnek pl. viselkedésvizsgalatok,
¢letmenet jellemzO6k mérése, vagy a méreg tjratermelés és jarulékos koltségeinek vizsgalata.
Ezen mddszer altalanosan alkalmazhatd kétélti larvak bérmirigyeinek mesterséges tiiritésére,
de eldttiink még senki nem hasznalta larvalis kétéltliek méregtermelésének kutatasahoz, amire

alkalmas maodszernek bizonyult.
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1.2. Bufadienolid méreganyagok tjratermeldodésének sebessége barna varangy
ebihalakban

1.2.1. Anyag és modszer

Kisérletinkh6z 2016 kora marciusdban a Garancsi-tébdl 10 barna varangy petezsindrbol
gyljtottiink petéket. A petezsindr darabokat kiilon-kilén, néhany cm mély vizet tartalmazo
dobozokba helyeztiik és ott tartottuk az embriok kikeléséig. Két nappal azt kdvetden, hogy a
larvak elérték a szabadon sz6 stddiumot, 2 literes tartddobozokba helyeztiik dket egyesével,
melyeket 7 dl mesterséges lagy vizzel toltéttiink fel. A hdmérséklet a laborban 21°C (nappal)
és 18 °C (éjszaka) kozott ingadozott, 13-11 6ras fény-sotét ciklusok valtakozasa mellett. Az
ebihalakat ad libitum taplaltuk, heti két alkalommal adagoltunk tartéedényeikbe Spirulina alga
(NaturPiac, Budapest, Hungary) és spen6t, 1:100 aranyu, finomra daralt és felf6zott keverékét.
A tartéedények vizét minden harmadik napon kozel teljes mértékben lecseréltiik, gondosan
ugyelve arra, hogy ez minimalis stresszhatassal jarjon a Kisérleti allatok szaméra. Ezt egy
milanyag leszivocso segitségével végeztik, mely lehetové tette, hogy gondosan szabalyozzuk
a leszivott viz mennyiségét, valamint elkeriljik az ebihal mechanikai stresszelését.

A kisérletet randomizalt blokk elrendezésben allitottuk fel, két f6 faktor szerint: kezelési
tipus (4 kiilonb6zd kezelés) és a mintavétel idépontja (7 mintavételi idépont). Mind a 10
csaladbol véletlenszeriien kivalasztottunk 36 szabadon sz6 ebihalat, beleértve (i) a kezelési
csoportok ebihalait (280 ebihal), (ii) csaladonként 1-1 ebihal a kiindulasi méregmennyiségek
becslésehez (10 ebihal), (iii) valamint csaladonként tovabbi 7-7 “tartalék” ebihal (kezelésenként
1-1 (4), valamint 3 tovabbi, 6sszesen 70 ebihal) az esetleges mortalitasi veszteségek potlasara,
igy kapva az 6sszesen 360 kisérletben nevelt egyedet. Minden csalad egyedei egy vertikalis
blokkot képeztek (1-1 polcoszlop a laboratériumban), ami 10 blokkot eredményezett.

A Kisérlet kezdetétdl szamitott 14. napon (ami atlagosan megfelelt a 35-6s fejlodési
stadiumnak, Gosner 1960) a kiindulasi méregtartalom meghatarozasahoz minden csaladbdl 1-
1 egyedet (0sszesen 10) 70 %-os metil-alkoholban konzervaltunk. Ezutan a kontroll csoport
egyedeit kivéve (negativ kontroll) az 6sszes kisérletben 1év6 ebihalat 3 kezelés egyikének tettiik
ki: norepinefrines hormon-oldatba helyeztiik 6ket 15 percre, sima vizbe helyeztiikk éket 15
percre (pozitiv kontroll), vagy tivegbottal stresszeltiik 6ket. A negativ kontroll csoport ebihalait
minimalis zavaras (melyet csupan a vizcserék és az etetések jelentettek) mellett neveltik a
mintavétel idépontjdig. A méregtartalékok kényszeritett leadasat az el6z6 kisérletben leirtak
szerint, in vivo hormonalis kezelessel valtottuk ki: a norepinefrin-kezelési csoport egyedeit 3
ml, 100 uM norepinefrin-bitartrat vizes oldataba helyeztiik 15 percre , majd a kezelést kvetden
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az ebihalakat 1 percre athelyeztiik 700 ml mesterséges lagyvizbe €s ezt kovetden visszakertiltek
a tartodobozaikba. A pozitiv kontroll kezelési csoport ebihalain a fent leirtak szerint végeztik
a kezelést annyi kuilonbséggel, hogy norepinefrines oldat helyett sima 3 ml mesterséges
lagyvizet hasznaltunk. Az allatok tivegbotos ijesztése soran egy tompa végl tivegbotot az allat
testéhez érintettink egy pillanatra, gondosan tgyelve arra, hogy az allat kultakaréjan ne
okozzunk sériilést. Ezzel stresszes allapot eldidézése volt a célunk, melynek soran szovetsériilés
nem torténik, de ha arra képesek az ebihalak, ,,akaratlagosan” leadhatjak a mérget. A kezelések
utan 0, 12, 24, 48, 72, 96, és 120 oraval minden csalad minden kezelési csoportjabol 1-1 ebihalat
(=40 ebihal/ mintavételi id6pont) véletlenszertlien kivalasztottunk és 70%-0s metil-alkoholban

fixaltunk.

Bufadienolidok kémiai elemzése

A minték feldolgozédsa a Magyar Tudomanyos Akadémia Novényvédelmi Intézetében
tortént (Korélettani Osztaly, 1022 Budapest, Herman Otté Ut 15). Az ebihalakat tartalmazo
metil-alkoholos mintainkat homogenizalast kovetden (VWR VDI 12 homogenizator és IKA
S12N-7S diszpergal6 eszkdz) forgoparologtatdval (Blchi Rotavapor R-134, Flawil,
Switzerland) 45 °C homérsékleten és folyamatosan ndvelt vakuum mellett kiszaritottuk, majd
szarazanyag-tdmegiket Ohaus Pioneer PA-114 analitikai mérlegen, 0.0001 g-os pontossaggal
lemértiik. Ezt kvetden a mintainkat 1 ml HPLC tisztasagt metil-alkohollal feltoltottiik és rovid
ultrahang-kezelésnek vetettiik ala. Végiil, FilterBio milanyag fecskendével és szlirGvel
(pérusméret= 0.22 um) HPLC-¢eluenstartd iivegesékbe sziirtiik at a mintakat.

Az  ebihalakban talalhatd6  méregkomponensek  elkilonitését és  relativ
tomegmennyiségét nagy teljesitményii diddasoros detektorral felszerelt
folyadékkromatografiaval (High Performance Liquid Chromatography, HPLC, Shimadzu LC-
MS-2020) kapcsolt elektrospray ionizéaciés tandem tdmegspektrometriaval (HPLCDAD-MS)
hataroztuk meg: a HPLC-MS miiszer binaris gradiens olddszer szivattyuval, vakuumos eluens
géaztalanito egységgel, automatizalt mintavevdvel, oszloptermosztattal, diddasoros detektorral
és elektrospray ionizécios tomegspektrométerrel (ESI-MS) volt felszerelve. A kiilonb6z6
méregkomponensek retenciés idejét és molekulasulyat bufalin, bufotalin és arenobufagin
standard oldatok (Biopurify Phytochemicals, Chengdu, China) segitségével hataroztuk meg,
majd a kromatogramok altal felvett UV spektrum alapjan 21 kiilonb6z6 komponenst tudtunk

elvalasztani a folyadékkromatogréafiai elmezés soran.
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A kromatografias elvalasztas 35 °C-on, C18 2.6 um atmér6ji kolonnaban (Kinetex, 100
mm x 3 mm), valamint sorba kotott C18 védboszlopokban (4 mm x 3 mm) tortént, 10 pl minta
injektalassal. A mozgd fazis 0,05 %-os hangyasav HPLC-tisztasagu vizes oldata volt (A
oldoszer), valamint 0,05 %-o0s hangyasav acetonitriles oldata (B olddszer). Az ESI az alabbi
koriilmények k6zott miikodott: 250 °C “Desolvation line” (DL) hémérséklet; 400 °C fité-blokk
homérséklet; szarito N2 gaz 15 I/perc; porlasztd N2 gaz 1.5 I/perc; pozitiv ionizacios mod. Az
adatokat a LabSolutions 5.42v (Shimadzu) programmal nyertik és elemeztuk ki. A
bufadienolidokat a kromatogramok altal felvett UV spektrumuk alapjan valasztottuk el (6.

abra).

1.2.2. Statisztikai elemzések

A mintdk kvantitativ értékelése a tomegspektrometrids adatokon alapult. A bufadienolid
komponensek szamat minden ebihalban kiszamoltuk, azt feltételezve, hogy adott komponens
jelen van, ha area értéke nagyobb volt, mint 0. A bufadienolid komponensek mennyiségét a
bufotalin standard kalibracios gorbéje alapjan szamoltuk a kromatogram csucsainak area-
értekeibdl becsiilve a mennyiségeket. Azért a bufotalin kalibracidos gorbéjét hasznéltuk
viszonyitasi alapként, mert ezeket a bufotalin ekvivalens mennyiségeket késébb a statisztikai
analizis soran hasznaltuk (3. tablazat). Ahhoz, hogy az egyedi tdmegekre szamolt relativ
méregkoncentracidkat megkapjuk, ezeket az értékeket elosztottuk az ebihalak szarazanyag-

tomegével (ng/mg; hasonlé médszert lasd: Fordyce 2003, Hagman et al. 2009).

mAU
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6. dbra. Egy példa a szteroid bufadienolidok UV-spektruméra. A bufadienolidok azonositasat csucs
retencios 1dOk Gsszehasonlitasaval, valamint az m/z-értékek (a molekulastlyt jelz6 érték) standardok,
valamint 2 referencia komponens-keverékben talalhatd csicsokhoz vald viszonyitasaval kaptuk meg
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3. tdblazat. A barna varangy ebihalakban kimutatott bufadienolid vegytiletek retencios ideje és tdmege,
valamint a kezelések el6tti és utani el6fordulasi gyakorisaguk (%-ban kifejezve) a mintdzott
egyedekben.

Kezelés Kezelés

Retencids elétti utani

Komponens idé (percy V2 gyakorisg  gyakorisag
(%; N=10) (%; N=280)

Ismeretlen komponens 1 23,5 365 20 18,93
Ismeretlen komponens 2 22,2 367 100 97,14
Ismeretlen komponens 3 11,98 401 0 6,79
Ismeretlen komponens 4 6,44 415 100 78,93
Arenobufagin 4,756 417 10 45,71
Ismeretlen komponens 5 5,236 417 100 100
Ismeretlen komponens 6 2,56 433 100 88,21
Bufotalin 10,2 445 50 74,29
Ismeretlen komponens 7 20,78 571 100 99,29
Ismeretlen komponens 8 19,5 573 60 94,64
Ismeretlen komponens 9 251 601 80 80,36
Marinobufotoxin 12,2 713 100 99,64
Ismeretlen komponens 10 17,7 713 100 100
Ismeretlen komponens 11 13,5 715 100 98,57
Ismeretlen komponens 12 10,5 715 100 100
Ismeretlen komponens 13 7,4 727 100 100
Ismeretlen komponens 14 6,8 729 100 100
Ismeretlen komponens 15 9,2 729 100 99,64
Ismeretlen komponens 16 9,9 729 100 100
Ismeretlen komponens 17 5,8 731 100 99,29
Ismeretlen komponens 18 17 757 100 100

Minden egyedre kiszamoltuk a benniik talalhato teljes bufadienolid mennyiségét is, az egyes
komponensek becsilt mennyiségének 0Osszegzésével. Ezt a megkdzelitést mar szamos
munkankban alkalmaztunk (Bokony et al. 2016, 2017, 2018, Ujszegi et al. 2017, Uveges et al.
2017)

Minden elemzést R-kornyezetben végeztiink (R Core Team 2014). Annak elemzését,
hogy a kezelések ¢€s a kiilonb6zé mintavételi idopontok hogyan befolyasoltak az ebihalakban
kimutatott komponensek szamat, a "MASS”-csomag segitségével (Venables és Ripley 2002),
altalanositott lineéris kevert modellt (GLMM) alkalmazva, ,,penalized quasi-likelihood” (PQL)
becsléssel és kvazi-poisson hibaeloszlassal végeztik. Ezt a modellt azért hasznaltuk a
komponensek szaménak elemzésére, mert az &ltalanos GLMM-ben észlelt jelentés alul-
szorodas volt megfigyelhetd poisson hibaeloszlas feltételezése mellett (becsiilt
szorasparaméter: 0,12). Linearis kevert modelleket (LMM) hasznaltunk a kezelések és a

kiilonb6zé mintavételi idOpontok méregtartalomra vald hatdsanak elemzésére, az R program
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'nlme’ csomagjanak (Pinheiro et al. 2014) alkalmazésaval. Ez utobbi modellekben a teljes
bufadienolid mennyiség, vagy az egyes komponensek mennyisége szerepelt, mint fliggd
valtoz6. A teljes bufadienolid mennyiség és 7 komponens esetében négyzetgyok-
transzformaciot alkalmaztunk, mig egy komponens esetében logio transzforméaciot, annak
érdekében, hogy javitsunk a modellrezidualisok eloszlasan. Négy komponens esetében a
kezdeti modellek reziduélis-diagnosztikdja nem mutatott elégséges illeszkedést az erdsen
oldalra tolt eloszlasok miatt; ezen esetekben rangsorolt fliggd valtozokat hasznéaltunk az
illesztett modellekben. Harom komponens nem volt jelen a vizsgalt egyedek tébb mint 50% -
anal; ezeket a komponenseket nem elemeztik kilén, hanem csak a teljes bufadienolid
mennyiség szamitasanal vettiik figyelembe. A kezelési tipust és a mintavételi id6t és azok
interakciojat fix valtozoként vittiik be az 6sszes modellbe, tovabba hozzaadtuk az ebihalak
széraz tdmegét is, mint potencialis zavaré valtozot.

A teljes bufadienolid mennyiségre illesztett modellben a komponensek szamanak
mediantol valé eltérését kovariansként szerpeletettiik, amellyel a komponensek szdmaban 1évo,
egyedek kozotti kulonbségekre kontrollaltunk. A csaladot random faktorként minden modellbe
beépitettiik, ugyanakkor az LMM-ekben a kezelések kozotti variancia-kilonbségekre
kontrollaltunk a "weights” paraméter "varldent"-el to6rténé hozzaadasaval. P-érték alapul
modellegyszerisitést alkalmaztunk a végsé modellek kivalasztasara. A tesztstatisztikakat (y2)
és a hozzajuk tartoz6 P-értékeket a "car" R csomagban (Fox és Weisberg 2011) talalhat6
"Anova" flggvény hasznalataval szamoltuk ki, 3-as tipusu négyzetdsszegek alapjan. Az LMM
feltételeinek teljesiilését diagnosztikus abrak segitségével ellendriztik. Hogy 6sszehasonlitsuk
az egyes mintavételi idopontokon beliil a kezelések kozotti bufadienolid mennyiségeket, az
"Ismeans"” csomag (Lenth 2016) segitségével Tukey-féle post-hoc teszteket hasznaltunk.

Valamennyi teszt kétoldaly, az a értéke 0,05 volt.

1.2.3. Eredmények

Osszesen 21 bufadienolid vegyiletet talaltunk az ebihalakban, amelyek kéziil harmat
egyértelmiien bufotalin, arenobufagin és marinobufotoxinként azonositottunk (3. tdblazat). A
mintavételi idOpont szignifikansan befolyasolta az egyedekben kimutatott komponensek
szamat (y%=35.98, P < 0.001, 4. tablazat), viszont az alkalmazott kezelések hatasai kozott nem
tudtunk kimutatni szignifikdns kiilonbséget (sem onmagéaban, sem a mintavételi idéponttal
kélcsonhatadsban (mind P > 0.502, 4. tablazat). Kozvetleniil a kezelést kovetéen (0. 6ra) a

bufadienolid komponensek szama kisebb volt, mint a legtobb mintavételi idépontban, viszont
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hasonlé volt a masodik (12. 6ra) és a negyedik (48. 6ra) mintavételi idépontban mértekhez.
Emellett a komponensek szdma a harmadik (24. 6ra) és a negyedik (48. dra), valamint a
negyedik €s a hatodik (96. 6ra) mintavételi iddpont kozott is kiilonbozott (5. és 6. tablazat). A
tobbi 6sszehasonlitds nem adott szignifikans kilénbséget (mind P > 0.097,5. tiblazat). A
komponensek szama az ebihalak szaraz témegével szintén névekedett (5 + SE=0.002 £+ 0.0007,
4. tdblazat), azt mutatva, hogy a nehezebb ebihalak a kisérlet soran tobb bufadienolid

komponenst allitottak eld.

4. tablazat. A vizsgalt magyarazo valtozok hatasa a komponensek szamara és a teljes bufadienolid
mennyiségre. A végsé modellek félkovéren vannak feltiintetve. A nem-szignifikans prediktorokra
vonatkozo statisztikakat gy szamoltuk ki, hogy azokat egyesével a végsé modellekbe visszahelyeztiik.
Prediktorok jelmagyarazata: IDO (mintavételi idépont), TOMEG (ebihalak homogenizalasat és
szaritisat kovetéen mért szarazanyag tomege), KEZELES (kezelés fajtaja), A KSZ (komponensek
szamanak medianjatol valo eltérés). A random hatasok SD + 95 % konfidencia intervallummal vannak
megadva.

Random hatas
Ve

Fiiggo valtozok Modell (csalad) Prediktorok df P
Komponensek szama  GLMM, PQL és 0,04 [0,03-0,07] INTERCEPT 147590 1 <0,001
quasi-Poisson 7
hiba eloszlassal
TOMEG 849 1 0,004
DO 3598 6 <0,001
KEZELES 1,75 3 0,626
IDO x KEZELES 17,31 18 0,502
Teljes bufadienolid LMM 12,99 [8,01- INTERCEPT 370,23 1 <0,001
mennyiség* 21,06]
A KSZ 958 1 0,002
DO 36,51 6 <0,001
KEZELES 2221 3 <0,001
IDO x 33,18 18 0,016
KEZELES
TOMEG 0,75 1 0,388

*négyzetgyodk-transzformalt
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5. tablazat. A kiilonb6z6 mintavételi idopontokban mért bufadienolid komponensek szamara illesztett
GLMM-ek péaros osszehasonlitdsa. A P-értékeket Tukey HSD-teszttel szamitottuk; a szignifikans
kontrasztokat félkovér betiivel jeldltem.

Kontraszt Estimate SE df t P

0 hrvs. 12 6ra -0,030 0,016 263 -1,85 0,513
0 hr vs. 24 6ra -0,074 0,016 263  -453 <0,001
0 hr vs. 48 6ra -0,017 0,016 263  -1,056 0,941
0 hrvs. 72 6ra -0,063 0,016 263 -3,31 0,018
0 hr vs. 96 6ra -0,069 0,016 263  -4,28 0,001

0 hrvs. 120 éra -0,055 0,016 263 -342 0,013
12 6ravs. 24 6ra -0,044 0,016 263 -2,72 0,097
12 6ravs. 48 6ra 0,013 0,016 263 0,81 0,984
12 6ravs. 72 6ra -0,023 0,016 263 -1,42 0,788
12 6ra vs. 96 6ra -0,038 0,016 263 -2,39 0,207
1'2 Oravs. 120 -0,025 0,016 263 -1,53 0,729
24 Oravs. 48 0,067 0,016 263 3,51 0,009
24 6ravs. 72 6ra 0,021 0,016 263 1,28 0,860
24 6ra vs. 96 6ra 0,005 0,016 263 0,32 1

24 Oravs. 120 0,019 0,016 263 1,16 0,908
48 Ora vs. 72 ora -0,036 0,016 263 -2,25 0,272
48 oravs. 96 -0052 0016 263 -322 0,024
48 oravs. 120 -0,038 0,016 263 -2,36 0,219
72 6ravs. 96 Ora -0,015 0,016 263 -0,97 0,960
72 6ravs. 120 -0,002 0,016 263 -0,11 1

96 oravs. 120 0,014 0,016 263 0,86 0,978

Az ebihalakban talalhat6 teljes bufadienolid-mennyiséget szignifikdnsan befolyésolta a
kezelések és a mintavételi idd kolcsonhatésa (x*15=33.18, P = 0.016; 4. tablazat): kozvetleniil a
kezelés utan azokban az ebihalakban, amelyeket norepinefrinnel kezeltink, a teljes
bufadienolid mennyiség csokkent a tobbi kezeléstipushoz képest, de ez a kiildnbség a masodik
mintavételi idéponttol, azaz 12 ora elteltével, eltlint (6. tdblazat, 7. abra). Emellett a teljes
bufadienolid mennyiség alacsonyabb volt a negativ kontroll csoport ebihalaiban, mint a pozitiv
kontroll csoportban, a harmadik (24 6ra), illetve a hatodik (96 6ra) mintavételi idépontban. Az
Osszes tObbi paronkénti 6sszehasonlitas nem adott szignifikans kilonbséget (mind P > 0.400,
6. tablazat). A komponensek szamanak medianjatol valo eltérés pozitiv 6sszefliggést mutatott
a teljes bufadienolid mennyiséggel (f £+ SE=2.27 + 0.73, 4. tablazat), az ebihalak szaraz

tomegének viszont nem volt jelentds hatasa a teljes bufadienolid-mennyiségre (4. tablazat).
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6. tablazat. A kezelések hatasara bekovetkezO, az ebihalakban mért teljes bufadienolid mennyiség
valtozasa a kiilonb6z6 mintavételi idopontokban. Az egyes mintavételi iddpontokban (1: 0. ora, 2: 12.
Ora, 3: 24. Ora, 4: 48. Ora, 5: 72. Ora, 6: 96. Ora, 7: 120. 6ra) a kezelések kozotti paros 0sszehasonlitasok
eredményei lathatoak. Kezelések: NOREPI: norepinefrines hormon-oldatba merités, POZITIVK.:
allatok kifogéasaval és kezelésével egyitt jaré zavards (pozitiv kontrol), STRESSZ: stressz-valasz
kivaltasa egy tompa Uvegbottal valo érintéssel, KONTROLL.: negativ kontroll.

!VI ,|,ntaveteI| Kontraszt Becslés SE df t P
idopont
1 KONTROLL - POZITIVK. -783 578 242 -136 0,528
KONTROLL - NOREPI 2509 7,07 242 355 0,003
KONTROLL - STRESSZ 254 643 242 0,40 0,979
POZITIVK. - NOREPI 3293 7,15 242 461 <0,001
POZITIVK. - STRESSZ 529 650 242 0,81 0,848
NOREPI - STRESSZ 2764 7,69 242 -359 0,002
2 KONTROLL - POZITIVK. 112 576 242 0,19 0,997
KONTROLL - NOREPI 21,34 7,10 242 -0,19 0,998
KONTROLL - STRESSZ -394 642 242 -061 0,927
POZITIVK. - NOREPI 246 7,14 242 0,34 0,986
POZITIVK. - STRESSZ -506 6,50 242 -0,78 0,864
NOREPI - STRESSZ 260 7,71 242 -0,34 0,987
3 KONTROLL - POZITIVK. -1569 581 242 -2,70 0,037
KONTROLL - NOREPI -11,10 7,08 242 -157 0,400
KONTROLL - STRESSZ 8,12 642 242 -126 0,586
POZITIVK. - NOREPI 459 715 242 0,64 0,918
POZITIVK. - STRESSZ 757 653 242 1,16 0,653
NOREPI - STRESSZ 297 7,69 242 0,39 0,980
4 KONTROLL - POZITIVK. 248 577 242 043 0,973
KONTROLL - NOREPI 2,00 7,07 242 0,28 0,992
KONTROLL - STRESSZ 6,21 6,42 242 0,97 0,768
POZITIVK. - NOREPI 0,49 7,16 242 -0,07 1,000
POZITIVK. - STRESSZ 373 650 242 0,57 0,940
NOREPI - STRESSZ 421 769 242 055 0,947
5 KONTROLL - POZITIVK. 6,08 575 242 -1,06 0,716
KONTROLL - NOREPI 9,75 7,08 242 -1,38 0,515
KONTROLL - STRESSZ -386 6,47 242 -060 0,933
POZITIVK. - NOREPI -367 7,14 242 -051 0,956
POZITIVK. - STRESSZ 222 652 242 0,34 0,986
NOREPI - STRESSZ 589 7,70 242 0,76 0,870
6 KONTROLL - POZITIVK. -1569 575 242 -2,73 0,034
KONTROLL - NOREPI 472 7,07 242 -0,67 0,909
KONTROLL - STRESSZ -8,03 6,42 242 -125 0,595
POZITIVK. - NOREPI 10,96 7,14 242 153 0,418
POZITIVK. - STRESSZ 765 650 242 1,18 0,641
NOREPI - STRESSZ -331 769 242 -043 0,973
7 KONTROLL - POZITIVK. -1,32 575 242 -0,23 0,996
KONTROLL - NOREPI -514 7,07 242 -0,73 0,886
KONTROLL - STRESSZ -0,23 6,43 242 -0,04 1,000
POZITIVK. - NOREPI -3,82 7,14 242 -054 0,950
POZITIVK. - STRESSZ 1,09 650 242 0,17 0,998
NOREPI - STRESSZ 491 7,70 242 0,64 0,920

Péros osszehasonlitdsok: Tukey HSD-teszt, a P-érték becslések és a standard hiba (SE)
transzformalt sk&lan (négyzetgyok) vannak kifejezve.
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7. dbra. A teljes bufadienolid-mennyiség valtozasa a kiinulasi atlagértékhez (kék vonal) képest, a
mintavételi idOpont €s a kezelések fiiggvényében.
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8. dbra. Példa egy olyan komponensre, melynek mennyisége a kiindulasi értékekhez (kék vonal) képest
szignifikdnsan csokkent a kezelés utan az ebihalakban. Az abra melletti oszlopban az 0Osszes
bufadienolid komponens molekulatémege van feltintetve, sziirkével az &brahoz nagyon hasonl6
mintazatot mutat6 komponensek (6 db).

A 18 egyedileg elemzett, azonositatlan bufadienolid komponens koézul 12 komponens
mennyisége jelentdsen fliggott a kezelés tipusa és a mintavételi idépont kozotti kdlcsonhatastol
(4. és 7. tablazat). Ezek kozul a vegylletek kozul hat olyan komponens volt, melynek a
norepinefrines kezelés hatasara lecsokkent a mennyisége a tobbi kezelési csoporthoz képest,
majd 12 oran beliil lathatéan helyreallt a kiindulasi, stimulus eldttihez hasonlé mennyiség, a
teljes bufadienolid mennyiség valtozasahoz hasonl6an (8. abra). Mindezek a komponensek

>700 m/z értékkel jellemezhetdek, a bufotoxinok kozé sorolhatéak. A masik hat komponens
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ellentétes mintazatot mutatott: ezeknek a komponenseknek a mennyisége kozvetlendl a kezelést
kovetden szignifikdnsan magasabb volt, mint a kontroll csoportban, mikdzben ez a kiilonbség
12 ora elteltével eltlint (9. dbra). Ezekre a komponensekre <600 m/z érték volt jellemezd, tehat
komponens mennyiségét nem befolyasoltak szignifikansan a kezelések (P > 0.066, 7. tablazat,
1. melléklet).
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9. dbra. Példa egy olyan komponensre, melynek témege a kiindulasi értékekhez képest szignifikansan
nétt a kezelés hatasara az ebihalakban. Az oszlopban sziirkével azon komponensek vannak jelolve,
melyek az 4brahoz hasonld mintazatot mutattak (6 db).
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10. &bra. Példa olyan komponensre, melynél a kezeléseknek semmilyen hatasat nem tapasztaltuk. Az
oszlopban szirrkével azon komponensek vannak jelélve, melyek az abrdhoz hasonlé mintazatot
mutattak.
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1.2.4. Ertékelés

Kisérleti bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy a norepinefrin-oldattal valo kezelés hatasara a
bérmirigyekben talalhaté méregtartalékok leaddsa megtortént, valamint 12 ora elteltével az
eredeti mennyiségi viszonyok helyredlltak, ami extrém gyors tUjratermelddésre vagy a
komponensek egymasbdl val6 atalakulasara utal. Ezt a valtozast azonban csak a hormonkezelt
egyedeknél figyeltlik meg. Az ebihalakban talalhaté komponensek szamara azonban, a kezdeti
feltételezéseinknek megfeleléen nem volta hatassal a kezelés. Fontos azonban kiemelni, hogy
a komponensek nem azonos modon reagaltak a norepinefrin-oldatos kezelésre: a nagyobb
méretli, Osszetett oldallancokkal rendelkezd bufotoxin-jellegli komponensek, és a kisebb,
egyszeriibb bufogenin-jellegiick tobbségének mennyiségére ellentétesen hatott a kezelés. E
mintazat magyarazatara tobb hipotézist vethetiink fel.

Ha a bufogeninek val6ban hatékonyabb vegytiletek toxicitds szempontjabol (Meng et
al. 2016, lasd Shimada et al. 1985, 1986, 1987), akkor a barna varangy ebihalak a
bufadienolidokat feltehetéen bufotoxinok formajaban taroljak, hogy megkonnyitsék az in situ
széllitasukat és gatoljak a tarolas soran bekovetkezé esetleges onmérgezést. A szekrécio soran
ezek a vegyuletek enzimatikus katalizis soran aktiv bufogeninekké alakulnak &t (akar sajat
specifikus enzimjeik, akar bakteridlis biotranszforméacié Gtjan, Hayes et al. 2009b) és ugy
kerllnek leadasra bor feliiletén, hogy ott erds toxikus hatast fejtsenek ki. Mivel a mérgezdbb
vegylletek altalaban jobban lipofilek (mely lehetéveé teszi, hogy lipoproteinekkel szallitodjanak
a vérben és gyorsan felszivodjanak a lipidmembranokon keresztiil, Dekant 2009), ezek a
komponensek védelmet nyujtanak az dket termel6 egyedeknek, amig a kiiltakarora kivalasztott
mérgek eltavolitodnak a borrdl. Ezt az elképzelést tamasztja ala az a tény is, hogy az
ebihalakban alapallapotban a <500 m/z-értékii vegyiiletek sokkal kisebb mennyiségben voltak
jelen a toxin keverékben, mint a >700 m/z bufadienolidok (atlag £ SD: 343,2 £ 62,2, szemben
11032,6 + 4604,3 bufotalin ekvivalens ng/ebihal; Wilcoxon-teszt: V=55, N=10, P=0,002).

Egy masik magyardzat lehet, hogy az alacsonyabb m/z-értékekkel jellemezhetd
bufadienolidok valdjaban az 0Osszetettebb, konjugalt, bormirigyekben tarolt bufotoxinok
prekurzorai, és mennyiségiiket a kisérletben megnovelték az alkalmazott hormonkezelés okozta
gyors de novo szintézis miatt. A hormonalis kezelés hatasara Uril az 6sszes komponens, mig a
kis molekulasulyt ,,épitékockak™ a kezelés 15 perce alatt gyorsan ujratermelddtek. Ezen
lehetséges magyarazat kapcsan viszont felvetédik a kérdés, hogy lehetséges-e az ebihalak

szervezetében az ilyen gyors de novo bufadienolid szintézis.
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crer

hidnyosak az ismereteink; emellett a mesterségesen indukalt méregleadéssal foglalkoz6 korabbi
kisérletek altalaban invazivabb mddszereket alkalmaztak, és juvenilis vagy felnétt egyedeken,
elnagyoltabb iddskalakban lettek kivitelezve. Példaul egy d¢l afrikai karmosbékan (Xenopus
injektalasat kovetéen Giovannini és munkatarsai (1987) a bérben levé anti-mikrobidlis peptidek
kezdeti mennyiségének teljes Gjratermelddését 2-6 nap alatt figyelték meg. Abban az esetben,
mikor a norepinefrin-oldat lényegesen magasabb koncentraciojat injektaltak az allatokba, és a
peptidtartalékok teljesen kiiiriiltek, a kiindulasi peptidmennyiség visszatermel6dése 7-9 hetet
vett igénybe ugyanabban a fajban (Ramsey et al. 2010) és tébb mint 56 napig leopard békakban
(Rana pipiens, Pask et al. 2013). A varangyokon végzett korabbi tanulméanyokban tébbnyire
csak ragadozO harapasat szimulald, mechanikai behatasok (parotoid mirigyek préselése)
szovettani kovetkezményeit vizsgaltak, de a mirigyek alveolusaiban bekovetkezd méreg-
ujratermelddés csak a kovetkeztetés volt, nem volt kifejezetten mérve és szamszerlsitve
(Toledo et al. 1992, Jared et al. 2009, 2014).

Fuggetlenil a mogotte meghlzodd pontos mechanizmustdl, a bufadienolid
komponensek eredeti szintje meglepden gyorsan visszaallt a hormonkezelt allatokban. Bar csak
részleges Uritést sikertlt induk&lnunk a vizsgalatunkban, a leadott méreg mennyisége a
természetes kortilményekhez hasonlé lehet. Egy korabbi tanulményban azt bizonyitotték, hogy
a feln6tt Rhinella icterica varangyok partoid mirigyének sulyos roncsolasat kovetden, mig
néhany alveolus véglegesen miikddésképtelen maradt, addig maésok teljesen érintetleniil
maradtak az eljaras soran, igy hozzajarultak az allatok toxicitasi szintjének fenntartasahoz
(Jared et al. 2014). A kétéltliek méregmirigyei jellemzOen passziv védelemre specializalodtak
(Jared et al. 2009, Mailho-Fontana et al. 2014), olyan morfologiai jellemzokkel, amelyek
elésegitik a mérgek fizikai nyomasra torténd felszabaduldsat, tehat a bufodienolidok csak akkor
kerulnek ki az ebihalak egysejtii bérmirigyeibdl a kiilvilagra, ha azokat nagyfoki nyomas vagy
sériilés eri egy ragadozo tamadas soran. Ez azt is megmagyaradzza, hogy a teljes bufadienolid
mennyisége miért csak a hormontartalmu oldattal stimulalt ebihalakban valtozott a kisérletben,
mig a tobbi stresszt okozO kezelésnek pedig nem volt ilyen hatdsa. A méregraktarak gyors
feltoltddése 6sszhangban van a masik vizsgalatunkban kapott eredményekkel, mely arra utal,
hogy a fokozott méregtermelés alacsony fitnesz koltsegekkel jar a barna varangy ebihalak
szamara (Kurali et al. 2016). Ez a két eredmeény egyutt azt mutatja, hogy egy kockazatos
kornyezetben az ebihalak kémiailag jol védettek a ragadozok ismételt tamadasaival szemben €és

az egyedek fenntarthatjak a kell§ toxicitasi szintet jelent6s, mas ragadozok elleni védekezési
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mechanizmusokra kiterjedé kompromisszumok nélkiil. Ez azonban csak akkor kifizet6do, ha
az ebihalakat ért tdmadasok csak Kkis ardnyban okoznak sériilést, ami lényegesen
megvaltoztathatja a passziv kémiai védekezéssel jaré koltségeket. Egy metaanalizis soran
Zvereva ¢és Kozlov (2016) sem talalt kimutathato fizioldgiai koltségeket, mely ndvényevo
rovarok ragadozok elleni kémiai védekezéséhez kothetd, ebbdl arra a kdvetkeztetésre jutottak,
hogy a jarulékos okoldgiai koltségek fontosabbak lehetnek a kémiai védelem szempontjabdl,
mint az ahhoz sziikséges forrdsok megszerzésének koltségei.

Kimutattuk, hogy a barna varangy ebihalakban a méregtartalékok mesterséges uritését
kovetden a mennyiségi viszonyok 12 oran beliil helyreallnak, mely egy mélyebb betekintést
engedett a méregtermelés élettani hatterébe ebben a fajban. Vizsgélatunk azt is hangsulyozza,
hogy az Osszetett, tobb komponensbél allo méreg-keverékeket szintetizald fajok esetében a
termelt komponensek szadmanak és teljes méregmennyiségnek az elemzése Onmagaban,
specifikus alcsoportokra vald felosztas nélkul elfogult kdvetkeztetéseket vonhat maga utan. Bar
a komponensek mennyiségi valtozasai érdekes mintazatot mutattak a vizsgalatunkban, tovabbi
vizsgalatokra van sziikség ahhoz, hogy tisztazni lehessen a kiilonb6z6 bufadienolid vegyiiletek
kozotti funkcionalis kuldnbsegeket, valamint a méreg szintézis és biotranszformacié pontos

mechanizmusat.
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7. tablazat. Az egyes bufadienolid komponensek a norepinefrines kezelés és a tobbi kezelési csoportok
kdzott mennyiségének kontraszt becslések a standard hibak feltiintetésével (7 komponens esetében
négyzetgyok-transzformaciot alkalmaztunk, annak érdekében, hogy javitsunk a modellreziduélisok
eloszlaséan: T négyzetgyok transzformalt; T log-transzformalt; 5+ rank-transzformalt) . Csak azokat a
vegyuleteket mutatjuk be a tablazatban, amelyek mennyiségét az LMM-ekben jelent6sen befolyasolta a
mintavételi id6 x kezelési kolcsonhatasa. A P-értékeket Tukey HSD-teszttel szamitottuk; a szignifikans
kontrasztokat vastag betiivel jeloltem.

Komponens m/z Mintavétel KONTROLL - POZITIVK.- NOREPI -
P NOREPI NOREPI STRESSZ
Ismeretlen komponens 2f 367 0 ora -5.08 £ 1.03 -4.22 £1.26 3.28+1.21
12 éra -0.40 £1.03 0.70+£1.25 -1.19+1.21
Ismeretlen komponens 57 417 0 6ra -0.60 £ 0.14 -0.24 £0.15 0.42 £0.15
12 6ra -0.10+0.14 -0.09 £0.15 -0.04 £0.15
Bufotalinfft 445 0 é6ra -122.39 + 26.50 -93.81+ 26.52 80.64 + 26.36
12 éra -14.38 £ 26.51 -13.77 £ 26.28 -7.95 + 26.29
Ismeretlen komponens 77 571 0 dra -5.54 +1.43 -4.66 +1.4 3 254 +£1.42
12 6ra -1.11+1.43 -1.01+141 0.44+1.41
Ismeretlen komponens 8° 573 0 6ra -4.18+1.17 -3.77+£1.18 298+141
12 6ra 0.99+1.17 091+1.17 -1.27£1.40
Ismeretlen komponens 11 715 0 ora 141047 1859.34 £ 407.66  -1278.42 + 444,50
12 éra 147.15 £ 44757 55.36 + 407.66 -443.82 + 444,50
Ismeretlen komponens 12f 715 0 6ra 9.09+252 13.04 £2.52 -8.76 £ 2.52
12 6ra 1.97+£252 -0.97 £2.52 -4.61+252
Ismeretlen komponens 13 727 0 6ra 691.78 £ 231.26  991.83 + 232.28 -762.40 + 245.46
12 éra -4.72 +231.26 -199.50 + 232.28 -44.17 + 245.46
Ismeretlen komponens 14f 729 0 6ra 14.84 + 3.93 18.63 £4.08 -16.42 +4.14
12 é6ra -0.92 +3.93 -1.96 £ 4.08 -0.70+4.14
Ismeretlen komponens 15 729 0 ora 241.44 + 65.29 312.13+ 58.88 -300.42 = 70.56
12 é6ra -54.86 + 65.29 -97.59 + 58.88 103.55 £ 70.56
Ismeretlen komponens 18 757 0 6ra 967.25+289.62 1394.10+294.01 -1220.98 + 313.10
12 é6ra -67.91 £289.62 -118.22 +294.01 -92.87 £ 313.10
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2. Fejezet: A kémiai védekezés lehetséges koltsegeinek és egyéb, ragadozok
elleni védelmi mechanizmussal val6 csereviszonyanak vizsgéalata

2.1. Anyag és modszer

Kora tavasszal 8 barna varangy part gyijtottiink a Garancsi-tobdl, melyeket a Magyar
Tudomanyos Akadémia NOvényvédelmi Intézetének jaliannamajori kiserleti telepére
széllitottuk. A varangy parokat kilon-kilon, 120 I-es dobozokba petéztettiik, a fejlédésnek
indult embridkat pedig csaladonként a kikelésig kulon neveltiik. A kisérletet akkor inditottuk,
mikor a larvak elérték a szabadon sz allapotot (25-0s larvastadium; Gosner 1960).
Véletlenszerien kivalasztottunk csaladonként 80 ebihalat, majd ezeket 2 literes
nevelddobozokba helyeztiik egyesével, melyeket 7 dl mesterséges lagy vizzel toltottiink fel.,
valamint 3-3 bukklevelet helyeztiink bele, mely az ebihalaknak buvéhelyul szolgalt. A
homérséklet a laborban 22 °C és 17 °C kozott ingadozott, 13-11 6réds fény-sotét ciklusok
mellett.

15 pettyes gbte himet gyiijtottiink milanyag palackcsapdakkal a Visegradi-hegyseg 3
tavabol (1asd: mintavételi teriilet). A befogott gétéket a laboratoriumban helyeztiik el egyesével
5 literes milanyag tartodobozokban. Minden doboz 2 1 mesterséges lagyvizet és egy agyag
edényt tartalmazott. Az allatokat cs6vajo féreggel ad libitum etettiik és minden nap cseréltiik a
tartoviziiket. A kisérlet lezarasat kovetden az Osszes allatot a befogési helyiikon szabadon
engedtuk.

A Kisérletet teljes faktoridlis randomizalt blokk elrendezésben allitottuk fel a kovetkez6
faktorokkal: ragadozd jelenlétét szimulal6 kémiai jelek jelenléte, illetve hianya,
taplalékmennyiség (ad libitum, illetve csdkkentett), hormonkezelés (norepinefrin-oldattal, vagy
hormonmentes tiszta vizzel) két kiilonboz6 gyakorisaggal (egyszeri, vagy haromszori kezelés).
A kisérletben Osszesen 640 ebihal vett részt, melyeket a 8 csaladbol véletlenszeriien
valasztottuk ki: csaladonként 80 szabadon Usz0 ebihalat osztottunk szét a 16 kezelési
kombinécidba. A kisérlet felallitasanal pontatlanul osztottuk ki az ebihalakat, ami 3 kezelési
csoport esetében egy-egy extra egyedet, masik harom kezelési csoport esetében pedig eggyel
kevesebb egyedet eredményezett. Ez a hiba azonban elhanyagolhatd hatassal lehetett az
eredményeinkre, mivel a kezelesi kombinacidkban nagy mintaszamokkal (atlagosan 40 egyed
| kezeléeskombinacid) dolgoztunk. Az egyesével nevelt kisérleti ebihalakat a laborban ismert

fiiggbleges homérsékleti gradiens mentén 5 blokkba osztottuk ki. A ragadozdveszélyt szimulald
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kémiai jelek kisérlethez hasznalt pettyes goték tartdvizébdl és fajtarsak homogenizatumanak
elegyébdl allt. A szuszpenzidhoz (kozvetleniil a tartovizekbe-mérést megelézoen) kb. 1.92 g
(6-20 egyed, mérettdl fiiggben) barna varangy ebihalat 100 ml mesterseges lagyvizben
homogenizaltunk, majd a pettyes goték tartovizével (6sszesen 30 1) kevertiik Ossze. A
szuszpenziobol naponta 25 ml-t adagoltunk a ,,ragadozoveszélynek” kitett csoport ebihalainak
tartddobozdba, mig a tobbi csoport tartdvizébe ezzel megegyez6 mennyiségii RSW-t
adagoltunk. A szuszpenzié maradékat egy masik kisérletnél hasznaltuk fel (lasd: 4. Fejezet).

Azt is vizsgaltuk, hogy hogyan befolyasolja a mért fenotipusos jellemzdoket a
rendelkezésre allo taplalék mennyisége. Az ebihalakat naponta finomra daralt nyultap és
haleledel 4:1 ardny( keverékével etettik. Azok az ebihalak, melyek ad libitum
taplalékmennyiség mellett lettek nevelve, testtémegik 9%-nak megfelelé keveréket kaptak
minden etetés alkalmaval, amit két hét utan 12%-ra emeltiink, a csokkentett
taplalékmennyiséget pedig ennek harmadaban hataroztuk meg (testtomeg 3, késobb 4 %-a). Az
allatoknak beadando taplalékmennyiségeket 9 naponta korrigaltuk, a kezelési kombinéciénként
5 véletlenszertien kivalasztott ebihal testtomeg-atlaganak megfeleléen. A tartdévizet minden
harmadik napon teljesen lecseréltik.

A méregtermelésbe valé befektetés manipulalasahoz ebben a kisérletben is in vivo
hormonalis kezelést alkalmaztunk, hogy el6idézzik a boérmirigyekben raktarozott
méregtartalékok mesterséges uritését. A norepinefrin-kezelési csoport egyedeit az 2.
vizsgalatnal leirtakkal maegegyezéen 3 ml, 100 uM norepinefrin-bitartrat vizes oldataba
helyeztiik 15 percre, majd a kezelést kdvetden az ebihalakat 1 percre athelyeztiik 700 ml
mesterséges lagyvizbe és ezt kovetden visszakeriiltek a tartddobozaikba. A kontroll csoport
ebihalain hormonmentes, mesterséges lagyvizzel végeztik a kezelést (,,handling”). A fent leirt
procedurat 2 kiilonbozd gyakorisaggal végeztiik. Ennek megfelelden a kisérleti ebihalak fele
(320 ebihal) 3 alkalommal (a kisérlet kezdetétdl szamitott 8., 16. €s 24. napon), mig masik fele
(320 ebihal) egyszer részestlt kezelésben (16. napon).

Mikor a kisérletben résztvevd ebihalak mar kozel jartak az atalakulashoz, a
tartdedényeket napi kétszer ellendriztilk. Amint egy atalakulasat megkezdo egyedet talaltunk
(mells6 labak megjelenése — 42-es fejlodési stadium, Gosner 1960), a kisérletet taléld
egyedként jeloltik, valamint feljegyeztik az atalakulas napjat és az ekkor mért testtémeget (mg
pontossaggal). Ezt kovetden az atalakuld egyedeket nagy méretli, mesterséges lagyvizzel és
falevelekkel részlegesen megtoltott tartodobozokba helyeztiik, majd a kisérlet lezarasat

kdvetden a szarmazasi populacid él6helyén szabadon engedtiik dket.
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2.2. Statisztikai elemzés

Az atalakulas 1dozitését ¢és az atalakulaskor mért testtomeget befolyasold tényezok
vizsgalatdhoz lineéris kevert modelleket (LMM), mig a tulélést befolyasold tényezék
vizsgalatahoz altalanositott kevert modelleket (GzLMM) hasznaltunk, ahol binomialis
hibaeloszlassal illesztettik a modellt. A térbeli blokkot mint random hatést vettiik be a
modellekbe. Az analiziseket R-kornyezetben (R 3.2.2. verzid) ,lme4” csomag ,,glmer” és
,Imer” fliggvényével (Bates et al., 2015) futtattuk. A kezdeti modellekbe bevittlik a prediktorok
(tAplalékmennyiség, ragadozokezelés, hormonalis kezelés és a kezelések gyakorisaga)
lehetséges interakcioit, majd modellegyszertsitést alkalmaztunk (Reiczigel et al. 2010), hogy
elkerliljuk a talparametrizalast és a nem szignifikdns modell-6sszetevok benthagyasa okozta
estleges hibakat (Engqvist 2005). A modellegyszerlsités soran a prediktorokat egyesével
szelektaltuk ki, minden lépésben az aktualisan legmagasabb P-értékii interakcid, majd faktor
keriilt ki a modellbdl, végiil csak a P < 0.05 hatasokat megtartva a végsé modellben (Grafen és
Hails, 2002). A modellilleszkedést diagnosztikus abrakkal teszteltik. Minden teszt kétoldalas

statisztikai prébara éplilt, az alfat 0,05-0s értékre allitottuk be.
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2.3. Eredmények
A larvastadium hossza

Nem tudtuk kimutatni sem a hormonalis kezelés, sem a kezelések gyakorisaga esetében, hogy
onmagéaban, vagy interakcioban szignifikans hatassal lenne az atalakulas id6zitésére (8.
tablazat). Ebbol arra kdvetkeztethetlink, hogy a méregtartalékok stiritésének stimuldlasa és a
kezelésekbdl adodo stressz nem befolyasolta az ebihalak egyedfejlédésének hosszat, vagy az
egyeb kezelések larvastadium hosszara valo hatasat. Mindazonaltal a taplaléekmennyiség es a
ragadozd szimulalt jelenléte egymassal interakcidban szignifikdnsan hatott a fejlodési
sebességre (8. tablazat; 11. abra): mikor a taplalék csak korlatozottan allt rendelkezésre, a
ragadozo szimulalt jelenlétében nevelkedett ebihalak hamarabb alakultak at (atlag + SE= 35.32
+ 0.23 nap), mint azok az egyedek, melyek tiszta vizben nevelkedtek (37.42 + 0.22 nap),
ugyanakkor ad libitum taplalékmennyiség mellett a predacios veszély okozta killénbség nem
volt kimutathaté (ragadozoktol sz&rmazd kémiai jelek mellett: 32.45 + 0.30 nap; ezek
hianyaban: 32.40 + 0.23 nap).
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11. 4bra. A téplalékmegvonas és a ragadozo szimuldlt jelenlétének egylttes hatasa a larvastadium

hosszara (atlagok + SE). A folytonos vonal a telt szimb6lumokkal jelzi a ragadoz6 szimulalt jelenlétét,
mig a szaggatott vonal az tres szimbolumokkal reprezentalja a ragadozoszag-mentes kezeléseket.
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Atalakulaskor mért testtomeg

A testtdmeget nem befolyasolta a hormonalis kezelés, vagy annak gyakorisaga, sem ezek
interakcidja, bar a ragadozo-kezelés es a hormonalis kezelés interakcigjdnak hatasa
marginalisan nem-szignifikans volt (8. tablazat): ragadozdszag hianydban a hormonnal kezelt
ebihalak jellemzéen kisebb testtomeggel rendelkeztek, mint azok, melyeknél sima vizben
végeztik el a kezelést, mig ragadozoszag jelenlétében az ebihalak testtdmege hasonlé volt,
hormonalis kezeléstdl fliggetleniil. A taplalék elérhetdség és a ragadozo szimulalt jelenléte és
ezek interakcidja szignifikansan befolyasolta az ebihalak testtomegét (8. tablazat; 12. dbra). A
csokkentett taplalékmennyiség negativ hatast gyakorolt a mért testtémeg értékekre a ragadozok
jelenlétét szimulalo kémiai jelek jelenlétében (csokkentett taplalékmennyiség: 164.32 + 2.27
mg, ad libitum téplalék: 205.06 + 4.13 mg) és hianyadban egyarant (csokkentett
taplalékmennyiség: 249.68 + 3.26 mg; ad libitum taplalék: 305.47 + 4.04 mg), és ez a hatas
kifejezettebb volt azokban az esetekben, amikor az ebihalak fejlédésiik soran nem talalkoztak

ragadozoszaggal (12. abra).
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12. dbra: A taplalékmegvonés és a ragadozé szimulalt jelenlétének egyttes hatasa az atalakulaskor
mért testtdmegre (atlagok + SE). A folytonos vonal a telt szimb6lumokkal jelzi a ragadozé szimulalt
jelenlétét, mig a szaggatott vonal az lires szimbolumokkal reprezentalja a ragadoz6szag-mentes
kezeléseket.
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8. tdblazat. A kezelések larvastadium hosszara, az ebihalak atalakulaskor mért testtmegére (LMM) és
a larvakori talélésre (GzLMM) kifejtett hatasai. A P-értékek szamolasahoz minden modell esetén Wald
X?-teszteket alkalmaztunk, az R-program ,car” csomagban taldlhatdo ,,Anova” filiggvényének
segitségével (Fox és Weisberg 2011). A végsé modellekben szerepld tényezoket félkovér betiitipussal
jeloltem, a tobbi prediktorhoz tartozo6 teszt-statisztikékat és P-értékeket ugy nyertik, hogy egyesével
hozaadtuk Oket kiilon-kiilon a végsé modellhez (NE: hormon-kezelés, Gyak.: a kezelések gyakorisaga,
Ragadozd: a ragadoz6 szimuldlt jelenléte, Tapl.m.: tAplalékmennyiség).

Fiiggd valtozok Prediktorok X? df P
Larvastadium hossza Ragadozé <0.01 1 0.976
Tapl.m. 32321 1 <0.001
Ragadoz6 x Tapl.m. 25.66 1 <0.001
NE 0.79 1 0.373
Gyak. 0.40 1 0.528
NE x Tapl.m. 1.29 1 0.257
NE x Ragadoz6 <0.01 1 0.974
Gyak. x Tapl.m. 0.67 1 0.413
Gyakorisag x Ragadoz6 0.26 1 0.611
NE x Gyak. 0.27 1 0.604
NE x Gyak. x Ragadozd 1.12 1 0.290
NE x Gyak. x Tapl.m. 1.25 1 0.264
Gyak. x Ragadoz6 x Tapl.m. 0.67 1 0.412
NE x Ragadoz6 x Tapl.m. 0.53 1 0.468
NE x Gyak. x Ragadozd x Tapl.m. 1.68 1 0.194
Atalakulaskor mért testtémeg Ragadoz6 46779 1 <0.001
Tapl.m. 15587 1 <0.001
Ragadoz6 x Tapl.m. 5.47 1 0.019
NE 2.07 1 0.150
Gyak. 0.18 1 0.669
NE x Tapl.m. 0.31 1 0.580
NE x Ragadoz6 3.77 1 0.052
Gyak. x Tapl.m. 0.70 1 0.404
Gyakorisag x Ragadoz6 0.13 1 0.720
NE x Gyak. 0.52 1 0.470
NE x Gyak. x Ragadozd 2.05 1 0.152
NE x Gyak. x Tapl.m. 0.66 1 0.417
Gyak. x Ragadoz6 x Tapl.m. 0.23 1 0.632
NE x Ragadozd x Tépl.m. 0.16 1 0.693
NE x Gyak. x Ragadozé x Tapl.m. 0.13 1 0.722
Larvakori talélés Ragadoz6 14.77 1 <0.001
Tapl.m. 2.00 1 0.157
Ragadoz6 x Tapl.m. 7.90 1 0.005
NE 1.22 1 0.270
Gyak. 0.27 1 0.602
NE x Tapl.m. 0.03 1 0.863
NE x Ragadoz6 0.04 1 0.846
Gyak. x Tapl.m. 0.24 1 0.624
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Gyakorisag x Ragadoz6 0.04

NE x Gyak. <0.01
NE x Gyak. x Ragadozé 0.28
NE x Gyak. x Tapl.m. 1.45
Gyak. x Ragadoz6 x Tapl.m. 0.73
NE x Ragadoz6 x Tapl.m. 1.04

NE x Gyak. x Ragadozd x Tapl.m. 0.19

T N S =N

0.851
0.956
0.598
0.229
0.392
0.308
0.664

Larvakori tulélés

A hormon-kezelés és annak gyakorisdga nem volt szignifikans hatassal a larvakori talélésre,
sem ©Onmagaban, sem egymassal, vagy mas prediktorokkal interakcidban, ugyanakkor a
taplalék-manipulacio és a ragadozo kezelés interakciodja szignifikansan befolyasolta az ebihalak
talélését (8. tablazat, 13. &bra): az ad libitum taplalék mellett nevelt egyedek ragadozdszag
hianyaban nagyobb aranyban éltek tal (154 ebihal a 160-bdl), mint annak jelenlétében (130 a
160-bol), mig azok az egyedek, melyek taplalékszegény kornyezetben nevelkedtek, hasonld

aranyban éltek tal (ragadozdszag jelenlétében: 147/159 és ragadozo6szag hidnyaban: 149/161

ebihal).
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13. bra: A taplalékellatottsag és ragadozo szimulalt jelenlétének hatdsa az ebihalak talélésére %-ban
kifejezve. Az atagértékek (egy kezelési kombinaciokra a kiilonboz6 blokkokban nevelt ebihalak tulélési
aranyaibol szamolva) + SE vannak feltiintetve. A sziirke oszlopok jelzik a ragadozé szimulalt jelenlétét,

mig a fehér oszlopok reprezentaljék a ragadozdszag-mentes kezelési csoportokat.
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2.4. Ertékelés

Kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy a larvalis egyedfejlodés soran, kiilonb6z6é mennyiségli
elérhetd taplalék mellett hogyan befolyasolja a méregtartalékok kisérletes manipulalasa a
ragadozok elleni indukalt valaszokat. Eredmenyeink szerint azok az ebihalak, melyek
méregtartalékai legalabb egy alkalommal leadasra kertiltek, hasonld idépontban alakultak at és
nem volt kisebb a testtémeglk az atalakulaskor, valamint nem mutattak alacsonyabb talélési
aranyt, mint méregleadasra nem késztetett tarsaik. Mindazonéaltal megfigyeltiik, hogy a
taplalékmennyiség és a predacios veszélyre figyelmeztetd szaganyagok jelenléte egyiittesen
befolyasoltak az dsszes altalunk mért tulajdonsagot. A méregtartalékok leadasanak kozvetlen,
és egyeb faktorokkal (taplalékellatottsag, ragadozoveszély) vald egyuttes hatasanak hianyabdl
arra kovetkeztethetiink, hogy barna varangy ebihalak esetében a méregtartalékok leadasa nem
gyakorol szadmottevé hatadst a ragadozok elleni valaszok kozott fennalld energetikai
csereviszonyokra.

A norepinefrinnel valé kezelés és a kezelések gyakorisaiga sem befolyasolta
szamottevden a fitnesz-jelzd bélyegek értékeit sem dnmagukban, sem barmely mas prediktorral
interakcidban. A stimuldlt méregleadds mérhetd mértékii koltségének hianyat azzal lehet
magyarazni, hogy az alkalmazott hormonkezelés nem valtotta ki a mérgek kell6 mértékii
uritését, habar ezt valdsziniitlennek tartjuk, mivel mi is (lasd: Els6 fejezet) és korabbi
kisérletekben masok is sikeresen alkalmaztak ezt a mddszert (Maag et al. 2012). Egy masik
lehetséges magyarézat, hogy a meregtartalékok leadasra keriiltek a hormonalis kezelés hatasara,
de a rovid tavd, meéregtartalékok kiurtilése utani djratermelés szintjén méregtermelés nem
indukalhatd. Az efféle konstitutiv méregtermelés akkor lenne szelekciosan elényés, ha a
ragadozok folyamatosan jelen lennének az ebihalak kornyezetében, vagy az egyedek nem csak
a ragadozok ellen termelnének mérget, hanem a patogének és a versenytarsak ellen is (Bokony
et al. 2016, de l&sd: Bokony et al. 2017, Bokony et al. 2018, és Hettyey et al. in prep). Ez azt
is segithet megmagyarazni, hogy miért nem tudtuk alatdmasztani a méregtermeléssel és egyéb
ragadozok elleni valaszokkal kapcsolatos eredményeinkkel az optimalis allokécios elméletet.
Az is elképzelhetd, hogy a méregtermelés intenzitdsa megndtt a méregtartalékok kényszeritett
kilritése hatasara, de a bufadienolidok szintézise nem koltséges folyamat a barna varany
ebihalak szdmara, legaldbbis nem a testtomegen, tulélésen és fejlodési sebességen mérhetd
mértékben.

A varangy ebihalak -hasonléan mas fajok ebihalaihoz- életmenet tulajdonsagaik

valtozasaval reagalhatnak a predacios veszélyre (Lardner 2000, Hagman et al. 2009, de lasd:
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Benard és Fordyce 2003). Kimutattuk, hogy a larvalis fejl6dés hossza nem fliggétt az érzékelt
ragadozdveszélytol, ha a taplalék ad libitum &llt rendelkezésre, ami arra utal, hogy a forrasban
gazdag kornyezetben az ebihalak fent tudjak tartani a maximalis fejlédési sebességet, még
akkor is, ha a taplalkozasi aktivitas ragadozé veszély esetén lecsokken (pl. Abrams és Rowe
1996, Laurila et al. 1998, de lasd: Steiner 2007, Bennett et al. 2013). Masrészrél, az éhezd
ebihalak ragadozo6szag jelenlétében gyorsabban fejlédtek, mint annak hidnyaban, tehat indukalt
ragadozo-ellenes valaszt mutattak a fejlédési sebességben. Ez utobbi eredmények alatamasztjak
az elméleti modellek predikcioit (pl. Wilbur és Collins, 1973, Abrams €s Rowe 1996) és
hasonlo kisérletes tanulmanyok eredményeit (pl. Skelly és Werner, 1990, Laurila et al. 1998,
Chivers et al. 1999, Barry 2015): mikor a ragadozdk nagy sz&mban vannak jelen a vizi
¢lohelyen, az ebihalak atalakuldsuk siettetésével igyekeznek menekiilni a vizi élettérben
tapasztalt magas predacios nyomas el6l. Azonban ez a plasztikus valasz koltségesnek bizonyult,
mely csokkent atalakulaskor mért testtdmegben mutatkozott meg, mely kapcsolatban all az allat
kés6bbi ratermettségével (Smith, 1987, Semlitsch et al. 1988, Altwegg és Reyer 2003). A
taplalékhianyos kornyezetben nevelt ebihalak esetében elhtizodo larvalis fejlédést figyeltiink
meg a ragadozoszagtol mentesen nevelt kezelési csoportban, tamogatva a hipotézist, miszerint
az elérhetd taplalék mennyisége kozvetleniil befolyéasolja a fejlodési sebességet és a fokozott
fejlodési sebesség tobblet energiat kivan és ezaltal koltséges (pl. Skelly és Werner 1990, Steiner
2007).

Hasonl6an mas vizsgalatok eredményeihez, az ebihalak atalakuldskor mért testtomege
alacsonyabb volt, ha ragadozoveszélyt szimulalé kémiai jelekkel érintkeztek és akkor is, ha
taplalékot csak korlatozottan biztositottunk szamukra. (pl. Skelly 1995, Anholt et al. 2000,
Relyea 2002). A taplalék limitalt elérhetésége legtobb esetben negativan hat a testtémeg
értékekre, mig ragadozdveszély esetén a csokkent testméret a fokozott fejlodési sebességnek
vagy a csokkent taplalkozasi aktivitasnak tudhatd be (Skelly és Werner 1990, Lardner 2000,
Relyea és Auld 2005). Ugyanakkor, mikor korlatlan mennyiségben allt rendelkezésre a taplalék,
a ragadozdveszeély ebben az esetben is negativ hatast gyakorolt az ebihalak testtémeg értékeire,
viszont a fejlddési sebességre nem volt hatassal. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a szimulalt
ragadozoveszély esetén mutatkozd testtomeg csokkenés inkdbb maganak a csdkkent
taplalkozési aktivitasnak tudhatd be, mint a fejlédési rata-testtbmeg gyarapodas
csereviszonyanak (hasonlé eredményekeért lasd: Skelly 1995, Anholt et al., 2000). A ragadozé
kezelés testtomeg értékekre gyakorolt hatasa erésebb volt korlatlan taplalékellatottsag mellett,
mely egybevag korabbi tanulmanyok eredményeivel (Steiner 2007 és hivatozasai). Néhany

tanulmany viszont ellenkezd mintazatot figyelt meg; ad libitum taplalék mellett az ebihalak
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nagyobbra néttek ragadozoveszélyt szimulald kémiai jelek jelenlétében (Bennett et al. 2013),
mig més fajokon végzett vizsgalatok nem talaltak osszefiiggést a taplalékmanipulécié és a
ragadozoO-kezelés hatasa kozott (Skelly és Werner, 1990; LaFiandra és Babbitt, 2004). A
kisérletekben megfigyelhetd eltéré mintazat azzal magyarazhat6, hogy bizonyos fajok esetében
a megnoétt testméret adaptiv lehet, ha olyan ragadozdval all szemben az ebihal, mely
morfoldgiai adottsagai miatt bizonyos méretnél nagyobb prédat mar nem képes zsakmanyolni
¢s elfogyasztani (”gape-limited”, Kishida és Nishimura 2005, Urban, 2007). Ezzel szemben a
barna varangy ebihalak a limitalt energiaforrast egyéb védekezési mechanizmusokba fektetik
be, mint pl. a fejlédési sebesség.

A ragadozoé-ellenes védekezés tulélési eselyben kozvetlenil megmutatkozd koltségei
feltételezhetGen ritkak (Werner és Anholt, 1993, Van Buskirk, 2000), habar mar kimutattak
kétélttilarvak esetében (McCollum és Van Buskirk, 1996, Relyea és Hoverman 2003, Hettyey
et al. 2011). Ennek hatterében részben a ragadozdveszély miatt megvaltozott viselkedéssel
allhatnak osszefliggésben (csokkent mozgas és taplalkozasi aktivitas, Lawler 1989, Skelly és
Werner, 1990, Marquis et al. 2004), mely csokkent taplalékfelvételhez és energia bevitelhez
vezet. Kovetkezésképpen, a ragadozo-ellenes védekezés talélésben mutatkozd koltségei
taplalékszegény kornyezetben varhatban magasabbak. Ezzel szemben kisérletlinkben azt
figyeltik meg, hogy azokban a szimulalt ragadozoveszélynek Kitett csoportokban alacsonyabb
volt a tulélési arany, ahol a taplalék ad libitum allt rendelkezésre és nem ahol limitalva volt.
Ennek lehetséges magyarazata, hogy a csokkent taplalkozasi aktivitas eredményeképpen hatra
maradt, el nem  fogyasztott taplalek, szubsztratként szolgdlva  kiilonbozd
mikroorganizmusoknak (gombak, baktériumok) bomlasnak indult, és ez ndvelte meg az
ebihalak mortalitasat (Russo és Yanong 2006, Roberts és Palmeiro 2008). Ennek ellenére az ad
libitum taplalék-kezeléssel Gsszefiiggd tobblet stressz negativ hatasa nem volt kimutathat6 az
egyéb mért jellegekben; az igy nevelt egyedek atlagban magasabb testtdmeggel rendelkeztek
az atalakuléskor, valamint korabban is alakultak at, mint taplaléklimitalt korilmények kozott.

Osszegezve eredményeinket, a barna varangy ebihalak bdrmirigyeiben taldlhato
méregtartalékok leadasanak nem talaltuk ratermettség-koltségeit, viszont megfigyeltik a
fitnesz-jelz6  bélyegek  értékeinek  ragadozojelenlét- és  forrasfiiggd  valtozasat.
Eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a barna varangy ebihalak adaptiv ragadoz6-
ellenes plasztikus valasza megmutatkozik a fokozott fejlédési sebességben, viszont ez csak
akkor kifejezett, ha a taplalék korlatozottan all rendelkezésre, tovabba kapcsolatban all az
atalakulaskor mért alacsonyabb testtomegbdl adodo fitnesz koltségekkel. Ezt az 0sszefliggést a

méregraktarak manipulalasa nem befolyasolta, tehat azt feltételezziik, hogy a bufadienolidokkal
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valo kémiai védekezésnek a testtomegben, fejlodési sebességben és tulélésben mérhetd
eloallitasi koltsége elenyészd. Tanulmanyunk hozzédjarul annak megértéséhez, hogy a
kornyezeti tényezok interakcidja hogyan alakitja egyuttesen a ragadozé-indukalt védekezést

komplex ¢életmenettel rendelkez6 fajokban.
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3. Fejezet: Barna varangy ebihalak kémiai védekezése a természetben:
kornyezeti faktorok szerepe a populéciok kozotti eltérésekben

3.1. Anyag és modszer

2014 marciusa és majusa kozott 13 magyarorszagi és 6 ausztriai tavat monitoroztunk,
melyekben a barna varangy szaporodik, valamint ebihal és kornyezeti mintakat gyjtottiink (9.
tablazat). Minden t6 erdés teriileten, 200 és 550 m tengerszint feletti magassag kozott

helyezkedett el, vizfeliiletik 23 és 3253 m?, atlagos mélységiik 6 és 90 cm kozott valtozott.

9. tablazat. Az altalunk vizsgalt 19 t6 biotikus és abiotikus jellemzdi

vizfelszin atlagos lomb V'?al,att' . konduk- perifiton

Orszag mérete vizmélység  fedés Bovgr]y H:)Cm : r? ?I tivitas todmeg

(m) em ok s (O M) giem) (mgies)

Alséhosszurét Magyarorszag 65,3 34,29 0 40 20,5 9,7 118,0 9,48
Csikos-t6 Magyarorszdag ~ 3253,0 25,79 40 60 14,6 12,2 114,3 4,49
Felséhosszurét Magyarorszag 593,5 22,80 0 80 18,7 12,3 123,6 2,75
Frauenwarth Ausztria 510,2 30,82 10 50 17,1 11,7 2410,0 2,07
Haitzawinkel Ausztria 369,0 42,30 1 15 18,6 12,1 102,1 1,18
llona-t6 Magyarorszdag ~ 1020,5 13,40 0 95 20,2 9,7 137,0 2,33
Irenental Ausztria 681,6 49,75 7 40 154 118 110,0 1,04
Janos-to Magyarorszag ~ 3052,1 23,80 0 5 21,2 9,3 199,3 2,16
Oberkniewald Ausztria 521,4 60,33 5 45 12,4 12,3 223,7 1,94
Mélymocsar Magyarorszag ~ 3253,0 21,75 5 80 20,0 9,8 56,9 0,93
Németszéna Magyarorszag 22,0 13,67 0 100 17,8 9,7 162,7 1,10
Paprét-kozépsé Magyarorszag 809,5 15,90 40 20 16,1 12,2 138,0 0,81
Schneiderwiese Ausztria 1483,7 55,83 28 5 14,7 11,5 333,8 1,35
Sostai to Magyarorszag 56,5 5,95 0 100 124 11,0 149,6 3,50
Sostdi zsombékos  Magyarorszag 769,0 12,75 10 80 16,3 10,6 104,7 5,14
Szarazfarkas Magyarorszag 1297,3 21,85 20 30 13,9 12,5 959,8 1,77
Vértes-Eszak Magyarorszag 907,7 11,88 50 40 14,7 12,9 155,7 2,83
Weidlingbach Ausztria 681,4 69,82 2 15 124 129 550,0 3,56
Zankoi rét Magyarorszag 791,3 89,43 20 25 15,7 10,7 156,0 2,56

Az adatgylijtést minden tondl akkor végeztiik, mikor a benne ¢él6 ebihalak hatsé végtagja mar
jOl latszott, vagyis mikor kb. a 27-35-0s fejl6dési stadiumban voltak (Gosner 1960). Azért
valasztottuk ezt a fejlodési stadiumot, mert eldzetes vizsgalataink azt mutattak, hogy a
bufadienolid koncentracio ekkor a legmagasabb az ebihalakban. A kémiai védekezés
vizsgalatahoz véletlenszertien valasztottunk ki 10 ebihalat minden tébol, melyeket egyesével 1
ml 70%-0s HPLC tisztasagu metil-alkoholban konzervaltunk a kés6bbi analizisekhez. Harom
to esetében csak 8, 6 ill. 4 ebihalat gytijtottiink a toban fellelhetd ebihalak alacsony szama miatt.
Annak érdekében, hogy minimalizaljuk az azonos sziilokt6l szarmazé utdédok mintazasanak

esélyét, minden tavon beliil igyekeztiink kiilonbdzd pontokrol gyiijteni a mintédkat. Ahol volt ra
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lehet6ség, ott az ebihalak pontos fejlédési stadiumat tavakbol gyiijtott tovabbi 10-10 ebihal
vizsgalatanak segitségével hataroztuk meg, mivel a méregelemzéshez gytijtott ebihalakat
befogas utan azonnal konzervaltuk, és ezaltal tovabbi morfoldgiai vizsgalatra kevéssé voltak
alkalmasak. A mintazott ebihalak pontos kora a kdvetkezéképpen oszlott meg: 26-0s stadium:
14,7 %, 27-es stadium: 57,3 %, 28-as stadium: 25,3 %, és 29-es stadium: 2,7 %. Ezek az aprd
kilénbseégek nem voltak 6sszefliggésben az elemzésekbe bevitt valtozok egyikével sem (pl:
orszag, to jellemzo6i, méregtartalom-jellemzok).

A tavakban €16 ebihalak és potencidlis ragadozodik valamint versenytarsaik denzitdsat
kvadrat-modszerrel, valamint kézi halozassal vettiik szamba (Relyea 2002, Van Buskirk és
Arioli 2005). A kvadratozashoz egy 70-cm atmérdji és 100 cm hossza aluminium hengert
hasznaltunk, amit fiiggblegesen hirtelen belenyomtunk a t6 véletlenszeriien kivalasztott
pontjain az aljzatba, majd a hengereken belul haldzassal az 6sszes allatot kifogtuk és
feljegyeztiik. Akkor tekintettiik a hengert liresnek, ha 5 egymast kovet6 halomerités nem hozott
mar pozitiv eredményt. A hengeres mintavételezést kézi haléval valé mintézassal is
kiegészitettilk, amely sorén egy gyors mozdulattal egy méter hosszu szakaszon huztuk végig
haldt a to fenekén, majd a haloval fogott allatokat szamba vettik. A kvadrat-jellegii mintavétel
és a kézi halozas esetében a mintavételi teriilet koriilbeliil megegyezett (~0.4 m?), és a két
mintazasi tipusbol minden t6 esetében megegyezd, vagy kozel megegyezd szamu mintat
gylijtottiink. A mintazasi helyek eloszlasat a toban levé mikrohabitat-tipusok eloszlasahoz
igazitottuk, a tavankénti mintdk szama (8-19 tavanként) aranyosan novekedett a tavak
méretével és a mikrohabitat-diverzitassal.

A toban leve taplalek elérhetdséget egyrészt a perifiton mintazasaval becsiiltiik, mely f6
taplaléka az ebihalaknak (Wells 2007). Ehhez marcius 19 és 27. k6z6tt a to méretétdl fiiggéen
15-25 darab 10 cm?-es mazas keramia csempét helyeztiink a tavakba 10 cm-el a vizfelszin ala.
Megkozelitéleg masfél honappal késdbb, amikor az ebihalakat is mintavételeztiik,
Osszegylijtottiik a csempéket, majd egy borotvaval lekapartuk és desztillalt vizzel ledblitettiik
roluk a perifitont. Az igy kapott perifiton szuszpenzidkat az elemzésekig (lasd alabb) -20°C-on
taroltuk. A tavak fizikai és kémiai tulajdonsagainak jellemzésére (amelyek a kiszaradas
esélyével fiiggnek Ossze) az allatok mintavételezésével parhuzamosan kiilonbozd egyéb
méréseket végeztiik. Megbecsiiltiik: 1) a vizfelszin méretét: AxBxmw, ahol A a fél-nagytengely
és B a fél-kistengely hossza az elliptikus formaban 2) a viz atlagos mélységét, véletlenszeriien
kivalasztott, tomérettdl fliggéen 5-14 meréssel 3) a lombkorona zartsagat, %-ban kifejezve,
mely a téfelszin fakkal boritott aranyat adta meg 4) vizalatti névényzet boritottsagat %-ban

megadva, mely a tofelszin lathato vizi novényzet boritottsagat jelentette 5) a viz hdmérsékletét,
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oldott oxigen tartalmat és konduktivitasat tavankénti 3-5 random mintavételb6l (toméret
fiiggvénye), hordozhat6 elektrokémiai mérével mérve (Consort C 6020 T; Consort Ltd.,
Turnhout, Belgium). A lombkorona zartsagat és a vizalatti névényzet boritasat szemmeértékkel
becsiilte minden ténal ugyanaz a 3 megfigyeld, majd a 3 becslés medianjat hasznaltuk (hasonld

eljarast alkalmazott pl. Van Buskirk és Arioli 2005).

A bufadienolidok mérése

A mintak feldolgozasa a Magyar Tudomanyos Akadémia Noévenyvédelmi Intézetében
tortént (Korélettani Osztaly, 1022 Budapest, Herman Ott6 Gt 15). Az ebihalakat
homogenizaltuk (VWR VDI 12 homogenizator és IKA S12N-7S diszpergal6 eszk6z), majd
forgopérologtatoval (Biichi Rotavapor R-134, Flawil, Switzerland) 50 °C hémérsékleten és
folyamatosan novelt vakuum mellett Kiszaritottuk. Az ebihalak szarazanyag-témegét Ohaus
Pioneer PA-114 analitikai mérlegen, 0.0001 g-os pontossaggal lemértiik. Ezt kovetéen a
mintainkat 1 ml HPLC tisztasdgu metil-alkoholba felvettiik és a beoldodast elésegitendd rovid
ultrahang-kezelésnek vetettiik ala. Ezt kovetéen HPLC-eluens-tartd tivegesékbe szirtiik at a
mintakat FilterBio mlianyag fecskenddvel és sztir6vel (pérusméret = 0.22 um). Az ebihalakban
talalhatd méregkomponensek elkuldnitésére és relativ témegmennyiségének meghatarozasara
nagy teljesitményli folyadékkromatografias elvalasztasi modszert és hozza kapcsolt tandem
tdmegspektrométert hasznaltunk (HPLC-MS, Shimadzu LC-MS-2020): a HPLC-MS készulék
binéris gradiens olddszer szivattylval, vakuumos eluens géztalanité egységgel, automatizalt
mintavevdvel, oszloptermosztattal, diddasoros detektorral (DAD) és elektrospray ionizacios
tomegspektrométerrel (ESI-MS) volt felszerelve.

A kromatogréafias elvalasztas 35°C-on, C18 2.6 um atmér6ji oszlopon (Kinetex, 100
mm x 3 mm), valamint vele sorba kotott C1g védékolonnakban (4 mm % 3 mm) tortént, 10 pul
minta injektalassal. A mozg6 fazis 0.05%-0s hangyasav HPLC-tisztasagu vizes oldata volt (A
olddszer), valamint 0.05%-0s hangyasav acetonitriles oldata (B olddszer). Az aramlasi sebesség
0.8 ml/perc volt, a gradiens a kdvetkezo volt: 0-2 perc, 15-25 % B; 2-15 perc, 25-35 % B; 15-
24 perc, 30-50 % B; 24-25 perc, 50-100 % B; 25-30 perc, 100 % B; 30-35 perc, 15 % B. Az
ESI az alabbi koriilmények kozott miikodott: 250 °C “desolvation line”, hdmérséklet; 400 °C
fiit6-blokk hémérséklet; szarité N2 gaz 15 I/perc; porlaszté N2 gaz 1,5 I/perc; pozitiv ionizacios
mod. Az adatokat a LabSolutions 5.42v (Shimadzu) programmal nyertik és elemeztik ki. A
méresekhez standardnak bufalint, bufotalint, resibufogenint, gamabufotalint, arenobufagint,

telocinobufagint (Biopurify Phytochemicals, Chengdu, China), cinobufagint (Chembest,
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Shanghai, China), cinobufotalint (Quality Phytochemicals, NJ, USA), és digitoxigenint (Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) hasznaltunk fel. A bufadienolidokat a kromatogramok

altal felvett UV spektrumuk alapjan vélasztottuk el.

a) Egy barna varangy ebihal UV kromatogramja
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b) Ugyanannak a mintanak “selected-ion monitoring” (SIM) kromatogramja
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d) A juvenilis barna varangytol gy(jtott komponensek SIM kromatogramja
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14. abra. A bufadienolid komponensek HPLC-DAD-ESI-MS analizise; az egyes csucsoknal
elkildnitett bufadienolid komponensek retencios idejét és m/z-értékét feltiintettem.

Az ebihalakban talalhatd mérgek azonositasahoz a bufadienolid standardek, valamint két
méregkeverékben kimutatott ismeretlen komponensek retencios idejét és m/z-értékét hasznaltuk
viszonyitasi alapkeént. Az egyik komponens keveréket az 6sszes t0 (19 db) ebihalmintainak
Osszekeverésével (50 pl minden mintabol); a masikat pedig a Silbersee-bdl gytijtott (Bécs,
Ausztria, 48°12°33”N, 16°15°48”E) 49 fiatal barna varangy egyed parotoid mirigyének ovatos

masszirozasaval, majd az ily modon kinyert mérgek 6sszekeverésével készitettik. Azért
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hasznaltuk a komponens-keverékeket, mert ezek sokkal magasabb mennyiségben tartalmaztak
a méreganyagokat, ezaltal nagyobb intenzitasd abszorpciot és pontosabb tdmeg spektrometriat
tettek lehetévé, mint az egyedi ebihal mintak. A mintdk kvantitativ kiértekelése a
meghatarozasara a bufotalin standard kalibracios gorbéjét hasznaltuk, vagyis mintanként
bufotalin-ekvivalens értékeket szamoltunk minden egyes komponensre. Ahhoz, hogy
megkapjuk az egyedi tdmegekre szamolt méregkoncentraciot, ezeket az értékeket elosztottuk
az ebihalak szarazanyag tomegeével (ng/mg; hasonlé modszer: Fordyce 2003, Hagman et al.

2009), ebbdl szamolva a teljes bufadienolid mennyiséget.

Perifiton biomassza szamolasa

A begylijtott perifiton szuszpenziokat 20 oran keresztiil 105 °C-on szaritottuk, majd a teljesen
Kiszaradt mintdkat 3 ml desztillalt vizben vettik fel, ultrahangos rdzdval segitve a
visszaoldodast. A mintakat ezutan ismét leszaritottuk, majd kihtlés utan lemértiik a tomegiket.
Végil a mintdkat 550 °C-on 2 6ran keresztiil hamusitasi eljarassal elégettiik, majd hiilés utan
ismét lemértik a tbmeguket. A hamumentes szaraztomeget Ggy adtuk meg, hogy kivontuk a
hamusitas utani tdmeget az eredeti szarazanyag tomegbOl, ez reprezentalja a csempén
lerakddott 0sszes szervesanyag mennyiségét, beleértve az algakat, baktériumokat, gombakat,
¢és a holt szervesanyagot. Minden tora, a belehelyezett csempékrdl gyiijtott mintdk alapjan
kiszamoltuk a perifiton-biomasszat, atlagos hamumentes szarazanyag toémegben (mg/csempe)

kifejezve (lasd: 9. tablazat).

3.2. Statisztikai elemzések

Minden statisztikai analizist R-kdrnyezetben végeztink (R 3.1.0, R Core Team 2014), az
,nlme”, ,,AICcmodavg”, és ,,vegan” csomagok hasznalataval. Az dsszes toban kiszamoltuk a
mintazott taxonok atlagos denzitasat, amit a kézi-haldzassal és a kvadrat modszerrel gytijtott
allatok atlagos egyedszamanak a mintazott viztérfogattal valé elosztasaval becsiltink (pl.: 0.38
m? vizfenék teriilet megszorozva az atlagos vizmélységgel). Minden toban szamszer(isitettiik a
ragadozoveszély és a kompeticio mértéket, a ragadozOk és versenytarsak sulyozott
denzitadsanak szamolédsaval. A ragadozok esetében korabbi vizsgalatokbol szarmazo relativ
veszélyességekre vonatkozd becsléseket hasznaltunk (lasd: Crossland és Alford 1998,
Henrikson 1990, Hettyey et al. 2011, Van Buskirk és Arioli 2005, Van Buskirk és Schmidt

2000), melyet a kovetkezOképpen stlyoztuk: karcsu acsafélék larvainak denzitasa (Aeshna spp.
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és Anax spp.), szegélyes csikbogar (Dytiscus marginalis) imagé és larva denzitas, valamint
egyéb kisebb méretii csikbogar fajok (Acilius spp.) imagdinak denzitdsa 3-al volt stlyozva; a
vizipoloskakhoz tartoz6 (Nepomorpha) hanyattiszé poloska (Notonecta spp.) imagok, kifejlett
pettyes g6te (Lissotriton vulgaris), és alpesi géte (Ichthyosaura alpestris) denzitas 2-vel volt
sulyozva; mig a laposhasu acsa (Libellulidae) larvak, piocak (Hirudinea), és a kis testli (<15
mm) vizipokok (Dolomedes spp.) denzitasa 1-el volt silyozva. A versenytarsak denzitasa a
barna varangy, erdei béka (Rana dalmatina) és a gyepi béka (Rana temporaria) larvék esetében
3-al volt sulyozva, mivel az altalunk vizsgalt barna varangy ebihalakhoz hasonl6 testmérettel
rendelkeztek és hasonlé fejlédési stadiumban voltak; azonban a z6ld levelibéka (Hyla arborea)
ebihalak denzitasat 2-vel stlyoztuk, mivel ezek a faj szaporodasi sajatsagai miatt a mérés idején
még sokkal Kisebbek és fiatalabbak voltak; végul az olyan gerinctelen taxonok denzitésa,
melyek étrendjének elemét képezi a perifiton biomassza: tegzes larvak (Trichoptera), kérészek
(Ephemeroptera), viziaszkak (Asellus spp.), bolhardkok (Gammaridae), 1-el voltak sulyozva.
Tehat a ragadozoveszélyt minden té esetében a kovetkez6képpen szamoltuk: 3 x (karcsu acsak
+ sz. csikbogar + tobbi csikbogar) + 2 x (hanyattiisz6 p. + pettyes gote + alpesi gbte) + 1 x
(laposhasu acsak + piocak + vizipokok), kompeticio mértékét pedig: 3 x (Bufo + Rana) + 2 x
Hyla + 1 x (tegzesek + kérészek + viziaszkak + bolharakok), ahol minden egyes taxonnak az 1
m? vizre esd 4tlagos egyedsiiriiségét vettiik alapul. Fékomponens analizissel (PCA) vizsgaltuk
a tavak altalunk mért hét fizikai és kémiai jellemzdjében valo valtozatossdgot. Az elsd
fokomponens a variancia 39% -at magyarazta, és pozitivan korrelalt a vizfelszin méretével, a
vizmélységgel, a lombkorona fedettséggel, az oxigéntartalommal és a konduktivitéssal,
valamint negativan a vizhdmérséklettel és a vizalatti ndvényzet boritasaval (10. tablazat). igy a
kiszaradasra kevésbé hajlamos tavakhoz (azaz a nagyobb, mélyebb, hiivosebb tavak, amelyek

nagyobb lomb fedettséggel rendelkeztek) nagyobb értékek tartoztak

10. tablazat. A PC1- hez tartoz6 loading értékek (Eigenvalue: 1.65), és korrelacids koefficiensek.

T6 jellemzok Loading r

Oldott oxigén tartalom 0,48 0,79
Vizalatti nbvényzet boritasa -0,43 -0,71
Hoémérséklet -0,40 -0,66
Lomb-fedettség 0,37 0,61
Vizmélység 0,33 0,54
Konduktivitas (log-transzformalt) 0,31 0,51
Vizfelszin mérete (log-transzformalt) 0,30 0,49

A tovabbiakban a PC1-score-okat hasznaltuk az elemzésekben.
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A kémiai védekezés mennyiségi €s mindségi viszonyait két valtozoval irtuk le: 1) a
bufadienolid komponensek ebihalankénti atlagos szdmaval, valamint 2) a teljes bufadienolid-
mennyiséggel. Linearis kevert modellekkel (LME) teszteltlik a ragadozoveszély, a vetélytarsak
denzitasanak, a perifiton-biomasszanak és a viztest allandésaganak hatasat az ebihalak kémiai
védekezésére. Modelldiagnosztikaval ellendriztiik (residualis plotok) a feltételeknek valo
megfelelést. A teljes bufadienolid-mennyiség, a ragadozoveszély és a perifiton biomassza
adatokat logio-transzformaltuk, hogy javitsuk a modell-illeszkedést. Minden fiiggd valtozd
elemzését két lépesben végeztik el. El6szor megvizsgaltuk az adatok random-hatas
struktarajat, teljes modell segitségével; vagyis mind a 4 magyarazo valtozot fix hatasokként
vittik be, és 0Osszehasonlitottuk a kalonféle random hatdsokat tartalmazé modellek
illeszkedéset. Négy random struktira azt feltételezte, hogy a kémiai védekezés a tavak kozotti
tavolsaggal kilénbdzott, egy bizonyos funkciot kdvetve. Harom random struktara feltételezte,
hogy a kémiai védekezés a tavak kozott, vagy az orszagok kozott, vagy mindkettd kozott
kulonbozott, de ezek a kilonbségek nem a térbeli tavolsagok kdvetkeztében voltak
megfigyelhetok. A null modell nem feltételezett random hatasokat. Ezt a 8 modellt
hasonlitottuk 6ssze Akaike-féle informéacios kritérium (AIC) segitségével, és minden egyes
fliggd valtozo esetében a legalacsonyabb AIC értékli modellt valasztottuk. A méasodik Iépésben,
az elso 1épésben kivalasztott random-hatas struktarat alkalmaztuk, valamint szdmszerusitettiik
a fix hatasok relativ fontossagat AICc-n (mintaszamra korrigalt AIC) alapul6 informacio-
elméleti modell-6sszehasonlitassal. Olyan lehetseéges modelleket allitottunk dssze, amelyek a
négy okoldgiai prediktor kiilonb6zd kombindacidit tartalmaztak, és a modelleket AICc értékiik
szerint rangsoroltuk. Mivel egyik modell sem volt egyértelmiien jobb a tobbi modellnél, ezért
modell-atlagolast alkalmaztunk, melynek soran a modellekbdl kiszamitottuk az egyes
paraméterek atlagat, mely soran az adott modellt Akaike sullyal (®) stlyoztuk. 95 %-0s
konfidenciaintervallummal végeztlik a teszteket. A hatdsnagysagok standardizalt becslésénél
(amely 0sszehasonlithatd a modellben 1évé prediktorok kozott) minden egyes prediktor
esetében a modellek Akaike sulyait (Xm) 0sszegeztiik, ami relativ fontossagukat fejezte ki.
Egy alternativ megkdzelitést is alkalmaztunk az adatok kiértékelésére: minden to
esetében kiszdmoltuk, hogy az ebihalak hany szédzaléka tartalmazta az ©sszes ott talalt
bufadienolid komponenst, és ezen adatok alapjan kiszamoltuk az egyes tavak kozotti
kilénbségeket Canberra-tavolsagban kifejezve, mely kevésbe torzitja az eredményeket a
nagyobb mennyiségben eléforduld vegyiiletek irdnyaba, mint a tobbi eltérési mutatd (Krebs
1999). Létrehoztunk egy az egyes ragadozok nem sulyozott denzitasan alapul6 kiillonbozdségi

matrixot (8 taxon, a két géte fajt egyként szamoltuk, mert az alpesi géte nem volt jelen a magyar
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tavakban), és a versenytarsak esetében is egy ugyanilyet (6 taxon, a két Rana faj 0ssze lett
vonva, a H. arborea pedig kizarva, mert csak egy toban talaltuk meg). Ezutdn Mantel-teszteket
hasznéltunk, hogy becsulhessik a matrixok kdzotti korrelaciot, amely leirja a bufadienolidok
gyakorisagan, valamint a ragadozdk vagy a versenytarsak kozosségenek sszetételén alapuld

hasonlosagot.

3.3. Eredmények

Osszesen 16 féle bufadienolid komponenst talaltunk a barna varangy ebihalakban (11. tablazat).
Az ebihalankénti komponensek szdma erds térbeli struktiraltsagot mutatott, mely leginkabb a
Magyarorszagi (atlag +SE: 13.10 + 0.45) és az Ausztriai (10.62+ 0.66) tavak kozott
mutatkozott, a két région bellli tavak kozotti valtozatossag ugyanakkor a térbeli tavolsagtol
fliggetlen volt (11. tablazat). A 16 komponens kdzil 7 kevésbé volt gyakori (az ebihalak kisebb
%-aban volt megtalalhatd) Ausztridban, mint Magyarorszagon, és egy teljesen hianyzott az
ausztriai mintakbdl (11. tablazat).

11. tablazat. A barna varangy ebihalakban talalt bufadienolid komponensek, és az ezeket tartalmazo
ebihalak aranya szazalékban kifejezve. A tablazatban az az 1 komponens nem szerepel, melyet csak
Magyarorszagon talaltunk meg

% elofordulas

Komponens m/z Retencios id6 (perc) )
Ausztria Magyarorszag

Gamabufotalin 403 3,6 81 90
Telocinobufagin 403 8,9 100 99
Bufotalin 445 9,7 100 100
Bufalin® 387 14,7 36 74
Ismeretlen komponens 1 417 4,5 90 92
Ismeretlen komponens 2 417 51 100 100
Ismeretlen komponens 3 415 6,1 100 98
Ismeretlen komponens 4 403 6,7 93 97
Ismeretlen komponens 5" 729 6,9 2 54
Ismeretlen komponens 6 401 111 91 97
Ismeretlen komponens 7* 757 17,2 0 34
Ismeretlen komponens 8 573 18,7 100 97
Ismeretlen komponens 9" 571 20,1 74 89
Ismeretlen komponens 10" 367 21,7 57 93
Ismeretlen komponens 11" 365 22,8 2 21
Ismeretlen komponens 12" 601 245 36 76

A csillaggal jeldlt bufadienolid komponensek szignifikansan ritkdbban voltak jelen az ausztriai mintakban,
mint a magyarokban (y? tesztek eredményei alapjan)

59



Az ebihalankénti teljes bufadienolid mennyiség szintén erds térbeli struktiraltsdgot mutatott,
mely a tavak kozotti random valtozatossaggal volt legjobban leirhato, tekintet nélkil a térbeli
tavolsagra (12. tablazat). Habar a modellek viszonylag jol magyaraztak a tavak kozti térbeli
kilénbségeket (12. tAblazat), az ebihalak teljes bufadienolid tartalmaban Magyarorszag (31.68+
1.16 ng/ mg) és Ausztria (34.96x 1.25 ng/mg) kdzott nem volt szignifikans kilonbség (12.
tablazat).

12. tablazat. A kiilonboz6 random-hatés struktaraju lineéris kevert modellek AIC-értékei

Random hatasok Kompgnensek Teljes bufagji,enolid
szama mennyiség
Nincs 799,24 87,08
Orszag 757,2° 89,02
T6 709,8¢ 46,3
T6 az Orszagba agyazva 707,2¢ 48,3
Gauss-i térbeli korrelacio 759,40 47,4°
Exponencialis térbeli korrelacio 711,4¢ 478"
Szférikus térbeli korrelacid 711,0¢ 475°P
Rational quadratic térbeli korrelacid 759,4° 478"

Minden modell tartalmazta a ragadozdveszélyt, a versenytarsak denzitasat, a perifiton
biomasszat, valamint a t6-allandosagot, mint fix hatast. A kisbetiik a likelihood-ratio
tesztek altal eredményezett homogén alcsoportokat jelolik: azoknal a modelleknél,
melyek kiilonb6z6 betlivel vannak jelolve, a modellilleszkedés kiilonbozott. A legjobban
illeszkedé modellek félkdvér betiitipussal vannak jelolve

Az ebihalakban talalhaté bufadienolid komponensek szaméanak eltérésében az AICc-n alapuld
modell-6sszehasonlitasok alapjan a versenytarsak denzitdsa fontos magyardzé valtozénak
bizonyult (13. és 14. tablazat). A legjobban illeszked6 modell csak a versenytarsak denzitasat
tartamazta, mint egyediili prediktort, ugyanakkor ez a prediktor minden AAICc < 2 modellben
szerepelt, ezek pedig mind jobban illeszkedtek, mint a null model (13. tablazat). A
versenytarsak denzitasanak relativ fontossaga 2-3-szor nagyobb volt, mint a masik 3 prediktor
fontossaga (14. tablazat). A bufadienolid komponensek szdma a kompeticié er6sédésével
parhuzamosan nétt (15. dbra), mig az egy ebihalban talalhato teljes bufadienolid mennyiség
tavak kozotti valtozatossaga egyik prediktorral sem volt egyértelmiien magyarazhato (13. és
14. tablazat), bar a versenytarsak denzitasa, a to-allanddsag és a ragadozdveszély mind relativ

fontosabbnak bizonyult (kb. kétszeresen), mint a perifiton biomassza (14. tablazat).
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13. tablazat. Linearis kevert modellek AIC -érték alapjan sorrendbe allitva, a becsult paraméterek szama
(K), az adott modell AIC.-értékének a legalacsonyabb AIC. értékt6l vald eltérése (AAIC,), és az Akaike-
suly (o) minden modellnél feltiintetve, ahol a pediktorok a kovetkezé képpen vannak kodolva:
ragadozoveszély (RAG), versenytarsak denzitasa (KOMP), perifiton biomassza (TAPL), t6-alland6sag
(TOALL)

Prediktorok K AlC, AAIC, [0)

a) A bufadienolid komponensek szdma

KOMP 5 708,73 0,00 0,22
TOALL + KOMP 6 709,04 0,31 0,19
TAPL + KOMP 6 710,44 1,70 0,09
TOALL + TAPL + COMP 7 710,46 1,73 0,09
KOMP + RAG 6 710,53 1,80 0,09
NULL 4 711,12 2,39 0,07
TOALL + KOMP + RAG 7 711,20 2,47 0,06
TAPL + KOMP + RAG 7 712,31 3,57 0,04
TOALL 5 712,44 3,71 0,03
TOALL + TAPL + KOMP + RAG 8 712,65 3,92 0,03
TAPL 5 713,15 4,42 0,02
RAG 5 713,21 4,48 0,02
TOALL + RAG 6 714,22 5,48 0,01
TOALL + TAPL 6 714,44 5,71 0,01
TAPL + RAG 6 715,26 6,53 0,01
TOALL + TAPL + RAG 7 716,14 7,40 0,01
b) Teljes bufadienolid mennyiség
TOALL + KOMP 5 26,29 0,00 0,19
TOALL 4 26,78 0,49 0,15
TOALL + KOMP + RAG 6 27,18 0,89 0,12
KOMP + RAG 5 27,79 1,50 0,09
TOALL + TAPL + KOMP 6 28,43 2,14 0,06
RAG 4 28,58 2,29 0,06
NULL 3 28,65 2,36 0,06
TOALL + RAG 5 28,67 2,38 0,06
TOALL + TAPL 5 28,81 2,52 0,05
TOALL + TAPL + KOMP + RAG 7 29,32 3,03 0,04
TAPL + KOMP + RAG 6 29,88 3,59 0,03
KOMP 4 30,04 3,75 0,03
TAPL + RAG 5 30,50 4,21 0,02
TOALL + TAPL + RAG 6 30,63 4,34 0,02
TAPL 4 30,75 4,45 0,02
TAPL + KOMP 5 32,13 5,84 0,01

A modellek mindkét fiigg valtozd esetében tartalmaztak a 12. tablazatban félkovér
betiitipussal feltiintetett random hatasokat.
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15. abra. Az ebihalankénti bufadienolid komponensek szdménak és a versenytarsak sulyozott
denzitasanak kapcsolata. Az atfedo adatpontok egymashoz képest minimalisan elcsusztatva
szerepelnek; a regresszids egyenes abban az LME modellben lett illesztve, ahol a té az orszagba dgyazva
szerepelt, mint random hatés.

14. tdblazat. Az 6kologiai faktorok relativ fontossaga (X.), €s a modellatlagolt paraméterbecslések
(bav), 95 %-0s konfidencia intervallummal (95 % CI).

Modell Yo Dav 95 % CI
a) Bufadienolid komponensek szdma
Ragadozdveszély” 0,27 -0,14 -1,66, 1,38
Versenytarsak denzitasa” 0,81 0,86 0,16, 1,56
Perifiton biomassza® 0,30 -0,87 -3,37,1,63
To-allandosag 0,43 0,32 -0,12,0,76
b) Teljes bufadienolid mennyiség
Ragadozoveszély” 0,44 -0,13 -0,34, 0,08
(0,74) (0,46, 1,20)
Versenytarsak denzitasa” 0,57 0,08 -0,02, 0,18
(1,20) (0,95, 1,51)
Perifiton biomassza” 0,25 0,03 -0,31, 0,37
(1,07) (0,49, 2,34)
Té-allanddsag 0,69 0,06 0,0,12
(1,15) (1,00, 1,32)

A csillaggal jelzett valtozok értékei logio-transzformalva lettek az elemzések el6tt; a paraméterbecslések a
transzformalt értékekre vonatkoznak. A teljes bufadienolid mennyiségnél a zarojelben levo értékeket vissza-
transzformaltuk, mutatva az eredeti értékekhez képest aranyos kiilonbségeket (ng/mg).
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Mindazonaltal, a legjobban illeszkedé modell tartalmazta mind a t6-allandésagot, mind a
versenytarsak denzitasat, és ez a két prediktor 4-bél 3 modellben szerepelt, mely kozoétt a
AAICc < 2 volt, és melyek mindegyike jobban illeszkedett, mint a nullmodel (13. tablazat).
Tovébb4a, az ebihalak nagyobb mennyiségli mérget tartalmaztak olyan tavakban, ahol erdsebb
volt a kompeticiés nyomas és ahol a td vizallasa allandobb (16. abra). Ezzel szemben a
ragadozdveszély és a perifiton biomassza hatasa bizonytalan volt (14. tablazat).

A 19 t6 méregoOsszetételen alapulé csoportositasanal (az ebihalak azon %-a, mely
minden bufadienolidot tartalmazott) a csoportok a versenytars-kzosség dsszetetelével voltak
osszefliggésben (Mantel teszt: r=0.39, P=0.015; 17. &bra), mig a ragadozo-kdzdsség

dsszetetelével nem taldltunk dsszefuggést (r=0.04, P=0.368).
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16. dbra. Az ebihalankénti teljes bufadienolid mennyiség és a té-allandosag kapcsolata (PC1 score-ok,
ahol a magasabb értékek a kiszaradas kisebb valdszintiségét jelzik). Illusztracios célbdl a tavakat két
csoportra osztottuk a benniik levé kompeticidos nyomas erdsségének (versenytarsak sulyozott
denzitasanak) megfeleléen. A regresszids egyeneseket LME modellek alapjan illesztettiik, ahol a té mint
random hatés szerepelt. Az atfed6 adatpontokat hozzajuk zajt adva tettiik lathatova.
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17. dbra. A tavak hasonldség szerinti csoportositasa (a) a méregosszetétel és (b) a kompetitor-k6z6sség
szempontjabol. A tavak nevei el6tt szerepel az adott orszag kétbetiis kodja (AT: Ausztria, HU:
Magyarorszag). A magassagok a csoportok kozotti Canberra-tavolsagokat jelzik.

3.4. Ertékelés

A vizsgalt természetes tavakban él6 barna varangy ebihalak kémiai védekezésében
nagymértékii valtozatossagot észleltiink. A kiilonb6z0 méregkomponensek szama az
ebihalakban 3 és 16 kozott mozgott, és a teljes bufadienolid mennyisége 1-t61 egészen 200 ng
/ mg-os tartomanyig terjedt. Ez a hasonlo fejlettségi allapotban levé ebihalak kozti
véltozatossag jelentds térbeli struktiraltsdgot mutatott; ugyanabbdl a tobol szarmazd ebihalak
hasonldbbak voltak egyméashoz, mint mas tavak ebihalaihoz, és a magyarorszagi ebihalak
tobbféle méregkomponenst tartalmaztak, mint az osztrak tavak egyedei. Legjobb tudoméasunk
szerint, ez az els6 olyan tanulmany, melyben olyan kétéltliek kémiai védekezésében mutattak
ki foldrajzi valtozatossagot, melyek de novo termelik mérgiiket (Daly 1995, Uveges et al.,
2017), habar szamos olyan tanulmany létezik, amely hasonl6 populécidk kdzotti kiilonbségeket
talalt olyan fajoknal, melyek a taplalékukbol nyerik a mérguiiket (Daly 1995), vagy amelyek
méregszintetizald képessége nem egyértelmii (Hanifin et al. 2003). A tavakon beldli
hasonlosagok és a tavak kdzotti eltérések egy része tukrozhet csaladok kozotti kiillonbségeket,
mivel lehetséges, hogy ugyanabbdl a tobol testvéreket gytjtottiink. Eredményeink azonban azt
mutattak, hogy a bufadienolid-valtozatossag jelentds része a tavak okologiai jellemz6i kozotti
kiilonbségeknek tulajdonithatd, ami arra utal, hogy a varangyok toxicitdsa nem véletlenszeriien

varidl tavak kozott. Habar a véletlenszerli neutralis folyamatok, mint példaul a genetikai
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sodrodas, hozzajarulhattak a megfigyelt mintazathoz, korrelativ eredményeink arra utalnak,
hogy az legalabbis részben helyi adaptaciobdl és/vagy fenotipusos plaszticitasbol eredeztethetd,
hisz a ragadozok elleni védekezésben megmutatkozd plaszticitas mértékében kialakulhat
lokalis alkalmazkodas (Kishida et al. 2007; Van Buskirk 2014; Hettyey et al. 2016).

Az ebihalak toxicitasanak valtozatossagat a versengés er0ssége magyarazta a legjobban,
hiszen ndvelte mind a bufadienolid vegyuletek szdmét, mind (bar kisebb mértékben) teljes
mennyiségét az ebihalakban. Ezeket az eredményeket a klaszter-analizis eredményei is
megerdsitették, ami azt mutatta, hogy azok a tavak, melyek ebihalai hasonlo toxindsszetételt
tartalmaztak, hasonlobb versenytars kozosséggel is rendelkeztek. Eredményeink alatamasztjak
azt a hipotézist, miszerint a barna varangy ebihalak méregtermelésiiket a versenytarsak
jelenlétéhez igazitjak (Hettyey et al. 2014; Bokony et al. 2018) nagyobb mennyiségii mérget
termelve erdsebb kompeticios nyomds esetén, vagy a méregkomponensek nagyobb
valtozatossagaval, amikor a versenytarsak kozossége is valtozatosabb. A Bufo és a Rana
ebihalak messze a leggyakoribb kompetitorok voltak az altalunk mintazott tavakban (2,3-
101300 ebihal / m3, median: 1367, mig 0-1321 gerinctelen kompetitor / m3, median: 0,7), ami
arra utal, hogy a versenytarsak befolyasa a méregtermelésre nagyrészt az ebihalak stirliségével
all 6sszefiiggésben.

A kétéltularvak kozotti kémiai interferencia meglétét mar régota feltételezik, de annak
mechanizmusa (pl. metabolikus melléktermékek, specifikus névekedésgatlok, vagy fakultativ
parazita algak mint kozvetitok) még mindig vita targyat képezi (Griffiths et al. 1993, Licht
1967, Wells 2007). A toxinokat, mint a versengés kimenetelét potencialisan befolyasol6
tényezoket ritkan vették figyelembe (14sd Crossland 1998, Crossland és Shine 2012); de méara
mar kisérletes bizonyiték is van arra, hogy a megndvekedett méregtermelés valdéban a
versenytarsak jelenlétére adott plasztikus valasz része lehet, bar ezek a valaszok nem mutattak
mérhet6 allelopatikus hatast a versenytarsakra (Bokony et al. 2018).

A mérgek valtozatossaga és a versenytarsak denzitasa kdzotti pozitiv korrelacio alternativ
magyarazata lehet az, hogy a toxikusabb ebihalaknak nagyobb tulélési esélyei vannak (a
hatékonyabb ragadozé-ellenes védelem miatt), ami noveli a versenytarsak stiriségét azokban a
tavakban, ahol a varangyok a véletlenszerli valtozatossag vagy lokalis adapticié miatt
mérgezObbek a ragadozok szamara. Ebben az esetben a kompeticio hatasa kizarolag a varangy
ebihalak denzitasanak lenne tulajdonithatd. Ezt azonban eredményeink nem tdmasztottak ala:
Osszehasonlitva a versenytarsak denzitasanak hatasat (a bufadienolid komponensek szadmara),
a Bufo ebihalak siirtiségének hatasa a teljes hatasnak kevesebb, mint a felét tette ki. Ezért

valosziniitlen, hogy a nagyobb varangy-egyedsiiriiség kovetkezménye lett volna a magasabb
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toxicitas.

A mésik okoldgiai prediktor, amely fontosnak bizonyult, a tavak allandésaga volt: az
ebihalak &ltaladban nagyobb mennyiségben tartalmaztak bufadienolidokat azokban a tavakban,
amelyek kisebb valoszinliséggel szaradnak ki. Ennek egyik magyarazata lehet, hogy a
méregtermelésnek olyan koéltségei vannak, amelyeket csak az allandobb kortlmények kdzott
nevelkedett ebihalak engedhetnek meg maguknak. Kimutattak, hogy a kiszéradas kockézata
(mint példaul a vizszint csokkenése) felgyorsitja a larvak fejlddését szamos kétélti fajban, ami
viszont a csokkent testméret aran kdvetkezhet be (Richter-Boix et al. 2011). Ez val6sagos
kockazatot jelentett a vizsgalatunkban résztvevd bizonyos ebihalak szdmara, mivel a megfigyelt
tavak egyike a tavasz folyaman teljesen kiszaradt, néhany tovabbi pedig a vizsgalat ideje alatt
a kora tavaszi méretlk egy-két szazalékara csokkent. Az ilyen viztestekben fejlédo ebihalaknak
a lehet6é legrovidebb id6 alatt kell eljutniuk az atalakulasig, igy ezek kevésbeé fektethetnek
koltséges folyamatokba, mint példaul a toxinvegyuletek szintézisébe. Ezt a hipotézist azonban
korabbi vizsgalatunk eredményei nem tamasztjak ala, ahol azt tapasztaltuk, hogy a larvalis
méregtermelés nem jar jelentds koltségekkel. Erdekes modon ezt a nyilvanvald csereviszonyt
nem enyhitette a nagyobb taplalék-gazdagsag, ebbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
periphyton biomassza elhanyagolhatd hatast gyakorolt a kémiai védekezésre, annak ellenére,
hogy ez a taplalékforras fontos az ebihalak fejlddéséhez. Azonban mivel olyan tavakat
figyeltiink meg, amelyekrdl ismert, hogy a varangyok allando szaporodohelye, €s amelyek
viszonylag nagy ebihal populacioknak adnak otthont, elképzelhetd, hogy mintaink csak igen jo
mindségii él6helyek koziil keriiltek ki, ahol mindeniitt jo a taplalékellatottsag. gy lehetséges,
hogy ezeken az ¢l6helyeken (atl. 0,8-9,5 mg perifiton csempénként) a bdséges
taplalékellatotsdg nem korlatozza a bufadienolid szintézist.

Meglepd modon eredményeink nem tamasztottak ala azt a hipotézist, miszerint a
ragadozoveszély fokozott kémiai védekezést indukal. Ez annak a ténynek tudhaté be, hogy a
vizsgalt tavakban €10 ragadozok tobbsége gerinctelen, melyek kevésbé érzékenyek a varangy
mérgekre, mint a gerincesek. Egy metaanalizis pl. azt talalta, hogy a halak és farkos kétéltiiek
kétszer annyira talaljak rossziziinek a kétéltli zsdkmanyt (larvak vagy tojasok), mint a rovarok,
¢s azok az ebihalak, melyek ragadozo halakkal fordulnak el6 egy vizben, varhatéan rosszabb
izlieck a halak szdmara (Gunzburger és Travis 2005). Mindazondltal, mi nem taldltunk
Osszefliggést a gbték denzitasa és az ebihalak kémiai védekezésének kiilonbségei kozott.

A ragadozd-hatds hianyanak alternativ magyardzataként lehetséges, hogy a kemiai
védekezés kismértékli plaszticitdst mutat predaciés veszély esetén, ha ez utdbbi

kiszamithatatlanul és igen gyorsan valtozik (pl. egyes ragadozok, mint példaul a rovar imagdok
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¢és a g6ték a tavak kozott migralhatnak) és a hibak koltsége nagy (vagyis a ragadozok kemiailag
nem kelléen védett ebihalakat zsdkmanyoljdk). Az ebihalaknak valdszinlileg inkabb
tdmaszkodniuk kell a gyors viselkedésbeli alkalmazkodasra, amikor ragadzoveszélyre
reagalnak (Marquis et al. 2004). Ezzel szemben a versenytarsak kdzossége viszonylag
kiszamithato lehet a larvalis ontogenezis soran (mivel a kétéltli versenytarsak nem mozognak a
tavak kozott), es az esetleges indukalt valasz hidnya sem jelent rajuk potencialis életveszélyt.
Ezért a kémiai védekezésben nagyobb szintii plaszticitast feltételezink a versenytarsakra
valaszul, a ragadozdkkal szemben pedig inkabb konstitutiv méregtermelést varunk.

A konstitutiv ragadozok elleni toxicitas koncepcidja 6sszhangban van a kozelmult
kutatasainak kisérletes eredményeivel, melyekben a kétéltti larvakat ragadozd veszélyt
szimulald jeleknek tették ki, azonban a kezelésnek semmilyen hatasat nem figyelték meg a
larvak kémiai védekezésére (Brossman et al. 2014; Uveges et al. in prep., de ennek ellentmond
Hettyey et al. in prep.). Viszont ezeknél a vizsgalatoknal a larvakori mérgek vagy hianyoztak,
vagy nem voltak detektalhatébak (Benard és Fordyce 2003), vagy valdsziniileg anyai
oroklédéstiek és nem is vilagos, hogy az allatok de novo termelik-e a mérglket (Brossman et
al. 2014). Emiatt a méregtermeld allatoknal a ragadoz6 indukalt védekezés versus lokalisan
adaptalodott konstitutiv védekezés kérdésének megértéséhez tovabbi vizsgalatokra van
szukség.

Végiil, az is figyelemre mélt6, hogy nagy egyedek kodzotti variabilitas mutatkozott még a
legerésebb Osszefiiggések esetében is, bdséges helyet hagyva egyéb prediktoroknak, melyeket
ebben a tanulmdnyban nem vizsgaltunk. Példaul, bizonyos varangyokban termelddott
vegyuleteknek antimikrobialis hatasa van (Cunha Filho et al. 2005, Tempone et al. 2008); igy
a kiilonboz6 tavakban talalhaté patogén kdzodsségek szintén befolyasolhatjdk az ebihalak
kémiai védekezését. A kétéltliek potencidlis patogénekben gazdag vizi és szarazfoldi
kornyezetben élnek (pl. lassu folyodk, tavak, arkok, foldalatti Uregek, bomlé faronkok) melyek
kiléndsen alkalmasak patogén mikrobak vagy gombak fejlodéséhez, mégis a kétéltliek ritkan
esnek ezeknek a fert6zéseknek az aldozataul. Tehat a borfelszinen miik6d6 anti-mikrobialis és
gombaellenes védekezd rendszer nyilvanvald kovetelmény a kétéltliek taléléséhez (Habermehl
1974, Alvarado 1979, Duellman ¢és Trueb 1986), mely a kétéltiek jol fejlett
immunrendszerének részeként tekinthetd (Manning és Turner 1976). A kétéltii-betegsegek
kdzelmdaltbeli terjedése miatt a defenziv anyagok szerepe - a velesziiletett immunvalasz
részekent - minden bizonnyal nagyobb figyelmet érdemel (Woodhams et al. 2006).
Eredményeink mindenesetre 6sszhangban vannak egyéb tanulmanyok eredményeivel,

miszerint a fajtarsak magas denzitasa az él6helyen kivalthat fokozott kémiai védekezést, mig a
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ragadozoveszély kisebb mértékii negativ hatassal lehet ra (Groner et al. 2014). Es mivel a
fajtarsak magasabb denzitasa mellett megndvekszik a parazitak és egyéb patogének atadasanak
veszélye (Briggs et al. 2010) és az egyedek nagyobb eséllyel fogékonyak a fajtarsak
betegségeire, mint egyéb fajtol szarmazd egyedek betegségeire (Freeland 1983).
Kutatdcsoportunk eredmeényei is alatamasztjak a hipotézist, miszerint az ebihalak tobb
bufadienolidot termelnek megemelkedett fert6zési kockazat esetén (Bokony et al. 2018).

A feltart térbeli struktdraltsag azt sugallja, hogy a méregtermelést erés genetikai hattér
¢s/vagy anyai hatasok hatdrozzak meg, talan a kiilonboz6 €letszakaszokban fennalld predacios
kockazat tipusaban, intenzitasaban és kiszamithatosagadban vald konstitutiv védekezésre
szelektalddas eredményeképpen. Tovabbi érdekes lehetség, hogy a kétéltiiekben €16 baktérium
fléra in situ biotranszformacioja jarul hozza a toxinkomponensek sokféleségéhez (Hayes et al.
2009b). Ezekre a részletekre kiterjedd kisérletes vizsgalatok sok mindent tudndnak felfedni
azzal kapcsolatban, hogy az evolicido hogyan finomitja az 0Osszetett életmeneti allatok

konstitutiv és indukalhaté kémiai védekezését.
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4. Fejezet: A viselkedési plaszticitas idobeli valtozasanak vizsgalata
ragadozdveszély és taplalékforras fliggvényeben barna varangy ebihalaknal

4.1. Anyag és modszer

A vizsgalatot ugyanazoknak az ebihalaknak egy részén végeztik el, amelyeket a 2. fejezetben
leirt vizsgalatban hasznaltunk, tehat az allatok gytiijtése és tartasa az ott leirtak szerint tortént
(lasd: 2. Fejezet: 2.1. Anyag €s modszer).

A 2. Fejezetben leirtak szerint, 8 barna varangy part gyijtottiink, melyeket kiilon-kulon,
120 l-es dobozokba petéztettiik, utddjaikbol pedig azt kdvetden, hogy elérték a szabadon Usz6
stddiumot, csaladonként 40 egészséges példanyt véletlenszertien kivalasztottunk, majd 2 literes
nevelddobozokba helyeztiik Oket egyesével, melyeket 7 dl mesterséges lagy vizzel (RSW;
APHA 1985) toltottunk fel. A dobozokba 3-3 biikklevelet helyeztiink, mely az ebihalaknak
buavohelyiil szolgalt. A hémérséklet a laborban 22°C és 17 °C kozott ingadozott, 13-11 6ras
fény-sotét ciklusok valtakozasa mellett. A laboratoriumban a térbeli hémérsékleti
egyenlOtlenségek hatasanak Kikiiszobolésére a Kkisérletet faktoridlis randomizalt blokk
elrendezésben allitottuk fel a kovetkezo faktorokkal: ragadozo jelenlétét szimulalo kémiai jelek
jelenléte, illetve hidnya, valamint ad libitum, illetve csokkentett taplalékmennyiség. Nyolcvan
ebihalak osztottunk be véletlenszeriien a kezelési kombinaciokba, ami 6sszesen 320 ebihalat
eredmeényezett, melybdl 312 ¢élt tal a kisérlet végéig.

A ragadozok jelenlétét az ebihalak tartovizébe naponta adagolt 25 ml “ragadozoszag’-
szuszpenzioval szimulaltuk, mely a kisérletekhez hasznalt 15 pettyes gbte tartovizébdl és
fajtarsak homogenizatumanak elegyébdl allt (lasd 2. Fejezet: 2.1. Anyag és modszer). Az
ebihalalkat naponta, finomra daralt nyultap és haleledel 4:1 aranyl keverékevel etettik: az ad
libitum taplalékkal nevelt ebihalak testtomegiik 9, késébb 12%-at a csokkentett
taplalékmennyiség mellet neveltek pedig 3, késobb 4 %-at kaptak az etetésekkor. A beadott
taplalék mennyiségét folyamatosan korrigaltuk az ebihalak aktualis sulydnak megfeleléen. A
tartovizet minden harmadik napon teljesen lecseréltik.

A viselkedési adatokat a kisérlet soran 6 idépontban, az 5., 9., 13., 17., 21. és 25. napon
rogzitettiik, napi 8 alkalommal. A mintavételezés szinte a teljes larvalis idészakot lefedte, mivel
az ebihalak a 27. napon mar elkezdtek atalakulni. A mintavételezésnél ovatosan kozelitettiik
meg a tartoedényeket, majd a lathatosagot és a lathato allatok aktivitasat feljegyeztik. Egy

allatot “rejt6zkddének™ itéltlink, ha az a falevelek alatt teljesen lathatatlan volt és lathatonak,
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ha barmely testrésze lathatdo volt. Az aktivitast tekintve inaktivnak kategorizaltuk azon
egyedeket, melyek lathatéak voltak, de mozdulatlanok, és aktivnak mikor legaldbb egy
testrésziilk mozgasban volt a megfigyelés alatt. A megfigyeldi elfogultsagbo6l adodo torzitas
kizarasanak érdekében, a megfigyeld sosem volt tisztaban azzal, hogy a megfigyelt ebihalak

milyen kezeléseknek vannak Kitéve.

4.2. Statisztikai elemzés

Az analiziseink a restricted maximum likelihood becsléseken alapulnak. Elemzéseinket R
kornyezetben végeztiik (3.4.3. verzio, R Core Team 2014). A GzLMM-eket (&ltalanositott
kevert modellek) a ‘glmmADMB’ csomag ‘glmmadmb’ fiiggvénye (Fournier et al. 2012,
Skaug et al. 2013) segitségével futtattuk, hogy becsiljuk, a kezelések miként hatnak a larvalis
fejlédés sordn az ebihalak viselkedésére. A ‘lathatdsdgot’ azon esetek szdmaval jellemeztiik,
melyekben az ebihal a napi 8 vizsgalat alatt lathatonak volt kategorizélva (0-8 skala). A ‘relativ
aktivitast’ gy szamoltuk, hogy az Osszes olyan esetet, mikor az ebihal mozgasban volt a
megfigyelési napon (0-8), elosztottuk azon esetek szdmaval, mikor az ebihal lathaté volt. A
modelleket a lathatésag esetében binomidlis hibaeloszlassal, a relativ aktivitas esetében béta-
binomialis eloszlassal illesztettilk. A viselkedési adatokat fiiggd valtozokként vittiik be a
modelljeinkbe, mig az id6t, taplalékmennyiséget és a ragadozo-kezelést fix faktorokként.
Annak érdekében, hogy a pszeudio-replikaciora kiilonbozé szinteken kontrollaljunk (beleértve
az egyedi valtozatossagot, a szarmazast és a térbeli elhelyezkedést a laborban), az egyedi
identitast és a csaladokat beagyazott random hatésként (az egyedi identitas a csaladba volt
agyazva), a térbeli blokkot mint az eldbbivel keresztezett random hatast vittiik be a modellekbe.
Az 1d6t kovariansként adtuk hozza az egymasba agyazott random hatashoz, hogy kontrollaljunk
a kezelésekre adott viselkedési valaszok id6beli mintazatanak egyedek kozotti kiillonbségeire.
A lathatdsag esetében a megfigyelések sorszamat is bevittik a modellbe, mint keresztezett
random-hatas, ami GLMM-eknél egy megbizhatdé moddszer a talszorodas (overdispersion)
figyelembevételére (pl.: Browne et al. 2005, Harrison 2014). Minden teszt kétoldal( statisztikai
prébara épllt, ahol az alfat 0,05-nek allitottuk be.

4.3. Eredmények

Az ebihalak viselkedése a korai egyedfejlddés soran jelentdsen valtozott és a valtozas mértékét

a nevelési kornyezet (szimulalt ragadozoveszély és taplalékellatottsag) erésen befolyasolta (15.
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tablazat, 18. és 19. abra).

A lathatosagot szignifikansan befolyasolta a taplalék, a ragadozdveszEly €s az id6 kozotti
harmas interakcio (15. tdblazat, 18. abra). Ahol az ebihalak ragadozoveszélyt egyéaltalan nem
érzékeltek (kontroll csoport) és a taplalek korlatozottan allt rendelkezésiikre, ott a levelek alatt
rejtézkodo ebihalak aranya a larvalis fejlédés soran végig hasonld maradt, viszont ha ad libitum
taplalékot kaptak, akkor az id6 eldrehaladtaval enyhén csokkent a lathatosaguk. Szimulalt
ragadozoveszély mellett az ebihalak nagyobb aranyban rejtézkodtek a levelek alatt, mint a

predacios veszélyt jelz6 kémiai jelek hianyaban nevelt fajtarsaik €s ez a hatas idovel er6s6dott

(18. abra).

Taplalékmennyiség
ad libitum csokkentett

0.75

Lathatésag

0.251

O kontroll
@ ragadozé

5. 9. 13. 17. 21. 25. 5 9. 13. 17. 21. 25.
Megfigyelés napja

18. abra: Az ebihalak lathatosaga a taplalékellatottsag, a predacios veszély €s az id6 fiiggvényében. Az
abran azon esetek aranya szerepel, amikor az ebihalak lathatoak voltak (Atlag + SE). A folytonos
vonallal 6sszekotott, kitdltott szimbélumok jelzik azon csoport atlagértékeit, ahol a ragadozéveszélyt
jelzo kémiai ingerek jelen voltak, mig a szaggatott vonallal 6sszekotott lires szimbolumok reprezentaljak
azon csoportok atlagértékeit, ahol ezek nem voltak jelen.
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15. tablazat. A szimulalt ragadozdveszély (Ragadozo), a taplalékmennyiség és az id6 hatasa az ebihalak
lathatdsagara és relativ aktivitasdra GLMM-ek eredményei alapjan.

Fiiggo valtozok Faktorok X2 df P

Lathatosag Ragadoz6 0031 1 0.860
Taplalékmennyiség 36.489 1 <0.001
1dé 78527 1 <0.001
Tapl.m. x Idé 44354 1  <0.001
Ragadozo x 1do 34088 1 <0.001
Ragadozé x Tapl.m. 15696 1 <0.001
Ragadozo6 x Tapl.m. x 1dé 9527 1 0.002

Aktivitas Ragadoz6 53.792 1 <0.001
Taplalékmennyiség 58.919 1 <0.001
1dé 31.187 1 <0.001
Lathatosag 6.817 1 0.009
Tapl.m. x Idé 6.529 1 0.011
Ragadozo x 1d6 0463 1 0.496
Ragadozé x Tapl.m. 0628 1 0.428
Ragadozé x Tapl.m.x Id6 0020 1 0.887

A szignifikdns hatasok a modellekben félkovér betltipussal vannak jeldlve.

Taplalékmennyiség
ad libitum csokkentett

0.8- QO kontroll
@ ragadozdé

ot
P

Relativ aktivitas (%)
o
-

e
L

5. 9. 13. 17. 21. 25. 5. 9. 13. 17. 21. 25.
Megfigyelés napja

19. abra: Az ebihalak relativ aktivitasa a taplalékellatottsag, a predacios veszély és az id6 fliggvényében.
Azon esetek aranyat abréazoltuk, mikor a lathat6 ebihalak aktivak voltak (Atlag + SE). A folytonos
vonallal 6sszekotott, kitdltott szimbdlumok jelzik azon csoport atlagértékeit, ahol a ragadozoveszélyt
jelzo kémiai ingerek jelen voltak, mig a szaggatott vonallal 6sszekotott lires szimbolumok reprezentaljak
azon csoportok atlagértékeit, ahol ezek nem voltak jelen.
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Az aktiv ebihalak aranya 6sszességeben nagyobb volt taplalékhianyos kdrnyezetben, kiiléndsen
a korai larvastadiumokban, majd ez az egyedfejlodés elorehaladtaval egyre csokkent (15.
tablazat,19. dbra). Mindazonaltal a taplalékmennyiség és az id6 egymassal kolcsonhatasban
hatott az ebihalak aktivitasara, mely nagyobb iddbeli csokkenést mutatott, ha a taplalék csak

korlatozott mennyisegben allt rendelkezésre.

4.4. Ertékelés

Vizsgalatunkban kimutattuk, hogy a barna varangy ebihalak a kornyezetiikben jelenlevé
ragadozoveszélyre és taplalékmennyiségre adott viselkedési valasza az egyedfejlédés soran
valtozhat. A barna varangy ebihalak a ragadozdveszélyt szimuldldé kémiai jelekre fokozott
rejtozkodéssel reagaltak. A levelek alatti rejtézkodés jo eséllyel csokkenti az ebihal
detektalhatdsagat és a potencialis ragadozokkal valo talalkozas esélyét, ezaltal novelve az allat
talélési esélyeit (Lima és Dill 1990). Ugyanakkor, ha a taplalék elérhetdsége limitalt volt, az
ebihalak aktivabbak és jobban szem el6tt voltak, jol mutatva, hogy a szegényes kortlmények
kozott nevelt ebihalaknak kockazat-vallalobb stratégiat kellett kovetnitk (pl. Milinski és Heller
1978, Skelly 1995). Ezek az eredmények egybevagnak a varangy és egyéb kétéltiifajok larvain
végzett korabbi tanulmanyok eredményeivel (Laurila et al. 1997, Laurila et al. 1998, Almeida
et al. 2011, Nunes et al. 2014), és megerdésitik, hogy a ragadozdveszélyt jelz6 kémiai jelek és a
taplalék-limitaltsadg egytt alakitjadk az ebihalak viselkedését. Mig a viselkedési plaszticitast
célzd korabbi hasonlé vizsgalatok ritkan vették figyelembe az ebihalak korat, addig az altalunk
kimutatott ragadozd kezelés, taplalékmennyiség és az i1d6 kozotti szignifikans harmas
interakcio egyértelmii bizonyitékul szolgal arra, hogy a ragadozdkra és a taplalékellatottsagra
adott viselkedési valasz az egyedfejlddés soran valtozhat.

Az ebihalak mind a lathatésagukat, mind az aktivitasukat csokkentették a
ragadozoveszélyre adott valaszként a larvalis egyedfejlédés elorehaladtaval. Egyes
tanulmanyokban a miénkhez hasonlo trendet lathatunk az ebihalak viselkedésében (Touchon et
al. 2013, Bennett et al. 2013), viszont masok az ebihal-aktivitas idébeli valtozatlansagarol, vagy
éppen novekedésérél szamoltak be (Eklov és Werner 2000, Jara és Perotti 2010; Wilson és
Krause 2012; Nunes et al. 2014). Ez a véltozatossag a vizsgalt viselkedési valaszokban a
vizsgalatokban hasznalt kiilonboz6 kisérleti modszerekkel (Skelly és Kiesecker 2001; Winkler
és Van Buskirk 2012), vagy a ragadozo elleni védekezési stratégiak fajok kozotti kiilonbségével
lehet magyarazhaté (Kats et al. 1988, Van Buskirk 2000, Relyea 2001, Relyea 2003, Relyea
and Auld 2005). A géték, melyeket kisérletiinkben a ragadozdszag eldallitasahoz hasznaltunk,
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viszonylag kis testméretiiek és egyben nyelik le zsdkmanyukat, melybdl adédoan drasztikusan
lecsokken a predacids hatékonysaguk, miutan prédaallataik tilnének egy bizonyos testméreten,
igy a nagyméretli ebihalakat csak kis hatékonysaggal képesek elejteni €s elfogyasztani (Wilbur
et al. 1983, Urban 2007b, Urban 2008). Ennek ellenére a kisérletiinkben nem tapasztaltunk,
hogy az ebihalak novekedésével lecsokkenne a zsdkmanyolasban méretkorlatozott ragadozé
szimulalt jelenlétének hatasa az ebihalak aktivitasara és rejtézkodésére. Az, hogy a nagyobb
ebihalak nem rejt6zkodtek kevésbé a ragadozoveszElyt jelzo kémiai ingerek jelenlétében, mint
a kisebbek, legalabbis részben magyarazhat6 lehet azzal, hogy a gétéktdl szarmazoé tartévizet
fajtarsaik homogenizalt szuszpenzidjaval keverve adtuk be. A zsdkmanytdl szarmazd kémiai
jelek onmagukban igen erds valaszreakciot valthatnak ki az ebihalakbol, kiilondsen, ha az
ragadozdszaggal is parosul (Marquis et al. 2004; Hagman et al. 2009; Hettyey et al. 2015).
Tovabba, a sériilt fajtarsaktdl szarmazé jelek a veszélyt jelzik, fuggetlenll a potencialisan
veszélytelen ragadozé jelenlététdl, ami fenntarthatta kisérletiinkben az intenziv ragad6zo-
elkeriil6 viselkedési reakciokat.

Csak néhany olyan korébbi vizsgalatrol tudunk, amiben mar vizsgaltak a taplalkozoé-
ragadoz6 elkeriild viselkedés csereviszonyanak korfliggd valtozasait a kétéltiiek larvakori
egyedfejlodése alatt. Laurila és kollégai (1998) kimutattak, hogy a barna varangy ebihalak
aktivitasat befolyasolja a ragadozok jelenléte és az etetéstdl eltelt napok szama, és hogy ezek
kapcsolata valtozik az idével. Fiiggd valtozoként bevontdk az 1id6t, azonban nem foglalkoztak
azzal a kérdéssel, hogy a viselkedés hogyan valtozik az életkorral, hanem csak azzal, hogyan
valtozik a vizsgalt egyedek viselkedése az etetések kozott eltelt id6 fiiggvényében. Bennett és
munkatarsai (2013) viszont kimutattak, hogy a leopardbéka (Lithobates pipiens) ebihalak
csokkent aktivitast mutattak novekvé ragadozoveszély mellett, de tartos valasz nem
ragadozok elleni viselkedési védekezés erésségében és a viselkedés a rendelkezésre allo
taplalékmennyiséghez valo igazodasat a korai, de nem a kés6bbi larvastadiumokban. Skelly és
Werner (1990) amerikai varangy Anaxyrus americanus (syn: Bufo americanus) ebihalakat
vizsgalva a miénkhez hasonl6 eredményeket kaptak: a ragadozé-elkertil6 viselkedés idébeli
gyengulésétvv,cb tapasztaltak, bar naluk a taplalékmennyiség manipulaciéjanak nem volt
szignifikans hatasa a viselkedésre. Mivel ezekben a korabbi tanulméanyokban a ragadozo6-
taplalék-kor harmas interakcioja nem befolyasolta az ebihalak viselkedését, ez arra enged
kovetkeztetni, hogy ezen mintazatok fajspecifikusak lehetnek.

Osszefoglaléan elmondhatjuk, hogy eredményeink szerint a barna varangy ebihalak

ragadozok elleni viselkedési valaszai valtoznak az egyedfejlédés soran és hogy ezek az életkor-
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fliggd viselkedési valtozasok forrasfiiggok is lehetnek. Ez a vizsgalat alatimasztja mind a kiilsd,
mind a belsé kornyezeti tényezOk fontossagat az olyan vizsgalatokban, melyek az indukélhatd
védekezést célozzak kétélti modellszervezeten, és bizonyitja, hogy a ragadozo-elkeriild
viselkedés kutatasanal kilonds figyelemmel kell eljarni, mikor 6ssze kivanjuk hasonlitani a

kiilonbozo vizsgalatok eredményeit, ahol nagy valoszintiséggel eltérd fejlodési stadiumokban

mérték, vagy eltérd taplalék ellatottsag mellett nevelték a kisérleti allatokat.
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Eredményeink 6sszegzése és értekelése

Barna varangy ebihalakon teszteltiink egy olyan in vivo modszert (Dockray 1975, Rollins-
Smith 2005, Quagliata et al. 2008; Giuliani és Rinaldi 2010, Gammill et al. 2012, Maag et al.
2012), mely nem jar az allatok megdlésével, valamint lehetdvé teszi a méregkivonds utan az
allatok tovabbi vizsgalatat. Azt tapasztaltuk, hogy az alkalmazott kezelés nem okoz mérhetd
ratermettség-csokkenést a vizsgalt egyedekben, legalabbis rovidtavon, ugyanakkor
hatékonynak bizonyult; eredményeként a méreganyag mennyisége, és kiillondsen dsszetétele,
megvaltozott az ebihalakban kozvetleniil a kezelést kovetden. Az indukalt méregleadast
kovetéen 12 ora elteltével az eredeti, kezelések el6tti mennyiségi viszonyok helyreédllnak az
ebihalakban. Ez vagy extrém gyors méreg-ujratermelddést, vagy, ami valdsziniibb, a
komponensek egymasha valé &talakulasat feltételezi. Vizsgalataink eredmeényei azt is
hangsulyozzak, hogy az Gsszetett, tobb komponensbél allo méregkeverékeket szintetizalo fajok
esetében a termelt komponensek szamanak és teljes méregmennyiségnek az elemzése
dnmagaban, a komponensek specifikus csoportositasa nélkil elfogult kdvetkeztetéseket vonhat
maga utan. Az egyes komponensek nagyon eltéréen reagaltak a norepinefrines kezelésre; m/z-
érték alapjan két nagyobb csoport kilonilt el a valasz iranyanak fliggvényében: a nagyobb
molekulatomegii bufotoxinok mennyisége lecsokkent, a kisebb bufogenineké viszont megnott.
Az egyik lehetséges magyarazat az, hogy a kis molekulastulyd komponensek a prekurzorai a
nagyobb, @sszetettebb molekulaknak. Masik lehetséges magyarazat, hogy a Kkisebb
molekulastlyt komponensek az aktivan haté komponensek, a nagyobbak pedig ,,inaktivan”
tarolédnak a mirigysejtekben és leadasnal atalakultak a mérgez6bb, kisebb komponensekké. A
barna varangy ebihalak bérében levé méregtartalékok iiritése nem gyakorolt szamottevd hatast
a ragadozok elleni vélaszok kozott fenndlldo energetikai csereviszonyokra, ebbdl arra
kdvetkeztethetlink, hogy a barna varangy ebihalak vagy nem ndvelik meg méregtermelésiik
sebességét méregtartalékaik Kkilrilése utan, vagy, hogy a bufadienolidok fitnesz-jelz6
bélyegekben mérhetd eldallitasi koltsége elenyész6. Ugyanakkor, a barna varangy ebihalak
adaptiv ragadozé ellenes plasztikus valasza megmutatkozik a fokozott fejlodési sebességben,
viszont ez csak akkor kifejezett, ha a taplalék korlatozottan all rendelkezésre, és az
atalakulaskor mért alacsonyabb testtomegbdl adodo ratermettség-koltsegekkel jar egyditt.
Azonban ezt az 6sszefuiggést a méregraktarak manipulalasa nem befolyasolta. A méregraktarak
gyors feltoltddése Osszhangban van azzal a kovetkeztetésiinkkel, miszerint a fokozott

méregtermelés alacsony fitnesz koltségekkel jar a barna varangy ebihalak szamara.
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Eredményeink egyutt arra utalnak, hogy egy kockazatos kornyezetben az ebihalaknak
kifizetddd stratégia lehet, ha kémiailag er6sen védettek a ragadozok ismételt tamadasaival
szemben ¢és fenntarthatjak a kelld toxicitdsi szintet jelentds, mas, ragadozok elleni védekezési
mechanizmusokra kiterjedé kompromisszumok nélkiil. Ez azonban csak akkor kifizet6d6, ha
az ebihalakat ért tamadasok csak Kkis aranyban okoznak sérilést, ami lényegesen
megvaltoztathatja a passziv kémiai védekezéssel jar6 koltségeket, de végeredményben, a
méregtermelés hidnyabdl adédo jarulékos okoldgiai koltségek fontosabbak lehetnek a kémiai
védelem szempontjabol, mint az ahhoz sziikséges forrasok megszerzésének koltségei (Zvereva
és Kozlov 2016).

Terepi vizsgélatunk megmutatta, hogy a kornyezet sokféleségének megfeleléen a
kémiai védekezés egy fajon belll is igen valtozatos lehet a természetben. Az ebihalakban mért
méregmennyiség tavak kozott nagymértékben eltért, és a komponensek szama ugyancsak
kilénbozott az ausztriai és a magyarorszagi mintavételi teruletek kozott; azonban a tavak
kodzotti szignifikans kilénbség a tavak kozotti tavolsagtol fuggetlennek bizonyult. Ez az els6
olyan tanulmany, mely alatamasztja olyan kétéltlieck kémiai védekezésében a foldrajzi
valtozatossag meglétét, melyek de novo maguk termelik mérgiiket (Daly 1995, Uveges et al.
2017). A predéacios veszélynek nem volt befolyasa az ebihalakban termelt méregmennyiségre,
viszont az ebihalak &ltaldban nagyobb mennyiségben tartalmaztak bufadienolidokat az
allandobb vizli tavakban, mint azokban, amelyek gyakran Kiszaradnak. A tavak kozotti
méregtartalombeli kiilonbségeket azonban legjobban a versenytarsak denzitasa magyarazta: az
ebihalak tobbféle méregkomponenst és ©sszességében tobb méreganyagot tartalmaztak
azokban a tavakban, amelyekben t6bb volt a versenytars. Eredményeink tehat alatamasztottak
a korabbi feltételezéseket, miszerint a barna varangy ebihalak méregtermelésiiket a
kornyezetiikben el6forduld versenytarsak denzitasahoz igazitjak (Hettyey et al. 2014).
Varakozasainkkal ellentétben a ragadozok denzitasaval nem allt 6sszefiiggésben a kiilonboz6
populédcidkban megtermelt mérgek mennyisége, sem Osszetétele, de ezt okozhatta a varangy
ebihalak termelte mérgekre jorészt immunis gerinctelen ragadozok talsulya. Az is egy
lehetséges magyarazat lehet, hogy az ebihalaknak valoszintileg inkabb tamaszkodnak a gyors
viselkedésbeli alkalmazkodasra, amikor ragadozdveszélyre reagalnak (Marquis et al. 2004). A
varangyok borében termel6dott mérgek azonban -mint azt kordbban emlitettem- védelmet
nyujthatnak a mikrobialis fertézések ellen is (Cunha Filho et al. 2005, Tempone et al. 2008)
ezért feltételezhetd, hogy a tavakban talalhato eltéré patogén kozosségek fontos befolyast
gyakorolhatnak az ebihalak kémiai védekezésére (Briggs et al. 2010, Bbokony et al. 2016,

2018).Véqil érdekes megfigyelésként, az olyan kistavakban, melyek kisebb eséllyel szaradnak
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ki, az ebihalak nagyobb koncentracioban tartalmaztak bufadienolid vegylleteket, mint a
kiszaradasra hajlamos kistavakban. Ez azt sugallja, hogy a méregtermelésbe és a tobbi
védekezési forméaba vald energia befektetést csak a nyugodtabb korilmények kozott
nevelkedett ebihalak engedhetnek meg maguknak, melyeknek nem kell drasztikusan
felgyorsitaniuk a fejlodési sebességiiket, mivel egy kiszaradd to esetében a szelekcid a
felgyorsult fejlodésbe valo tobblet energia befektetésnek kedvez (Richter-Boix et al. 2011,
Steiner és Pfeiffer 2007). Mivel a laborban végzett, a ragadozo-ellenes védekezées koltségeit
vizsgalo kisérletiinkben nem mértiik az allatokban a bufadienolidok mennyiségét, ezért ennek
felderitéséhez sziikséges lenne egy olyan kisérlet, mely azt vizsgalja, hogy a fokozott fejlodési
sebességbe fektetett tobblet energia hogyan befolyasolja a méregtermelést.

Egyértelmii eredményt szolgaltattunk arra is, hogy a ragadozokra és a
taplalékellatottsagra adott Osszetett viselkedési valasz az egyedfejlédés sordn nagymértékben
valtozhat. A barna varangy ebihalak viselkedése a korai egyedfejlédés soran jelentOsen
valtozott (mind lathatosaguk, mind aktivitasuk csokkené tendenciat mutatott) és a valtozas
mértékét a nevelési kornyezet (szimulalt ragadozéveszély és taplalékellatottsag) erdsen
befolyasolta. A ragadozoveszélyt szimulalo kémiai jelekre fokozott rejtézkodéssel reagaltak az
ebihalak, és ez a hatas idével er6sodott, viszont nem volt megfigyelhetd az ¢hez6 ebihalaknal,
ahol az ebihalak aktivabbak és jobban szem el6tt voltak, kiilondsen a korai larvastadiumokban,
timogatva az egyszerli allokacios modell hipotézisét, miszerint a szegényes koriilmények
kozott nevelt ebihalaknak kockazat-vallalobb stratégiat kellett kdvetnitik. Ahol az ebihalak
ragadozoveszélyt egyaltalan nem érzékeltek és a taplalék korlatozottan allt rendelkezésiikre, ott
a levelek alatt rejt6zkod6 ebihalak aranya a larvalis fejlodés soran végig hasonl6 maradt, viszont
ha ad libitum taplalékot kaptak, akkor az id6 el6rehaladtaval enyhén csokkent a lathatosaguk.
Az ebihalak viselkedését befolyasold kornyezeti tényezOk hatasa tehat az egyedfejlddés soran
radikélisan megvaltozhat, feltehetden a hattérben huzodd belsé tényezok (pl. fiziologiai
folyamatok, a korral 6sszefliggésbe hozhat6 stratégiavaltas, ugy mint a reproduktiv életkorhoz
kozelitve megmutatkozé novekedett ,,0vatossag”, vagy a méretndovekedéssel egydttjaro
ragadozok elleni védettség) miatt, melyek befolyasoljak a taplalkozasi aktivitast és a ragadoz6
elkeriil6 viselkedést. Mig a viselkedési plaszticitast celzo korabbi hasonld vizsgalatok ritkan
vették figyelembe az ebihalak korat, addig az altalunk kimutatott ragadoz6 kezelés,
taplalékmennyiség és az 1d6 kozotti szignifikans harmas interakcio egyértelmii bizonyitékul
szolgél arra, hogy a ragadozokra és a taplalékellatottsagra adott viselkedési vélasz az
egyedfejlodés soran valtozhat.

Eredményeink alatamasztjak mind a kiilsd, mind a belsé kornyezeti tényezok fontossagat
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az olyan vizsgéalatokban, melyek az indukalhaté védekezést célozzdk kétélth
modellszervezeten. Tovabba, kozelebb vittek ahhoz, hogy megértsiik, a kdrnyezeti tényezok
interakcioja hogyan alakitja egyuttesen a ragadozd-indukalt védekezést az olyan komplex
¢letmenettel rendelkez6 fajokban, melyeknek az ellenségeik elleni védelmi mechanizmusaik is
rendkivil Osszetettek. Ezen ismeretek segitsegével pontosabb képet kaptunk arrol, hogy a
természetes szelekcié miként hathat a plasztikus jellegek kialakulasara és fennmaradésara

természetes populdcidkban.
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Osszefoglalo

A kémiai védekezés gyakori jelenség a természetben, arrdl viszont igen keveset tudunk, hogy
a fenotipusos plaszticitas a méregtermelésre képes allatfajok esetében Kiterjed-e a kémiai
védekezésre, és ha igen, akkor mely kornyezeti tényezOk indukaljak a valtozast, és milyen
jérulékos koltségei lehetnek. A kétéltiek a plaszticitas kutatdsdnak jellemzd
modellorganizmusai, ezen vizsgalatok egy jelentds része a plaszticitas egyik legalapvetobb
form4jat, a ragadozok elleni védekezési mechanizmusokat és hatteriiket igyekszik feltarni,
azonban ezek egy része egymasnak ellentmondd eredmenyeket és konklizidkat mutat be a
témaval kapcsolatban. A kiilonbozé  kisérletek eredményeinek Osszehasonlitdsakor
megfigyelhetd valtozatossagnak az egyik oka az ebihalak kora, mint potencialis befolyasold
tényez0 figyelmen kiviil hagyéasa lehet. A kémiai védekezés sok kétéltiifaj esetében képezi
fontos részét a ragadozok elleni védekezésnek, a méregtermelés id6- és energiaigényérdl
azonban igen keveset tudunk, pedig az allatok szdmara létfontossagu kérdés lehet, hogy egy
ragadoz0-, vagy egyéb stresszhelyzet indukalta méregleadas utan mennyi id6ével valnak ismét
vedetté. Kisérleteink célja tehat a kétélti larvak indukalt védekezésének, elsdsorban a
viselkedést és méregtermelést befolyasolo tényezék, a plaszticitas mértékének és az ehhez
kothet6 koltségek és korlatok vizsgalata volt.

A fenti kérdésekre barna varangy (Bufo bufo) ebihalakon végzett laboratériumi
kisérletek €s egy terepi vizsgalat keretében kerestiik a valaszt. Teszteltiink egy olyan kiméletes,
in vivo modszert, mely lehetévé teszi a méregkivonas utan az allatok tovabbi vizsgalatat. Ezzel
a modszerrel késébb vizsgaltuk a bdrben termelt mérgek mesterségesen indukalt leadasat
kovetéen a méreganyagok ujratermelédésének sebességét, ahol az indukalt méregleadast
kovetden 12 ora elteltével az eredeti, kezelések eldtti mennyiségi viszonyok helyreallnak az
ebihalakban. Ez vagy extrém gyors méreg-ujratermelddést, vagy, ami valdsziniibb, a
komponensek egymasba val6 atalakulasat feltételezi. Tovabba eredményeink hangsulyozzak,
hogy az 0sszetett méregkeverékeket szintetizalo fajoknal a termelt komponensek szdmanak és
teljes méregmennyiségnek az elemzése 6nmagaban, funkcionalis alcsoportok figyelembe vétele
nélkul elfogult kdvetkeztetéseket vonhat maga utan. A kémiai védekezés lehetséges koltségeit
és egyéb, ragadozdk elleni védelmi mechanizmussal valo csereviszonyat is vizsgaltuk, melyben
a ragadozok elleni adaptiv valasz megmutatkozott bizonyos életmenet jellemzOkben, mely
forrasszegény kornyezetben fitnesz koltsegeket vont maga utan. Ezt az 6sszefliggést azonban a
méregraktarak manipulalasa nem befolyasolta, ami arra utal, hogy a bufadienolidok

megtermelésének koltsége elenyész6. A Pilis-Visegradi hegységben és a Bécsi erdében
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talalhatd kisvizek vizsgalata volt az elsé olyan tanulmany, mely bizonyitja a foldrajzi
valtozatossag meglétét olyan kétéltliek kémiai védekezésében, melyek de novo maguk termelik
mérguket. Az ebihalakban altalunk mért méregmennyiség a tavak kozott nagymértékben eltert,
és a komponensek szdma ugyancsak kulonb6zott az ausztriai €és a magyarorszagi mintavételi
teruletek kozott; azonban a tavak kozotti szignifikans kilonbség a tavak kozotti tavolsagtol
fuggetlennek bizonyult. A predécidés nyomasnak nem volt befolyasa az ebihalakban termelt
méregmennyisegre, viszont eredményeink alatdmasztottak a korabbi feltételezéseket, miszerint
a barna varangy ebihalak méregtermelésiiket a kornyezetiikben eléforduld versenytarsak
denzitasahoz igazitjak. Egy laborkisérletben ebihalak viselkedésének ismételt megfigyelésével
kimutattuk, hogy a ragadozo-elkeriil6 és a taplalkozasi viselkedés csereviszonya az életkorral
jelent6sen valtozik, mely felhivja a figyelmet annak fontossagara, hogy a kort, mint faktort
figyelembe kell venni a korai életszakaszban végzett viselkedéssel kapcsolatos vizsgalatokban,
hiszen egy adott korban mért valaszbdl nem 4ltalanosithatunk a larvakori egyedfejlédés
egészére.

Eredményeink ramutatnak, hogy a természetben a kdrnyezet sokféleségének megfelelden
a kémiai védekezés egy fajon belll is igen valtozatos lehet, tovabba hogy a kornyezeti
tényezokre adott plasztikus valasz az életkorral jelentdsen megvaltozhat. A barna varangy
ebihalak esetében a ragadozok jelenlétében kifejezett kémiai védekezésnek feltehetden van
konstitutiv (vizsgalataink eredményei) és indukalhatd (Uveges et al. 2017) komponense is,
tovabba nem jar jelentSs eloallitasi koltségekkel. Azt is kimutattuk, hogy a versenytarsak
jelenléte természetes kornyezetben erds befolyassal lehet a barna varangy ebihalak
méregtermelésére. Kozelebb keriiltiink annak megértéséhez, hogy a kornyezeti tényezok
interakcidja hogyan alakitja egylttesen a ragadoz6-indukalt védekezést az olyan komplex
¢letmenettel rendelkezd fajokban, melyeknek az ellenségeik elleni védelmi mechanizmusaik is
rendkivil Osszetettek. Ezen ismeretek segitsegével pontosabb képet kaptunk arrél, hogy a
természetes szelekcié miként hathat a plasztikus jellegek kialakulasara és fennmaradasara

természetes populaciokban.
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Summary

Chemical defense is a common phenomenon in nature, but very little is known about its
plasticity, especially in poisonous animals, and about the key factors influencing variation in
chemical defence. Amphibians are common model organisms of plasticity research targeting a
deeper understanding of inducible defenses, and of how environmental factors mediate such
responses. Predator-induced defences have been in the focus of evolutionary ecology research
for decades, but results often remained contradictory, perhaps because the ontogenetic context
was ignored. Chemical defence is an important part of the anti-predatory defense in many
amphibian species. However, information about the time and energy requirements of poison
production has remained scarce, even though these are crucially important factors for prey
fitness. The aim of our study was to investigate inducible defenses in common toad tadpoles,
especially the factors affecting behavior and toxin production, the degree of plasticity and the
costs and constraints related to it.

We approached these questions by performing both laboratory tests and field studies on
common toad (Bufo bufo) tadpoles. We tested a semi-invasive method for inducing toxin
release, which allows the further examination of the animals after the intervention. With the
same method we investigated toxin replenishment rate following induced toxin release and
observed that the replenishment of toxins in the skin glands is a very rapid process. This
suggests either extreme rapid poison reproduction, or, more likely, the conversion of
components to each other. Our results also emphasizes that in species that synthesize deterrent
blends consisting of various toxic compounds, the analysis of the number and total quantity of
produced chemicals, in itself, may lead to biased conclusions about the mode of action in the
studied defence mechanism. Moreover, when testing for potential costs of chemical defence
and for its interaction with other defensive mechanisms, we observed adaptive responses to
predators in some life-history traits that were linked to fitness costs when food was scarce.
However, this relationship was not influenced by the manipulation of the skin glands,
suggesting that costs related to bufadienolid production is negligible. In a field survey, where
we investigated toxin content of toad tadpole populations in small ponds in the Pilis-Visegradi
hills (Hungary) and in the Wienerwald (Austria), the average number of compounds found in
tadpoles significantly differed between Hungary and Austria, but significant variation among
ponds appeared irrespective of their spatial distance. Moreover, we observed no effect of
predation pressure, but a clear relationship between competitor density and toxin content of

tadpoles. This result supports our previous hypothesis that poison production in common toad
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tadpoles has a constitutive component, regardless of the actual predation pressure (but see
Uveges et al. 2017). In another laboratory-based experimental study we demonstrated that
behavioural responses to environmental factors, such as predation threat and food availability,
vary with tadpole age. These results draw attention to the importance of considering age when
studying behavioral responses to environmental change, and provide a possible explanation for
some inconsistencies in the relevant literature.

Our studies indicated that significant intraspecific variation in defensive chemicals can
exist also in vertebrates, and that this variation may be influenced by environmental
heterogeneity. Also, our results demonstrated that plastic defensive responses can significantly
change with age. In common toad tadpoles, chemical defence against predators has both a
constitutive and a plastic component. Toxin production does not involve significant production
costs, but the presence of competitors might be an important influencing factor in natural
populations. The novel results obtained in our studies provide additional insights about how

natural selection affects the evolution and maintenance of plasticity in natural populations.
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1. melléklet. Linearis kevert modellek (LMM) minden bufadienolid komponensre, ahol a kezelések
kozotti variancia-ktilonbségekre kontrollaltunk. Az arenobufagin és az 1. és. 3. ismeretlen
komponens nem lett kiilon elemezve, ezeért a tablazatban nem szerepelnek. A végsé modelleket
vastag betiivel jeloltem. A random hatasokat SD + 95% konfidencia intervallumokkal vannak

megadva.
Komponens Transzform. Random hatés Fiiggé valtozo Va df  P-érték
(family)

Bufotalin rank(x) 45.82 [28.10-74.73] Intercept 0.02 1 0.887
Szaraz tomeg 2115 1 <0.001
Mintavétel 46.01 6 <0.001
Kezelés 2339 3 <0.001
Mintavétel x 3543 18 0.008
Kezelés

Marinobufotoxin rank(x) 55.32 [34.19-89.51] Intercept 4895 1 <0.001
Mintavétel 23.17 6 0.001
Szaraz tdmeg 0.02 1 0.879
Kezelés 5.95 3 0.114
Mintavétel x Kezelés 27.76 18 0.066

Ism. komponens 2 sqrt(x) 1.26 [0.74-2.14] Intercept 54.55 1 <0.001
Szaraz témeg 25.57 1 <0.001
Mintavétel 2357 6 0.001
Kezelés 2534 3 <0.001
Mintavétel x 50.26 18 <0.001
Kezelés

Ism. komponens 4 rank(x) 30.33 [17.54-52.46] Intercept 46.15 1 <0.001
Szaraz témeg 6.22 1 0.013
Mintavétel 6489 6 <0.001
Kezelés 1.05 3 0.789
Mintavétel x Kezelés 22.91 18 0.194

Ism. komponens 5 log(x) 0.24 [0.14-0.38] Intercept 557.85 1 <0.001
Széaraz tdmeg 7.21 1 0.007
Mintavétel 3453 6 <0.001
Kezelés 20.06 3 <0.001
Mintavétel x 39.66 18 0.002
Kezelés

Ism. komponens 6 - 48.42 [29.94-78.32] Intercept 14.88 1 <0.001
Mintavétel 2524 6 <0.001
Szaraz tdmeg 0.92 1 0.338
Kezelés 2.61 3 0.455
Mintavétel x Kezelés 17.04 18 0.520

Ism. komponens 7 sqrt(x) 1.57 [0.93-2.68] Intercept 1877 1 <0.001
Szaraz témeg 28.44 1 <0.001
Mintavétel 27.58 6 <0.001
Kezelés 1790 3 <0.001
Mintavétel x 39.74 18 0.002
Kezelés

Ism. komponens 8  sqrt(x) 0.33[0.19-0.59] Intercept 15.16 1 <0.001
Szaraz témeg 15.98 1 <0.001
Mintavétel 50.81 6 <0.001
Kezelés 1420 3 0.003
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Ism.

Ism.

Ism.

Ism.

Ism.

Ism.

Ism.

Ism.

Ism.

komponens 9

komponens 10

komponens 11

komponens 12

komponens 13

komponens 14

komponens 15

komponens 16

komponens 17

rank(x)

sqrt(x)

sqrt(x)

sqrt(x)

34.82 [20.85-58.15]

27.34 [16.72-44.71]

120351 [751.18-
1928.19]

5.47 [3.38-8.83]

392.16 [241.34-
637.25]

6.74 [4.15-10.95]

76.36 [45.71-
127.56]

36.86 [23.01-59.05]

8.28 [5.14-13.34]
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