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1. Elézmények és célkiizések

A nyéalkasporasok halakbans@rduld myxospora és férgekben kialakuld aktinoapor
fejlédési alakjainak molekularis taxonémiai és filogétadtvizsgalata az MTA Allatorvos-
tudomanyi Kutatéintézetében évek 6ta zajlik. Azigddredmények kdzel egy tucat, referalt
folyGiratban megjelent kézlemény formajaban kekilgublikalasra. Ezt az eredményes
munkat kivantuk folytatni a nyalkaspérasok rokomsagzonyainak megértése céljabol. A
korabbiakban kidolgozott molekularis biologiai madsek alkalmazasaval Ujabb izolatumok
bevonasaval kivantuk a 18S rRNS gén fajon bellUtozékonysdgat meghatéarozni, segitve
ezzel a genetikai fajhatérok kérvonalazdséat. Aageddm tanulményozott fajok vizsgélataval
pedig a fajok kozotti rokonsagi kapcsolatok illeaze azokat befolyasold kilonféle ténglkez
megismeréseét, jobb megértéstiik ki célul.

Az eddig hasznalt molekularis biol6giai modszerekdnil (PCR, RFLP, DNS
szekvenciak filogenetikai elemzése stb.) Be situ hibridizacié (ISH) mddszerének
alkalmazasaval kivantunk egy, a Kklasszikus moriaidgés szovettani technikak
“felbontoképesseget” és specificitasat meghalagérast kidolgozni a parazita fégési
alakok gazdan bellli kimutatasara. Vizsgdlatainlkenezésze a pontyok Usz6hdlyag-
gyulladasat okoz6Sphaerospora renicol&alon bellli fejpdése részleteinek megismerését

célozta.

2. A tervezett kutatas 6bb lépései

A harom évre tervezett munka egyes részeit a kewdtkppen terveztik kivitelezni:

ElsS év

» sporak gyijtése filogenetikai vizsgalatokhoz és aitt gazdaszovetek fixalasa ISH-hoz a
kulonbo® parazita fajok évszak szerintbrdulasanak megfelglidészakban

* a begyijtétt fajok 18S rDNS-ének felésitése PCR-rel, a kapott DNS fragmentumok
kozvetlen szekvenalasa, szikség esetén klonozasa

* aSphaerosporgenus fajainak felésitésére PCR rendszer kidolgozasa

* akapott szekvenciak alapjan specifikus primereketeese ISH-hoz

Masodik év

» tovabbi sporak gijtése filogenetikai vizsgalatokhoz és &adtt gazdaszovetek fixalasa
ISH-hoz
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* ISH mobdszerének adaptalasaSphaerosporafajokra és az esetlegesen vizsgalandé
kopoltyu- és izomparazitdlyxobolus fajokra; a modszer optimalizalasa a megtelel
specifitas elérése érdekében

* UjabbMyxobolus ThelohanellusHenneguydajok szekvencia szifitvizsgalata

Harmadik év

* akapott eredmeények 0sszesitése

» sziUkséges vizsgalatok ismétlése, finomitasa

* a vizsgalt fajok 18S rDNS szekvenciai alapjan #ogtikai fa készitése, a rokonsagi
kapcsolatok alapjan kdvetkeztetések levonasa

» az eredmények publikalasra valdlaszitése.

3. Személyi valtozasok és eltérések a kutatassitésében

A Kutatasi megbizasi szdidésben rogzitetteknek megfékeh, 2004 végéig Tarjan
Zoltan Laszlo, biolégus hallgatd segitette a kutatdkat. Azonban egyetemi és egyéb
elfoglaltsagai miatt a tovabbiakban nem tudott trésnni a laboratériumi munkakban, ezért
helyette Marton Szilvia, zooldgus kapcsolédott Beiatasba 2005 januarjaban.

2005 6szén a projekt vezétkutatdja egyéves Alexander von Humboldt kutatasi
Osztondijat nyert el, mely leléa® tette, hogy a mincheni egyetem zoologiai inede,
Prof. M. El-Matbouli Kutatocsoportjdban végezzemkcionalis genomikai vizsgalatokat a
pisztrangok kergekorjat okozdyxobolus cerebraligajon. Erre az ifre az OTKA kutatas
ideiglenes felfliggesztéset kérte. Az OTKA Iroda @0f@anuar 1<l 2006. december 31-ig
terjed idészakra megadta az engedélyt a projekt felfliggemaés

20056szén Marton Szilvia is elhagyta Intézetinket, n2)@6 szeptembei@tismeét
munkéba allt az Intézet Molekularis Virologia Témagortjdban. 2007. januar d-taz
ujonnan megalakult Hal-parazitologia Kutatocsopamtbfolytatia munkajat tudomanyos
segédmunkatarskent, 2007 szeptembere 6ta pedig rddl@atokent.

A nyalkasporas kutatdsban nemzetkdzi szinten mpggjfieb az a tendencia, hogy
mig 2003-ban, a projekt tervezésekor aotistani vizsgélatok képezték a kutatasék f
iranyvonalat, addig a hangsuly egy-két évvel dkbs a filogenetikai és molekularis
taxonomiai kutatasokra tédott at. Ennek oka dlsorban az, hogy a nyalkaspérasokon
végzett DNS sziriitvizsgalatok a 2000-es évek kdzepére jutottakaszntre, hogy elegeid
szadmu 18S riboszomélis DNS szekvencia allt rendélke a vizsgalt nyalkasporas fajok
molekularis jellemzésére és filogenetikai elemzédadszitéséhez. A nyalkasporasok

kutatasaban korvonalazédott ) molekularis taxomdiméanyvonal, a projekt soran befgptt
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parazita mintak nagy szama, valtozatossaga, ésd@kdzben Iétrejott német—magyar
egyuttmikdodés biztatd eredményei miatt a DNS szekvenciatisziizsgalatok keriltek
elétérbe az OTKA projektben is a féfléstani vizsgalatokhoz képest.

A német Humboldt 06sztondij miatti elfoglaltsdgokrendszeres személyes
kapcsolattartds a mincheni kutatocsoporttéhddsok tartasa, eredmények publikalasra valo
elokészitése) az OTKA projekt eredményeinek publikil@stervekhez képest lelassitottak.
Az eddig megjelent 5 folyoiratcikken tul tovabbitk&bzlemény megjelenése varhato,
melybsl a Henneguyaajok rokonsagi viszonyait eleikézirat kozvetlenil benyudjtasost

all.

4. Eredmények

Henneguya nuesdlini vizsgélata (Kallert és mtsai, 2005a)

A szoveti ébskod nyalkasporasok kozil Blenneguya nuesslirfiejlédési cikluséat
vizsgaltuk két pisztrang fajpban és ponty ivadékhdgisérleti korulmények kozott parazita-
mentes sebes pisztrang&a(mo truttd, pataki szajblingotJalvelinus fontinalisés pontyot
(Cyprinus carpi fertéztiink Tubifex tubifexférgekl®l szarmazo triactinomyxon tipusu
aktinosporakkal. Az éskodd 102 nappal a fefzést koveten érett cisztat képezett a két
pisztrangféle kdiszovetében. Pontyban parazita cisztak jelenléte wainkimutathato. A
halban fejpd6 myxospérakat és a férgekbkiszabadulé aktinosporakat morfologiai és
molekularis mddszerek segitségével jellemeztik.88 IDNS 1417 bp hosszu szakaszanak
vizsgalata a két fejbési alak genetikai azonossagat igazolta. Vizsgdkabizonyitotta, hogy
egy Henneguydaj az eddig ismert aurantiactinomyxon éejsi alak helyett triactinomyxon
tipusu sporaalakot is felvehet tagjese soran. Ez utébbiHa nuesslinifaj kozeli rokonsagat is
jelzi a Myxobolus genus tagjaival, melyek jellerden triactinomyxon fefidési alakkal

rendelkeznek.

Henneguya fajok filogenetikai elemzése (Eszterbauer és mtsél005b)

A tengeri és édesvizenneguyafajok filogenetikai vizsgalataval a fajok kozotti
rokonsagi viszonyokat és azok lehetséges hatteréntik feltérképezni. Hadenneguydajt
(H. psorospermicaH. creplini, H. cutaneaH. nuessliniH. basifilamentaliandH. mystusia
gyijtéttink Magyarorszagon, Németorszagban és Malagnia A specifikus PCR-rel
felerésitett kb. 1400 bp hosszu 18S DNS szakaszokat plagektorba klénoztuk, majd
szekvenaltuk. A génbanki és az altalunk vizsgaliSD3¥t¢ekvenciak illesztése utan maximum

parsziménia és ,maximum likelihood” modszerrel dgiémetikai elemzést végeztink. A



OTKA F45908 Vezét kutatd: Eszterbauer Edit

A kerekded sporatdst. cutanea melynek alakja emlékeztetMyxobolusfajok jellegzetes
kerek formajara, az édesvizibsskddk csoportjan belll a kopoltyUparazitdyxobolusfajok
mellett helyezkedett el. A hasonlé morfologidill zschokkeH. salminicolaH. nuesslini
csoport aMyxobolus cerebralisal egy agon volt megtalalhatd, kézel a legtébb édesviz
Myxobolus fajhoz. A Henneguya fajok azon csoportja, melyek megnyult orséézer
sporatesttel rendelkeznek a filogenetikai fa masdgy agan helyédtek, a Myxidium
lieberkuehni-Myxobolus lentisuturalld. cultuscsoport mellett. Eredményeink azt mutatjak,
hogy aHenneguyagenus tagjai két eltérszarmazasi vonalat képviselnek. A kerekded alaku
fajok nagy valOsziiiséggel az édesvikllyxobolusfajokkal k6z6séstol szarmaznak, mig az
orsoOszeit format mutato fajok feltehéen 6nalléan, Myxobolusoktol elkilonilten fepdtek.

Myxobolus parviformis faj leirasa (Kallert és mtsai, 2005)

Kisérletesen vizsgaltuk Blyxobolus parviformidaj kétgazdas fejdési ciklusat. A
dévérkeszegAbramis brama kopoltyljan cisztat képézkdzel egy tucat nyalkasporas faj
kozul a kopoltyuredk ellls-kdozép$ részén kismérét cisztakban fefldé myxosporakat
izolaltuk. Ezekkel fedztink kevéssertéjfergeket. A kétkoéros kisérlet soran minden pasazit
stadiumot morfologiai €s DNS vizsgalatokkal azotuitink. Minden aktinospora és
myxospéra alak 18S rDNS szekvencidja azonos vol. 1486 bp hosszu 18S rDNS
szekvencia 0sszehasonlitdsa az adatbazisokbaetélédekvencidkkal, valamint a fégési
stadiumok morfologiai €s morfometriai jellethz megebsitették az 0] faj leirasanak

jogossagat.

UszonyparazitaMyxobolus fajok molekularis taxonomiaja (Tarjan, 2006)

Hazai halfajok Uszo6in éskodd nyalkasporas fajok 0Osszehasonlitd molekularis
biologiai vizsgalatat végeztik egy diplomamunkaek&bben, a vizsgalatba bevont parazitak
genetikai azonositasa és a koztiuk meglekonsagi viszonyok meghatarozasa ceéljabol. A
morfoldgiailag ebzetesen azonositdityxobolusfajok molekularis bioldgiai vizsgéalata soran
Ot halfajbdl (angolna Anguilla anguilla, szélhajté kiisz Alburnus alburnuspodorka -
Rutilus rutilus, marna -Barbus barbusés fenékjard kidl - Gobio gobi¢p szarmazd négy
parazita Klyxobolus portucalensid/. alburni, M. caudatus, M. gobiorynfaji szinten kerlt
meghatarozasra, mig harom mintéxobolussp-ként tudtunk azonositani. Az utébbi harom
minta kozul keth 18S rDNS szekvencidja 99,7%-0s hasonlésagot mytatzért
valoszirisitheben azonos parazita fajtol szarmazott. A harmadiélhsjté kiiszbl szarmazo

minta szamottey eltérést (tobb mint 3%) mutatott a tobbi, kidzdkulonitett mintatol, ezért
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valoszirii, hogy ebben az esetben is egy eddig még le ndiaj kerult begyijtésre. Bar au.
alburni, M. gobiorumés aM. caudatugajok myxospora alakjaik morfologiai szemponthal |
ismertek, molekularis vizsgélatukat &ent e diplomamunka keretében végeztik.

A vizsgalatba bevont mintak a filogenetikai fart kécsoportban helyezkedtek el. Az
egyik csoportba tartoztak a marnabol, szélhajtztikils bodorkabdl és fenékjard kabol
izolalt mintak, amelyek a kopoltylparazita nyalkasisok kozott taldlhatoak. A masik
csoportban helyezkedett el az angolndbdl szarnm\dzd@ortucalensis A tavolsagi matrix
analizissel kapott filogenetikai fa megsiteni latszik korabbi elképzelésiinket, mely szexin
nyalkasporasok és halgazdaik evoluciojanak sorgmarazitak kozott kialakult genetikai
kulénbségek sokkal inkdbb azok széveti és szepiznausaval allnak dsszefiggésben, mint

magaval a gazda fajjal.

Domolyké Myxobolus fajainak 6sszehasonlitd morfologiai és molekularisvizsgalata
(Molnér és mtsai, 2006, 2007)

Dunai domolykd leuciscus cephallisallomany parazitolégiai vizsgalata soran 8
Myxobolusfaj elsfordulasat sikerilt kimutatni. Ezek kdzul 5 fdyl.(cycloides, M. ellipsoides,
M. dujardini, M. muelleri, M. pseudodispagmert fajokkal azonositottunk,N. muellericus
esM. gayeradlj fajként kerdlt leirasra. M. leuciscinifaj eredeti leirasat pontositva és DNS
szekvencia adatokkal kiegészitve kozoltuk le. Asg#élt fajok tobbségének szervi
elhelyezkedése specifikus. M. cycloidesnagy, kerek plazmddiumait a halak usz6hdlyagjan
taladltuk meg, a. ellipsoidesugyancsak kerek plazmédiumai az uszonyokon fakdielyet.

A Kkopoltyan négy Myxobolus faj fejlodott. Kozdluk a M. dujardini nagy, lebenyes
plazmédiumai a kopoltyulemezek tébbrétdgamjaban alakultak ki, s jellegzetes korte alaku
spérai a tobbi fajétdl jol elkulondltek. A kopoltyimezek afferens artériaiban Kdyxobolus
faj hozott Iétre nagy, megnyult plazmodiumokat. Kldk aM. muelleriaz egyik legrégebben
ismert faj, a lemezartériak apikalis szakaszan magtalalhatd, mig ®l. leucisciniaz artéria
bazisdhoz kozeli szakaszon formalt plazmédiumokamorfolégiailag hasonlé spérak az
interkapszularis nyulvanyok jelenléte ill. hianyaman biztosan elkulonithék. Ugyanakkor
nehezen voltak elkilonithk#t a M. muellerifajtol, a kopoltyarelkben kis plazmddiumokat
képed M. muellericusaj spoérai. Ezt a fajt jellegzetes fdokacioja alapjan kulonitettik el az
elébbi fajtol, de ezt az elkulonitést molekularis attais alatamasztottak. Myxobolus
gayeraesporaj melyek a bélfalban jelets mérei gémbdlyded alaku cisztakat képeznek,
emlékeztetnek d1. cycloidessporaira, de azoknal nagyobbak, és 18S rDNS smeldjak is

elté. A talalt fajok kozotti morfologiai kilénbségeketolekularis vizsgalataink eredményei
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is megebsitették. Eredményeink azt bizonyitjak, hogy eggyretialfajon is nagyszamu szévet-
és szerv-specifikuMyxobolusfaj élbskodik, s ezek a vizsgalatok alapot szolgaltatrrak, a
hogy mas halfajokMyxobolus fert6zottségének hasonld6 modszerekkel tdrtéizsgalata

révén adatokat kapjunk a gazda-fajlagossagobddtet

Pontyfélék kopoltyu-élbskodé Myxobolus fajainak 6sszehasonlit6 vizsgélata (Marton és
mtsai, 2008)

A Myxobolusfajok feltételezett fajlagossagat néhany pontykélpoltyujarol gyjtott
myxospéra 18S [rDNS szekvenciainak 06sszehasonlgbsavizsgaltuk. Munkank
eredményeként kozel hasz minta DNS szekvenciajatsgaituk, €s négy hazai
kopoltyuébskods fajt tudtunk elkildniteni bodorkeR(tilus rutilug, paduc Chondrostoma
nasug és marnaRarbus barbup gazdakbdl. Ezek kozil harom yxobolusfaj leirdsa
varhaté, mig egy minta 8. muellerivel mutat nagy genetikai hasonlosagirzenkiviil
sikerllt azonositanunk egy Uj myxospoéra-aktinosppéat. A bodorkabdl szarmazil.
diversicapsularisl8S rDNS szekvencia 99,4%-ban azonos a Halletttéainm{2005., DAO
65: 137-152) éltal leirt Triactinomyxon 3-as tipuddinospdraval.

Filogenetikai vizsgalataink eredményei azt mutatjaégy mind a spora morfologia
mind a szoveti lokalizacio eltérései megmutatkoznak DNS szekvencia adatok

kulénbségében, ezért ezeket fontos figyelembe \ehtyixobolusfajok elkulonitésénél.

Két hazai Sphaerospora faj molekularis vizsgalata (Eszterbauer & Szekely2004)

Munkank soran két, a halgazda vesecsatornaibaratsgéped Sphaerosporafaj
genetikai rokonsagat vizsgaltuk. $phaerospora renicol@AY735410), a pontyokQyprinus
carpio) Usz6hdlyag-gyulladasat okoz6 nyalkaspoéras paramirfologiai vizsgalatok alapjan
nem volt elkllonithét az aranyhalbdlGarassius auratus auratyszarmazo ezidaig nem
azonositottSphaerospordajtdl (génbanki azonosito: AY735411). A 18S rDKB. 1400
bazispar hosszl szakaszanak szekvenciatszisszehasonlitdsa alapjan a két vizsgalt
Sphaerosporafaj egyértelni genetikai kilénbséget mutatott, mivel DNS szekigok
csupédn 71,9 %-ban volt azonos. A PHYLIP programegpnsegitségével készitett
parszimonia és ,maximum likelihood” elemzések aeagiai kilonbségeket medesitették.
Az aranyhalbol szarmaz8phaerosporafaj a Myxidium truttaeval (AJ582061) egyltt a
c6lozoikus édesvizi parazita fajok csoportjabalydededett elA Sphaerospora renicolaS.
molnarival (AF378345) mutatott legkdzelebbi rokonsagotéédekes modon az édesvizi
szoveti ébskodikkel alkotott csoportot a filogenetikai fan. Az éaig molekularisan vizsgalt

hat Sphaerosporafaj filogenetikai fan valé elhelyezkedése azt mnjata hogy a
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spéramorfolégia nincs Osszefiiggésben a taxononi lygiietikai rokonsagi viszonyokkal,

ami valoszifisiti aSphaerosporgenus polifiletikus eredetét.

S. renicola halon beldli fejlodésének nyomon kovetése ISH-val (1-6. abra)

2004-ben és 2005-ben kétheti gyakorisaggdijtgitiink Sphaerosporaenicolaval
fertozott ponty ivadékokat. A mintavételezésbe egyébtyféleéket (aranyhal, vérosszarnyd
keszeg, bodorka) is bevontunk, melyekiSghaerospordajok ebfordulasa volt varhat6. A
mintagyijtés helyszinéll azokat a halgazdasdgokat valaskiomelyekben az pontyok
Uszoholyag-gyulladasat okoZ®. renicolaévek ota difordul. A gygjtott mintakat fixaltuk
molekularis és szovettani/ISH vizsgalatokhoz. Aaffar blokkba beagyazott 2-4 cm-es ponty
ivadékokbol majd a kébkbiekben a 5-7 cm hosszu @lyaras pontyok bizonyos szervéib
(szem, Uszbhdlyag, vese) hosszanti metszetekdtéabisak.

A molekularis vizsgalatok eredményeként azondst86 rDNS alapjan, specifikus
prébéakat terveztink &. renicolafaj pontyban zajlé fefldésének nyomon kovetéseére. Az ISH
rendszer optimalizaldsa soranéerkotszoveti hattérfeétés volt tapasztalhatd a ponty
bizonyos szerveiben (pl. kopoltyl), ezért Gjabbbgio tervezését kezdtiik meg a projekt
harmadik évében, 2007 elején. Az Uj probak spe@iénak és érzékenységének tesztelése
pozitiv eredménnyel zarult, a bdgtt mintdak ISH vizsgalata soran nem-specifikus
hattérfesidés nem volt tapasztalhatd. A DIG-jel6lt probakkédzett 2-3 napot igénybe v
ISH mellett egy joval kevésbédjényes ISH mébdszert is kidolgoztunk a biggitt mintak
tobmeges vizsgalatara. A biotinnal jel6lt 22 bp dssligonukleotidok alkalmazasa a modszer
specificitasat és érzékenységét nem csokkentestnt 1 napra roviditette a vizsgalat idejét.

Az eredmények Osszesitése és publikalasra vakesditése a zardjelentés irasanak
ideje alatt zajlik. Az eddig kiértékelt preparatuhrezt mutatjak, hogy a ponty ivadékokban a
S. renicolaval ferzott toba vald kihelyezés utan 1 héttel mar kinhati a parazita jelenléte
elsssorban véralakok (,C-stadiumok”) formajaban (2.284bAz ivadékok kihelyezését kovet
1 honappal megtalalhatok az Uszohodlyag kapilldesaia ,K-stadiumok” (3. abra) heveny
Uszoholyag-gyulladas kiséretében. Mindekozben a gésmerulusaiban a kisebb véralakok
nagyszamu éfordulasa figyelhét meg (5. abra). Masfél honappal a dedst kbveien a
vesecsatornakat a féfléo sporak tomege tolti ki (1., 4. és 6. abra). A gganagy tbbbsége a
fertoz6dés utan kb. 2 honappal valik éretté, majd az ésptirdk a hugyvezetéken,
hagyholyagon keresztil a kolvilagba Grilnek. A paék 1-2%-a visszamarad a
vesecsatornakban, illetve véralakok formajabareandzapillarisaiban.



OTKA F45908 Vezet kutatd: Eszterbauer Edit

1-6. abra. (1) ErettSphaerospora renicolaporak ponty ivadék vesecsatornaiban. Szévettani
metszet, H&E festés. (2. renicolavérstadium (,C-protozoon”). ISH preparatuifd) S.
renicola ,K-stadium” (nyil). ISH preparatum(4) S. renicolafejlodési alakok: Vérstadium
ponty vese parenchymabandékapillarisban (nyil); és fejdé spérak a vesecsatornaban. ISH
preparatum. (5%. renicolafejlédési alakok: vérstadiumok vese glomerulusban @Jegbdo
spérak a vesecsatornaban. ISH preparatum. (6)zivt&n renicolafertézottség ponty ivadék

vesecsatornaiban. ISH preparatum. Lépték: 50 pm.
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