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Bevezetés

Az elmult évtizedek kutatasai ramutattak arra, hogy a parazita organizmusok kiemelt
jelentdségli elemei a biodiverzitasnak (Poulin és Morand 2004; Dobson et al. 2008;
Kuris et al. 2008) tovabba altalanos evoltaciobioldgiai (Brooks és McLennan 1993) és
okologiai vizsgalatok szamara is kivaldé modellszervezeteknek bizonyulnak (Poulin
1997; Poulin és Morand 2004; Pedersen és Fenton 2007). Annak érdekében, hogy a
globalis biodiverzitast megfeleléen tudjuk becsiilni, az ¢€l6lények sokféleségének a
felmérése igen fontos jelentGséggel bir. Korabban a parazitdk ilyen iranya
dokumentalasa kimeriilt az egyszer(i fajleirasokban, vagy csupan a faunisztikai
vizsgélatokban. Az utobbi években ezzel ellenkezbleg, a figyelem egyre inkabb a (i)
kvantitativ alkalmazasokra (Crofton 1971; Shaw és Dobson 1995; Wilson és Grenfell
1997) és a (ii) kozOsségi mintazatokat kialakito folyamatokra terelddott (Poulin 1995;
Huspeni et al. 2004; Brooks et al. 2006; Hudson et al. 2006; Lafferty 2008). A
hagyomanyos koncepcioja a helminth (Annelida, Platyhelminthes, Nematoda és
Acanthocephala  torzsekbe tartozo  féreg-szerli makroparazitdk  gytjténeve)
felméréseknek azon alapul, hogy a vizsgalat kivitelezdi igyekeznek minél tobb gazda
egyedet gyljteni, ezaltal minél tobb parazita fajt meghatarozni, igy Szerezve
taxonomiai, O©koldgiai ¢€és populaciés adatokat a széleskori é€s  destruktiv
mintavételezésbdl. Ez kiilondsképpen igaz akkor, ha kordbban nem mintazott gazda
fajokat és/vagy élohelyeket vizsgalnak. Az I. cikk egy un. DAMA (mozaikszd, melynek
elemei a dokumentacio, értékelés, monitoring és Cselekvés szavakbol tevodnek Gssze)
parazitagytijtési protokoll alkalmazasat javasolja. Ezen protokoll hasonlit abban a
hagyomanyos megkozelitéshez, hogy az invaziv mintavételezés itt sem elkeriilhetd,
ellenben csak a kezdeti, dokumentacios fazisra korlatozodik. Az 1. cikk szerint nem
sziikséges nagy egyedszamban a gazdak destruktiv mintavételezése ahhoz, hogy fontos
informaciot kapjunk a parazitaik sokféleségérél. A parazita kozosségek hosszatavon
torténd nyomon kovetése fontos informdacidt szolgaltat a kozdsségek iddbeli
stabilitasarol is (Bursey et al. 2010). A kapott eredmények Osszehasonlitasa a korabban
ugyanazon a teriileten végzett alapkutatassal (azaz a korabbi felmérésekbdl szarmazéd
informacioval a parazitakrol, gazdakrol és a foldrajzi elterjedésrél) jelentos kérdéseket
vet fel. Mint példaul, hogy a tapasztalt mintazatok, hogyan viszonyulnak a korabban
leirtakhoz? Ezen kérdés fontossaganak megértéséhez az sziikségeltetik, hogy elfogadjuk

azt, hogy nem csak a potencialisan uj ¢éléhelyek és gazda populaciok mintavételezése

1



Herczeg D.: Parazitaltsag, fajosszetétel és ploiditas vizsgalata a Pelophylax esculentus
komplexen
Egyetemi doktori (PhD) értekezés tézisei

fontos, hanem a korabban felmért teriileteké és/vagy populacioké is egyarant (I. és II.

cikk). Az utobbinak nagyobb jelentdsége is lehet az elobbinél.

Az egyre inkabb koltséghatékonnya valdé molekularis modszerek (pl. DNS vonalkodok)
robbanasszerli elterjedése és toretlen fejlédése uj lehetdségeket nyitott meg a parazita
taxonok nem-invaziv mintavételezésen alapuld felmérésében (Darling és Blum 2007,
Ferri et al. 2009; Moszczynska et al. 2009; Darling és Mahon 2011; Locke et al. 2010;
Pérez-Ponce de Leon és Chudbury 2005; Locke et al. 2011; Alcantar-Escalera et al.
2013; Prosser et al. 2013; Van Steenkiste et al. 2015). Ehhez viszont tudnunk kell, hogy
milyen parazita fajok fordulnak elé a vizsgalni kivant gazdakban és élhelyeken
egyarant. A DNS vonalkdd eljaras egy széles korben hasznalt modszer arra, hogy az
¢lélények faji identitdsat meghatdrozzuk (Hebert et al. 2003). Ezen modszer a
helminthek esetében is alkalmazhato. A moddszer sikeres hasznalatahoz segitséget nyujt
az, hogy az endoparazita helminthek petéi a gazdaszervezetb6l annak a székletével
iriilnek a kiilvilagba. Ez a fajta transzmisszid nem csupan a bélrendszerben é16sk6dd
helminthekre igaz, hanem a tiid6t, majat vagy akar a hugyholyagot parazitaléd fajokra is.
A gazda széklete kdnnyen és nem-invaziv médon gytijthetd, tovabba fontos informaciot
hordoz az abban rejt6z6 parazitakrol. Ily modon Gsszehasonlithatjuk a székletmintakbol
izolalt parazita DNS-t a mar koradbban elkészitett DNS vonalkodokkal, ahogy azt az 1.

cikk is javasolja.

A farkatlan kétéltiiek (Anura) gazdag parazita faunaval rendelkeznek, de nem ez volt az
egyetlen indok, amiért a felmérésiinkh6z modell gazdaszervezetnek valasztottuk éket. A
Pelophylax génuszba (Frost et al. 2006; korabban Rana génusz) tartoz6 és Nyugat-
palearktiszi elterjedéssel bird zoldbékak kozé jelenleg 12 morfoldgiailag hasonlo fajt
sorolunk, amelyek egy részénél megfigyelhetd hibridogenetikus fajkomplexek jelenléte
(Graf és Polls-Pelaz 1989; Giinther 1990; Plétner 2005). A hibridogenezis (Schultz
1969) egy olyan egyedi szaporodasi mod, amely sok szempontbol hasonlit a
partenogenezishez (szliznemzés). A szliznemz0 allatoknal a néstények klonalis moédon,
diploid gamétat hoznak létre, amely az 0j leany utddgeneracionak ad életet. Ezzel
szemben a hibridogenetikus allatok (azaz hibridek) klonalis médon adjak tovéabb az
egyik sziil6i (anyai) kromoszomakészletet az utdodoknak, mig a masik
kromoszoémakészlet (apai) pedig kizarodik az ivarsejtek képzOdése (gametogenezis)

soran ¢s csak a megfeleld sziil6i fajjal visszakeresztezédve képes helyreallni (Tunner és
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Heppich 1981). A zoldbékak kozott az egyik ilyen hibridogenetikus fajkomplex a
Pelophylax esculentus komplex, amelynek tagjai a tavi béka Pelophylax ridibundus
(Pallas, 1771) genotipus RR, a kis tavi béka Pelophylax lessonae (Camerano, 1882)
genotipus LL, illetve a két sziil6i faj hibridizaciojabol 1étrejovo kecskebéka Pelophylax
esculentus (Linnacus, 1758) genotipus LR. A kecskebéka ,kleptoparazita”-ként
viselkedik, amely a hibrid genotipust azzal a sziiléi fajjal visszakeresztezddve tudja
visszaallitani, amelynek a genomja kizarasara keriilt a meiozis el6tt. A P. esculentus
komplexben a szaporodasi rendszert az hatarozza meg, hogy melyik sziil6i genom
adodik 4t az utddoknak klondlisan és melyik zéarodik ki. Kozép-Europaban a
legelterjedtebb szaporodasi rendszer (LE rendszer) szerint, a P. lessonae és P.
esculentus szimpatrikus (atfed6 elterjedésii) populaciot alkot egymassal. Ebben a
szaporodasi rendszerben a hibrid utédokban az L genom zarodik ki az ivarsejtképzodés
soran, ¢és az R genom pedig klonalis Uton jut tovabb az utddgenericioba, tehat a
hibridek szamara a P. lessonae-vel valo szaporodas elengedhetetlen az LR genotipus
visszaallitasahoz. Ennek ellentéte az RE rendszer, ahol az R genom zarodik ki és az L
genom adodik tovabb a gamétakba klonalis modon, illetve a P. ridibundus-szal valo
szaporodas sziikséges az LR genotipus visszadllitdisdhoz. Ez utdbbi szaporoddsi
rendszer kevésbé gyakori és foként Kelet-Németorszagban és Lengyelorszagban
elterjedt (Uzzell és Berger 1975; Berger 1977; Uzzell et al. 1980). Mindemellett, a P.
esculentus képes reproduktivan a sziil6i fajoktol teljesen fliggetlen, tisztan hibridekbdl
allo (EE rendszer) populéaciokat létrehozni és fenntartani a sziiléi fajok jelenléte nélkiil
(Graf és Polls-Pelaz 1989; Christiansen és Reyer 2009; Jakob 2007).

A P. esculentus komplex tagjainak morfoldgia és hivohang alapu faji szintii elkiilonitése
sokszor nem egyértelmii és hatarozasi problémakhoz vezethet (Lode és Pagano 2000).
Ez a jelenség kifejezetten szembetlind a fiatal egyedek esetében. Tanulmanyok az
elmult évekbdl kimutattak, hogy a lessonae haplotipus nagyobb befolyassal van a
hibridek morfologiai megjelenésére, mint a ridibundus haplotipus, tehat a hibridek
kiils6 jegyeik alapjan inkabb a P. lessonae-hoz hasonlitanak, mint sem a P. ridibundus-
hoz (Kierzkowski et al. 2011, 2013). A masik nehézség pedig, hogy nem lehetséges
morfologia alapjan megkiilonboztetni a kiilonbdzé genotipusu (ploiditasu) (diploid-LR,;
triploid-LLR vagy LRR) hibrideket sem. Habar szamos molekularis modszer nyujt

hasznalhat6 eredményt, de valojaban ezek kombinalt alkalmazasa adhat bizonyossagot a



Herczeg D.: Parazitaltsag, fajosszetétel és ploiditas vizsgalata a Pelophylax esculentus
komplexen
Egyetemi doktori (PhD) értekezés tézisei

faji Osszetételrdl és a hibridek ploiditasi szintjérdl ezekben a kevert populacidkban
(rovid Osszefoglalas az alkalmazhatd6 molekularis taxonémiai modszerekrdl az alabbi

publikaciokban talalhatoak: Borkin et al. 2004; Hauswaldt et al. 2012).
Célkitiizés

e (Célunk volt, hogy javaslatot tegylink egy olyan altalanos parazita felmérési
protokollra, amely alapul szolgalhat a kiilonb6z6 tudomanyteriiletek kozotti
egyiittmiikodés elésegitésének. Tovabba egy olyan atfogd platformot hozzunk
1étre ezen diszciplinak szamara, amely széleskorti informaciot nytjthat a parazita
szervezetek  evolucidjarol, epidemioldgiajardl, tovabba a  kiilonbdzo
gazdaszervezetek, foldrajzi régidk, illetve 0koszisztémak kozotti kapcsolatokrol
(1. cikk)

e Kiilsd morfologian alapuldé modszerekkel meghatarozzuk a Hortobagyi Nemzeti
Parkban (HNP) ¢16 Pelophylax esculentus komplex helminth kozosségének a
faji Osszetételét és Gsszevessiik azt a korabbi alapkutatasban tapasztaltakkal (2.
cikk)

e DNS mintat gy(ijtsiink ezekbdl a helminth fajokbdl annak érdekében, hogy egy
DNS vonalkéd alapi nem-invaziv monitoring rendszert valdsithassuk meg a
DAMA protokoll keretében (2. cikk)

® Molekularis taxonémiai modszerek segitségével meghatarozzuk a P. esculentus
komplex populaciok faji osszetételét és a hibrid egyedek ploiditasat a HNP-ban
(3. cikk)

e Populaciogenetikai megkozelitésben vizsgaljuk, hogy a populacié Osszetétele,
milyen hatdssal van annak genetikai diverzitdsdra és a klonalis Oroklodés

menetére a P. esculentus komplexben (3. cikk)
Modszerek

(1) 2012-2013-ban N=101 zoldbéka (Pelophylax sp.) egyedet gyljtottink a HNP
harom kiilonb6z6 vizes éldhelyérdl (Nadudvari Kosély-csatorna, Hortobagy-
halasto, Egyek-pusztakocsi mocsarak). A zoldbékak kozotti hibridizacié miatt
molekularis taxonémiai modszerrel tettiink kiilonbséget a két sziiléi faj (P.

ridibundus és P. lessonae) és a hibrid (P. esculentus) kozott (Hauswaldt et al.

4



Herczeg D.: Parazitaltsag, fajosszetétel és ploiditas vizsgalata a Pelophylax esculentus
komplexen
Egyetemi doktori (PhD) értekezés tézisei

2012). Binomialis hibaeloszlasu altalanos linearis modellt (GLM) alkalmaztunk

arra, hogy meghatarozzuk az atfogd prevalencia béli kiilonbségeket a gazda

fajok, nemek ¢€s élohelyek kozott. Tovabba Poisson hibaeloszlasat GLM modellt

hasznaltunk arra, hogy a gazdankénti atfogd atlagos fert6zési intenzitast

kimutassuk a mar feljebb is emlitett valtozok kozott. Az adatok statisztikai

értékelése az R statisztikai kdrnyezetben tortént. (2. Cikk)

(2) A 2012-2014-¢s évek kozott N=164 Pelophylax sp. egyedet gyiijtottiink a HNP-

ban a fentebb emlitett harom kiilonbozé tipust vizes él6helyrdl (2. cikk).

Molekularis markereket alkalmaztunk annak érdekében, hogy egyrészrol

elkiilonitsiik a P. esculentus komplex képvisel6it egymastol, tovabba, hogy

meghatarozzuk a hibrid egyedek genotipusat (diploid vagy triploid). A genotipus

meghatarozasa fajspecifikus, polimorf mikroszatellita markerek alkalmazasaval

tortént. Mivel az L és R genomok csak nagyon ritkan, vagy egyaltalan nem

rekombindlédnak egymassal a hibridekben, ezért a szadmitasokat mindkét

genomra kiilon-kiilon végeztiik. A genetikai diverzitds megallapitasara allél

gazdagsagot (AR) és gén diverzitast (He) kalkulaltunk a SPAGeDi 1.5 program

segitségével, amely lehetdvé teszi a haploid és diploid adatok egyidejii kezelését

(Hardy és Vekemans 2002). A genomok klonalitasat a multilokusz genotipusok

(MLG) és a multilokusz diszequilibrium (r ¢) mddszer segitségével szamitottuk

ki. Az MLG az azonos allélkombinéciok szama a mikroszatellita adatsorban. Az

alacsony szdmu kombinaciok és ezek magas frekvencidja klonalis reprodukciora

utal. Az MLG értékeket a GenAlEx 6.4 program segitségével hataroztuk meg

(Peakall és Smouse 2006). Az r ¢a nem-véletlenszerii allél asszociaciok szdma a

mikroszatellita adatsorban, amelynek értéke 0-1 kozott valtozik. Az 0-hoz kozeli

értekek magas rekombindcids ratat sejtetnek és ez altal a vizsgalt genom

alacsony klonalitasi szintjét mutatjak. Ezzel szemben az 1-hez kozeli értékek,

pedig a klonalis 6roklddéssel vannak kapcsolatban, ahol a genom egyetlen

blokként, rekombinacié nélkiill adédik tovabb az utddgeneracidba. Az r ¢

értékeket a Multilocus 1.3 programmal (Agapow és Burt 2001) szamitottuk (3.

cikK).
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Az értekezés ij tudomanyos eredményei:

1. A parazitologia és annak rokon tudomanyteriileteit eléremozditod térekvésként
megfogalmaztunk egy olyan Kkeretrendszert, amely a klimavaltozashoz
kapcsolodo eloretord fertdzo betegségek jobb megértésében, megeldzésében és

azok hatasanak enyhitésében valds segitséget nyujthat szamunkra.

2. Ezen keretrendszer részeként javasoltunk egy ujfajta megkdzelitésii, altalanos
parazitagy(jtési modszert, amit DAMA (dokumentacio, értékelés, monitoring €s
cselekvés) protokollnak hivunk. A DAMA protokoll Iényegi 0jitasai a parazita
felmérések szisztematikus kivitelezésében ¢és a gazdaszervezetek szdmara csak

kezdetben invaziv 1étében rejlenek.

3. A Hortobagyi Nemzeti Park (HNP) teriiletén ¢é16 zoldbékak (Pelophylax
esculentus komplex) helminth faunajat a DAMA protokoll alapjan felmértiik és
értékelésnek vetettiik ald, ezaltal megvaldsitva a DAMA elsd két fazisat.
Tovabba megteremtettiik az alapot a monitoring fazisnak, ahol a DNS
vonalkodok hasznélata valtja ki a korabbi invaziv mintagytijtést a hosszu tavu,

szisztematikus és nem-invaziv parazita monitoring érdekében.

4. A korabban a Hortobagyon végzett alapkutatassal dsszevetve az eredményeinket
megallapitottuk, hogy a Pelophylax esculentus komplex helminth kdzosségeinek
a faji Osszetétele jelentdsen megvaltozott. Az ujonnan megjelent helminth fajok
koziil a Rhabdias esculentarum (Nematoda, Rhabdiasidae) a magyar faunara uj
fajnak bizonyult, tovabba a Pelophylax ridibundus erre a parazitara egy Uj

gazdaszervezetként kertilt leirasra.

5. Az eltérd tipust vizes él6helyekben €16 zoldbékak fertdzottségének az atfogd
atlagos intenzitdsa nem volt megegyez6. A P. ridibundus esetében a lassu
folyasti vizekben az atfogd atlagos fert6zési intenzitas nagyobbnak bizonyult,

mint az allévizekben é16 egyedekben.
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6. A DAMA protokoll javaslatait kovetve a parazita felmérésbdl szarmazo relevans
informaciokat az Encyclopedia of Life (EOL) honlapjan tettiik elérhetove,
tovabba a flickr fényképmegosztd portalon a helminth fajokrol késziilt
mikroszkopos felvételeket feltoltottiik, amelyeket az EOL adatbazisban 1évé

parazita fajprofilokhoz tarsitottunk.

7. A molekularis vizsgalatok bizonyitottak, hogy a Pelophylax esculentus komplex
mindhdrom tagja megtaldlhatdé a Hortobagyon, igaz eltérd aranyban. A
legritkabb fajnak a Pelophylax lessonae bizonyult, mig a leggyakoribbnak pedig
a Pelophylax ridibundus. A hibrid P. esculentus egyedeket vizsgalva a
mikroszatellita analizis kimutatta, hogy diploid genotipusu (LR) hibrid békak
alkotjak a vizsgalt populacidkat, a triploid egyedek (LLR vagy LRR) jelenléte

nem volt detektalhato.

8. Els6ként alkalmaztuk a multilokusz diszequilibrium modszert arra, hogy
keresztezési kisérlet nélkiil tudjunk kovetkeztetni a zdldbékdk szaporodasi
rendszerére. Eredményeink alapjan elmondhaté, hogy a hibridek az R
(ridibundus) genomjukat klonalis modon adjak tovabb és a P. lessonae-val
visszakeresztez6dve tudnak Uj hibrid nemzedéket létrehozni, igy a Kozép-
Eurépaban leginkabb elterjedt LE (lessonae-esculentus) szaporodasi rendszerhez

tartoznak.
Diszkusszio

Az altalunk javasolt DAMA protokoll (1. cikk) eltér a hagyomanyos parazita gyijtési
modszerektdl és a gazdak destruktiv mintavételezését csak a kezdeti, dokumentécids
fazisra korlatozza. Ennek megvaldsitasahoz viszont, elészor széleskorli taxondmiai
felmérést kell végezniink. Minden egyes parazita fajhoz tartozé természettorténeti
informaciora sziikségiink van, mint pl. a foldrajzi eredet, transzmisszidés dinamika,
mikrohabitat preferencia és a gazdaspektrum. Ehhez 1étfontossagti, hogy
hozzaférhessiink a megfelelden fenntartott természettudoméanyos gytijteményekhez
(Frey et al. 1992; Haverkost et al. 2010). A korabbi felmérésekb6l szarmazo gyiijtott
anyag fontos torténeti informaciot hordoz magéaban és egy eléremutato alapot biztosit a

mintazatok, foldrajzi elterjedés és az evoltcids folyamatok jobb megértéséhez (Holmes
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et al. 2016, Dunnum et al. 2017). A gyljtemények infrastruktardjara ugy kell
tekinteniink, mint egy beépitett egységre, amely a globalis biologiai sokféleség forrasat
c€lzd barmilyen felmérés és dokumentacio részét képezheti (Brooks és Hoberg 2000,
2001; Scholz 2001). Osszefoglalva tehat, kiemeljiik a klasszikus parazitoldgia

felmérések jelent6ségét, de mindezt egy 0j szemszogii megkozelitésben (1. cikk).

A DAMA protokoll alapjan egy ujfajta (2. cikk) parazita felmérést végeztem Kelet-
Magyarorszagon, a Hortobagyi Nemzeti Parkban (HNP). Ahogy azt az 1. pubikacio is
javasolja, az értékelési fazis a DAMA-n beliil egy két részes folyamat. Az elsd részben
Osszehasonlitjuk az adatainkat az alapkutatassal (minden rendelkezésre allo
informécioval a kordbbi vizsgilatokbol a parazitdkrol, gazddkrél és a foldrajzi
elterjedésrol), hogy feltehessiik a kérdést: Hogyan viszonyulnak a jelenlegi mintazatok a
korabbiakhoz? A HNP teriiletén a z6ldbékak helminth faunajara vonatkozo alapkutatést
40 évvel ezelott végeztek, viszont néhany létfontossagu hibat elkovetve (Edelényi 1972,
Murai et al. 1983). Egyrészrél, ezekben a felmérésekben nem helyeztek el bizonyitd
példanyokat muzeumi gyljteményekben, igy nehezitve meg a jelenlegi vizsgalat
eredményeivel vald 0Osszehasonlitast. Mdasodsorban pedig, a szerzok nem kozoltek
prevalencia vagy atlagos fert6zési intenzitasi adatot a helminthekre vonatkozoan.
Tovabba, a gazdaegyedek a régi nevezéktan szerint Rana ridibunda-ként (Pelophylax
ridibundus) vagy Rana esculenta-ként (Pelophylax esculentus) voltak azonositva.
Vizsgélatunk alapjdn a HNP-ban €16 zoldbékdk helminth ko6zdssége lényegesen
megvaltozott az elmult évtizedekben. Felmérésiink soran, 6 korabban a teriiletrdl leirt
helminth faj hianyat tapasztaltuk, mig emellett 2 HNP-ra 0j faj megjelenését detektaltuk
(2. cikk). Azon helminth fajok, amelyek a korabbi felmérések soran leirasra keriiltek,
mig a mi vizsgéalatunkbol hianyoztak, latszolag kevés kozos tulajdonsaggal birnak, ha az
alapvetd Okologiajukat vizsgaljuk. Ezen parazitak a végsd gazdaikban, a vastagbélben,
vékonybélben, hugyhodlyagban vagy a tiidoben ¢éloskddnek. Elsé koztes gazdaként
parazitalnak csigakat és kagylokat, mig a masodik koztes gazdak spektruma a ndvények
felszinétdl, egészen a rakok kiilsé vazan at, a szitak6td larvakig és ebihalakig terjed.
Egy dolog viszont kdzos benniik és az a zoldbéka gazda. Sajnalatos modon nincs olyan
kutatas, ami a Pelophylax lessonae térbeli elterjedésével foglalkozott volna a HNP-ban,
igy csak jelenlét-hidny adatok &llnak a rendelkezésiinkre Kelet-Magyarorszagrol

(Mészaros 1973; Mészaros és Bartos 1978; Gubanyi és Korsos 1992; Mester et al. 2015;
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Mester Béla, személyes kozlés). A 3. cikk megerésiti a P. lessonae alacsony

abundanciaju jelenlétét a HNP-ban.

A 3. cikk egyik célja az volt, hogy megallapitsa a zoldbékak fajosszetételt a HNP-ban, 3
kiilonboz6 tipust, egymassal kapcsolatban nem 1év6 vizes €é16hely felmérésével. A 164
vizsgalt z6ldbékabol 100 P. ridibundus, 1 P. lessonae és 63 P. esculentus egyedet
talaltunk. Mindosszesen egy juvenilis P. lessonae-t gyiijtottiink a harom éves terepi
mintavételezés soran. Erre két alternativ magyarazat lehetséges. Az elsd szerint a P.
lessonae korabban gyakoribb elterjedésti lehetett a HNP-ban (egyediil az Egyek-
pusztakocsi mocsarakban gyiijtottiik, egy olyan éléhelyen, amely tokéletesen megfelel a
faj él6hely preferencidinak) viszont az alacsony mintaszam (N=21) befolyasolhatta az
eredményeket. A masodik szerint, a P. lesonnae komoly populaciéo csékkenést
szenvedett el és most mar ritka faj a HNP-ban. Mészaros és Bartos (1978) bizonyitotta a
faj jelenlétét a HNP-ban, de a gyiijtott egyedszamokat nem kozolték, igy nehézkessé
Masrészrél Mester et al. (2015) magasabb egyedszamban detektalta a P. lessonae-t az
Egyek-pusztakocsi mocsarakban. Vizsgalatukban a faji hatarozas hang és morfologia
alapjan tortént. Ezen eredmények inkabb azt a hipotézisiinket tdmogathatjak, hogy az

alacsony mintaszam miatt tapasztaltuk a kapott mintdzatokat.

A hibrid egyedek genetikai 0sszetételét vizsgalva a mikroszatellita elemzés eredményei
alapjan diploid (LR) genotipusu egyedek alkotjdk a hortobagyi populédciot. Tunner and
Heppich-Tunner (1992) voltak az egyetlenek, akik triploid genotipust zoldbékak
jelenlétét mutattak ki Eszak-Nyugat Magyarorszagon. Egy olyan populaciot irtak le,
amely egyarant allt him ¢és néstény P. ridibundus-bol, him és ndstény, diploid P.
esculentus-bol és kizardlag him, triploid (LLR) P. esculentus-bol. Ezt a kozleményt
leszamitva, a tobbi szerzd diploid (LR) genotipusti hibrid populaciot detektalt
hazankban (Mészaros és Bartos 1978; Berger et al. 1988; Gubanyi és Korsos 1992; 3.
cikk).

A legalkalmasabb modja annak, hogy megallapitsuk a hibrid egyedek milyen gamétakat
hoznak 1étre, ha keresztezési vizsgalatokat végziink (Christiansen 2009). Vizsgalatunk
soran a zoldbékak szaporodasi rendszerét populacid genetikai megkozelitéssel

allapitottuk meg. A 3. cikk volt az elsé tanulmany, amely a z6ldbékak szaporodasi
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rendszerének a meghatarozasara a multilokusz diszequilibrium (r ¢) modszert kisérelte
meg haszndlni. A harom kiilonboz6 ¢€l6hely alapjan nem kaptunk teljesen egységes
eredményeket. Két populacio esetében, ahogy azt vartuk, az L (lessonae) genom volt
kevésbé klonalis és magasabb genetikai diverzitassal rendelkezett, mint az R
(ridibundus) genom. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy azok a populaciok a Kozép-
Europaban leginkabb tipikus LE szaporodasi rendszerhez tartoznak, ahol a hibridek R
gamétakat hoznak Iétre és csak a P. lessonae-val visszakeresztezddve tudnak
szaporodni. A harmadik vizsgalt populacio az RE rendszer jelenlétét sugallta az
eredmények alapjan, hiszen az L genom rendelkezett az alacsonyabb genetikai
diverzitassal, alacsonyabb szdmu multilokusz genotipussal (MLG) és magas t ¢
értékekkel. Ennek ellenére ugy gondoljuk, hogy egy alacsonyabb egyedszamu P.
lessonae sziiléi generacid képes olyan genetikai szignalt produkalni a hibridekben,
amely nem megkiilonboztethetd a klonalis 6roklédéstdl (azaz, alacsony MLG és magas
r d érték). Ez magyarazhatja, miért tartozik a harmadik populaci6 is az LE szaporodasi

rendszerhez.
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Introduction

During the past few decades, parasites have become recognized as significant
components of biodiversity (Poulin and Morand 2004; Dobson et al. 2008; Kuris et al.
2008) and as excellent model systems for general evolutionary (Brooks and McLennan
1993) and ecological studies (Poulin 1997; Poulin and Morand 2004; Pedersen and
Fenton 2007). Inventories of all species are the essential baseline for evaluating,
managing and preserving global species diversity. Historically, studies of parasitic
helminth (worm-like members of the phylum Annelida, Platyhelminthes, Nematoda and
Acanthocephala) communities in any host mainly consisted of faunistical studies or
species descriptions. Nowadays, however, the attention appears to shift away from
descriptive studies toward (i) more quantitative approaches (Crofton 1971; Shaw and
Dobson 1995; Wilson and Grenfell 1997) and (ii) the investigation of processes
responsible for creating community patterns (Poulin 1995; Huspeni et al. 2004; Brooks
et al. 2006; Hudson et al. 2006; Lafferty 2008).

Traditional parasitological inventories of helminths aimed to collect as many parasites
from as many hosts as possible — especially hosts that have not been examined for
parasites previously — gathering both taxonomic, ecological and population data from
that extensive destructive sampling. Paper | summarized a comprehensive parasite
inventory protocol under the acronym DAMA (Documentation, Assessment,
Monitoring, Action). We emphasized that the initial phase of documentation involves
destructive sampling but that should be minimized according to Paper I, however, it is
not necessary to kill large numbers of hosts to obtain important information about
parasite biodiversity. Information derived from long-term inventories allows the
determination of the persistence and stability of parasite diversity (for example, see
Bursey et al. 2010). Comparison of data with baselines (i.e., what is already known
about the parasites, hosts, and geographic location of an inventory) offers an efficient
way to address the question of how current findings relate to previous ones? It requires
the understanding and acceptance of that new inventories of habitats and hosts assessed
previously are just as important, and possibly even more so, than inventories of new

hosts and new places never sampled before (Paper I and I1).
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The rapid evolution of cheap and efficient molecular methods and molecular data (e.g.,
DNA barcodes) have opened the door to the possibility of conducting parasite
inventories based on non-destructive sampling, once we know what parasite species can
occur in the target host(s) and in the target area(s) (Darling and Blum 2007; Ferri et al.
2009; Moszczynska et al. 2009; Darling and Mahon 2011; Locke et al. 2010; Pérez-
Ponce de Leon and Chudbury 2005; Locke et al. 2011; Alcantar-Escalera et al. 2013;
Prosser et al. 2013; Van Steenkiste et al. 2015). DNA barcoding is a broadly used tool
for specimen identification to species level in a diverse range of animal taxa including
helminths (Hebert et al. 2003). We could take advantage of that helminths release their
eggs to the environment along with the host faeces or urine. This type of transmission is
not only true for those helminth species that parasitize the gastrointestinal tract but
species that occur in the lungs, liver or the gallbladder, as well. The faeces of the host
are easily and non-invasively collectable, which contains relevant information about the
presence of the parasites. Therefore, the extraction of parasitic DNA from host faeces is
then match with existing barcodes or material from voucher specimens as it was

suggested in Paper I.

Anurans harbour a great diversity of helminth parasites but it is not the only reason we
choose them for the model host taxa for our inventory. The western Palearctic water
frogs (WPWF) in the genus Pelophylax (since Frost et al. 2006; formerly genus Rana)
include twelve species with partially overlapping morphological features. Some of these
species are able to form hybridogenetic species complexes (for reviews see Graf and
Polls-Pelaz 1989; Giinther 1990; Plotner 2005). Hybridogenesis (Schultz 1969) is a
unique way of reproduction resembles parthenogenesis in many aspects. While in
parthenogenetic animals, females clonally produce diploid eggs, which give rise to a
new generation of daughters, hybridogenetic individuals (i.e. hybrids) transmit clonally
only one chromosome set (maternal genome); the other set of chromosomes (paternal
genome) is eliminated during gametogenesis and is restored in each generation by
mating (Tunner and Heppich 1981). Among WPWF one of the hybridogenetic
complexes is the Pelophylax esculentus complex formed by the two parental species,
Pelophylax ridibundus (Pallas, 1771), genotype RR; Pelophylax lessonae (Camerano,
1882), genotype LL; whose primary hybridization leads to hybridogenetic lineages of P.

esculentus (Linnaeus, 1758), genotype LR, which acts as a sexual parasite that restores
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hybridity by mating with the respective parental species whose genome was excluded.
In the P. esculentus complex, the type of breeding system determines which
chromosome set gets transmitted clonally, and which is excluded from the germ line
prior to meiosis. To restore the LR genotype hybrids must backcross with one of the
parental species. The most frequent type of breeding system in central Europe is the LE
system. Here the P. lessonae forms sympatric populations with P. esculentus. In the LE
system the L genome is excluded in hybrids during gametogenesis and the R genome is
transmitted clonally, hence mating with P. lessonae is required to restore the hybrid
genotype. In the RE system, hybrids eliminate the R genome, transmit L gametes
clonally and backcross with P. ridibundus. This type of mating system is less common
and has been found only in eastern Germany and Poland (Uzzell and Berger 1975;
Berger 1977; Uzzell et al. 1980). Pelophylax esculentus is also able to maintain pure
hybrid populations (EE system) which are reproductively isolated from the parental
species (Graf and Polls-Pelaz 1989; Christiansen and Reyer 2009; Jakob 2007).

Identification of water frogs is sometimes challenging and taxon determination based
solely on morphology or call of individuals may lead to species misidentification (Lode
and Pagano 2000). This is especially apparent in the case of juveniles. Recent papers
have shown that lessonae haplotype has a greater influence on morphology than
ridibundus haplotype, all the hybrids being morphologically more similar to P. lessonae
than to P. ridibundus (Kierzkowski et al. 2011, 2013). Furthermore, it is impossible to
distinguish between hybrids of different ploidy levels (LR, LLR, LRR) by
morphological means. Nevertheless, various molecular methods may give reliable
results (for a brief overview of molecular methods used see Borkin et al 2004;
Hauswaldt et al. 2012) and it is expected that their combined use can provide strong
evidence about the taxonomical composition and level of ploidy in the hybrid

populations.
Aims of the dissertation

e Propose a general parasite inventory protocol which can serve as a
blueprint for many different collaborative efforts and provide a broad

platform for essential information about the evolution, ecology, and
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epidemiology of parasites across host groups, parasite groups,
geographical regions, and ecosystem types

e Determine the helminth community of the Pelophylax esculentus
complex in Hortobagy National Park (HNP) using morphological
identification of parasites species and compare faunistical findings with
baseline studies

e Collect DNA samples from helminths to develop DNA barcodes of each
parasite species for future non-destructive survey within the monitoring
phase of DAMA

e Determine the taxonomic composition of the P. esculentus complex in
HNP using molecular markers and specify the ploidy level of hybrid
individuals

e Examine the effect of population structure on genetic diversity and the
degree of clonal inheritance in P. esculentus complex using population

genetic indices

Methods

(1) In the years 2012-2013 water frogs (N=101) were collected from habitats
associated with flowing water (Nadudvar, Kosély-canal), fishpond system
(Hortobagy-fishponds) and marshland sites (Egyek-Pusztakdcs marsh
system) in HNP. Due to the high rate of hybridization among host species,
molecular taxonomic techniques following the methods of Hauswaldt et al.
(2012) were used to distinguish between P. ridibundus, P. lessonae, and the
hybrid P. esculentus. Generalized linear models (GLM) with a binomial
error distribution term were used to determine the overall prevalence
differences between sexes, host species, and collection sites. GLM with a
Poisson error distribution term were applicated to determine the overall
mean intensity of parasite species per hosts and for comparison of the
previously mentioned variables (Paper I1).

(2) Water frogs (N=164) were collected during the years 2012-2014 from three
different types of wetland habitats mentioned above. Molecular markers
were used to distinguish, first, among the taxa P. ridibundus, P. lessonae and
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P. esculentus, and second, between the diploid and triploid individuals of
hybrids. Ploidy determination and genotype composition of hybrids was
based on analysis of species-specific polymorphism in selected
microsatellite loci. Because R and L genomes rarely or never recombine, all
population genetic parameters were calculated for each genome separately.
To estimate genetic diversity within the P. esculentus populations, we used
allelic richness (AR) and gene diversity (He). AR and He were calculated in
the program SPAGeDi 1.5, allowing simultaneous analysis of haploid and
diploid data (Hardy and Vekemans 2002). The level of genome clonality was
determined, based on the number of multilocus genotypes (MLG) and
multilocus disequilibrium (r ¢). The number of MLGs was calculated using
the program GenAlEx 6.4 (Peakall and Smouse 2006). MLG is the number
of identical combinations of alleles found in microsatellite datasets; few
combinations and high frequencies of these combinations may indicate
clonal reproduction. Multilocus disequilibrium is a score of non-random
association of alleles at microsatellite loci and varies on a scale from zero to
one. Low r ¢ values are related to high recombination rate and thus would
indicate low levels of clonality. Contrarily, high r ¢ values might be
associated with clonal inheritance, as clonal genomes are inherited en bloc,
without recombination. Multilocus disequilibrium was calculated in the
program Multilocus 1.3 (Agapow and Burt 2001) (Paper I11).

New scientific results of the dissertation:

1. We proposed a framework in order to move forward the field of parasitology
and other related areas. This suggests an integrated proposal to build a proactive
capacity to understand, anticipate, and mitigate the outcomes of emerging

infectious diseases connected to climate change.

2. As a part of this framework we recommended a new type of comprehensive
parasite inventory what we call DAMA (documentation, assessment, monitoring
and action) protocol. The use of systematic inventories and minimized
destructive sampling of hosts are the essential novelty of DAMA compared to

traditional parasite inventories.
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3. We followed the DAMA protocol and documented and assessed the helminth

community of water frogs (Pelophylax esculentus complex) in Hortobagy
National Park (HNP). In the next phase of DAMA, DNA barcodes will replace

destructive sampling in order to monitor parasite species in systematic, long-

term and non-invasive manner.

4. We compared our findings with baseline studies from HNP and we find that the

helminth community of water frogs experienced a significant faunal alteration.

From the new helminth species appeared at HNP, Rhabdias esculentarum

(Nematoda, Rhabdiasidae) was a new species for the Hungarian fauna and

Pelophylax ridibundus was a new host record as well.

5. The distinct type of wetland habitats indicated different parasite overall mean

intensity. The Pelophylax ridibundus individuals inhabiting flowing water (i.e.

canals) had a significantly greater overall mean intensity of helminth species per

host than did the same species in still water (i.e. fishponds and marshland sites).

6. As it was suggested in the DAMA protocol we developed species home pages

for each parasite species in Encyclopedia of Life (EOL) database which contains

all of the relevant inventory information, i.e. images of parasites (uploaded to

flickr), reported hosts, spatial distribution and references.

7. Allele size polymorphism in serum albumin intron-1 gene fragment and

microsatellite data detected all members of the P. esculentus complex in the

localities studied. The lowest abundance was experienced in Pelophylax

lessonae individuals. On the other hand, Pelophylax ridibundus was the most

abundant species. The microsatellite data showed that no triploid (LLR or LRR)

frogs were present in the sample. All hybrid individuals were indicated to have

diploid (LR) genotype.

8. The application of multilocus disequilibrium to infer breeding system of water

frogs in the lack of crossing experiments is to our knowledge novel. Our data

demonstrated that hybrids form gametes with clonally transmitted R
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(ridibundus) genome and can produce a new hybrid generation by mating with
P. lessonae and belong to the LE system (lessonae-esculentus) typical in central
Europe.

Discussion

The proposed DAMA protocol (Paper 1) differ from parasite inventories suggesting
that destructive sampling of hosts ends with the initial documentation phase. This will
require comprehensive taxonomic inventories. We need to gather species-associated
information, and discover as much as possible about the natural history of each parasite
species, especially with respect to its geographic origin, transmission dynamics,
microhabitat preferences, and host range. For that, essential to get access to voucher
specimens of parasites and hosts in properly curated archival collections (Frey et al.
1992; Haverkost et al. 2010). The role of archival collections held in museum
repositories are essential and collections developed from earlier inventories provide
important historical data, and predictive baselines for understanding the patterns,
distribution and evolutionary processes of organisms in the biosphere (Holmes et al.
2016, Dunnum et al. 2017). The infrastructure for collections must be regarded as an
integral component of any developing programs for survey, inventory, and
documentation of global biodiversity resources (Brooks and Hoberg 2000, 2001; Scholz
2001). The importance of classical parasitological inventories was highlighted but in a

new perspective (Paper 1).

| followed the DAMA protocol and carried out a new type of parasite inventory (Paper
Il) in eastern Hungary at Hortobagy National Park (HNP). As suggested by Paper I,
assessment in the DAMA protocol is a two-part process. The first of these is
comparison of data with baselines (i.e., what is already known about the parasites,
hosts, and geographic location of an inventory) to address the question of how current
findings relate to previous ones. At HNP a baseline inventory was conducted 40 years
ago with a few but essential deficiencies (Edelényi 1972; Murai et al. 1983). First, in
these studies no voucher specimens (hosts or parasites) were fixed, thus making
comparisons with recent studies difficult. Second, the authors did not provide any
prevalence or mean intensity data of helminth infection in anuran hosts and all water

frogs were identified as either Rana ridibunda (=Pelophylax ridibundus) or Rana
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esculenta (=Pelophylax esculentus). In our case at HNP the helminth community of
water frogs significantly changed during the last four decades. We detected the loss of
six species and the emergence of two new species to the area (Paper I1). The species
previously reported in the baseline inventory but absent from our, seem to have little in
common with respect to their basic ecology: as a group they live in the rectum, small
intestine, urinary bladder, and lungs. Their first intermediate hosts include both
gastropods and bivalves, and their second intermediate hosts range from the surface of
plants and the exoskeleton of crustaceans to odonate larvae and tadpoles. One thing the
missing species may have in common is their water frog host. Unfortunately no research
paper focused on the spatial distribution of P. lessonae at HNP, and we can only refer to
the presence or the absence of the species in eastern Hungary (Mészaros 1973;
Mészaros and Bartos 1978; Gubanyi and Kors6s 1992; Mester et al. 2015; Béla Mester
pers. comm.). Our results in Paper 111 confirmed the presence of P. lessonae in HNP,

but in low abundance.

Paper 111 aimed to determine the taxon composition of water frogs in HNP through the
examination of three distinct populations related to different habitat characteristics. The
164 frogs examined comprised 100 P. ridibundus, 1 P. lessonae and 63 P. esculentus
individuals. We found only a single juvenile P. lessonae during the three years of
collecting. Two alternative explanations were proposed for the low detection probability
of P. lessonae individuals. First, P. lessonae may be more abundant in HNP (we found
only in Egyek-Pusztakocs marsh system, a habitat that fulfils P. lessonae habitat
preferences) and our results affected by small sample size in Egyek-Pusztakcs marsh
system (N=21). Second, the species suffered a severe population decline and now is
become rare in HNP. Mészaros and Bartos (1978) confirmed the presence of P.
lessonae in HNP, but they did not provide sample size data of collected specimens, so it
is hard to make any conclusions about their past abundance. On the other hand, Mester
et al. (2015) reported higher frequencies of P. lessonae at Egyek-Pusztakdcs marsh
system based on morphological and call monitoring data. This may support our first
explanation about the effect of our low sample size.

The genomic composition of the examined hybrid specimens analysed using
microsatellites showed the occurrence of diploid (LR) genotypes only. Tunner and

Heppich-Tunner (1992) reported triploids in a Hungarian water frog population in
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north-western Hungary and they described a population system comprising P.
ridibundus of both sexes, diploid P. esculentus of both sexes, and exclusively male
triploid (LLR) P. esculentus. This was the only report of a triploid population in
Hungary; all others (Mészaros and Bartos 1978; Berger et al. 1988; Gubanyi and Korsos
1992; Paper I11) encountered only diploid hybrids.

The most appropriate way to find a type of gametes produced by hybrids and to
determine breeding system of water frogs is to implement crossing experiments
(Christiansen 2009). We assessed the breeding system with the application of
population genetic approach. Paper I11 was the first study attempting to use multilocus
disequilibrium (r 4¢) to infer breeding systems of water frogs. The three localities
analysed produce different results. In two populations, as expected the L genome was
indeed less clonal, and had the higher level of genetic diversity than the R genome. This
suggests that those populations belong to the LE system typical in central Europe, in
which hybrids produce R gametes and can only produce hybrids by mating with P.
lessonae. The third population may suggests the presence of an RE system (L genome
had a lower number of MLG’s, high score of r ¢and a lower level of genetic diversity
than the R genome) but we suspect that a lower number of P. lessonae parents might
produce a genetic signal in the hybrid offspring that is indistinguishable from clonal
reproduction (i.e. a low number of multilocus genotypes and high value of r g). This

could explain why the third population could also belong to the LE system.
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