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Bevezetés

Fenotipusos plaszticitas

A fajok populaciéi folyamatosan evolvalodnak, hogy alkalmazkodjanak azon kornyezeti
tényezOkhoz, amelyek kozott élnilik és szaporodniuk kell. A biotikus és abiotikus kornyezeti
feltételek azonban az egyes egyedek ¢lete soran is allanddan véltoznak, amelyekre az
organizmusoknak rugalmasan kell tudniuk valaszolni, hogy megfeleljenek a kihivasoknak
(West-Eberhard, 2003). Ennek megfeleléen az él6lények egyedei képesek fenotipusukat a
kornyezeti valtozokhoz igazitani, ugy, hogy megvaltoztathatjdk élettanukat, morfologiajukat,
fejlodésiik és novekedésiik litemét, illetve viselkedésiiket (Harvell, 1990; Tollrian & Harvell,
1999; West-Eberhard, 2003; Miner et al., 2005). Egy adott genotipus e képességét, hogy eltérd
kornyezetben eltérd feontipusokat hozzon létre, fenotipusos plaszticitdsnak hivjuk (West-
Eberhard, 1989; Futuyma, 1998; West-Eberhard, 2003; Pigliucci, 2005) és az élovilag
sokszinliségének kialakitasaban, valamint az okoldgiai és evoluciés folyamatokban betoltott
alapvetd szerepe széleskoriien elismert (Harvell, 1990; Tollrian & Harvell, 1999; Agrawal,
2001; West-Eberhard, 2003; Miner et al., 2005; Fordyce, 2006; Pfennig et al., 2010). Az
indukéalhat6 védekezések (Harvell, 1990; Tollrian & Harvell, 1999) a fenotipusos plaszticitas
specialis esetei, amelyeket biotikus kornyezeti hatasok, példaul ragadozok, versenytarsak,
korokozok vagy parazitak valtanak ki.

A mérgez6 anyagok felhalmozasa és hasznalata 6kologiailag és evolucidsan is fontos
adaptacid a fajok kozotti kolcsonhatasok tekintetében és az ¢let minden doménjében elterjedt
(Keeler & Tu, 1991; Singh & Tu, 1996; Mebs, 2001; Brodie, 2009; Fry et al., 2009; Yamaguchi
et al., 2011; Casewell et al., 2013; Makarova et al., 2013). Bar az ellenségek altal kivaltott,
indukalhat6 méregtermelés jelensége jol ismert a novények esetében (Tollrian & Harvell, 1999;
Chen, 2008; McCall & Fordyce, 2010), az ritkan kutatott, hogy az allatok is képesek-e veszély
esetén plasztikus valaszra méregtermelésiik fokozasaval vagy méreganyagaik szelektiv

kifejezésével (Hettyey et al., 2014).

A kémiai védekezés indukalhatosaga az allatvilagban

A méreganyagok predacioban betoltott funkcidja (Fry et al., 2009; Casewell et al., 2013)
mellett az is elterjedt, hogy az allatok ellenfeleik elrettentésére alkalmazzak éket (Mebs, 2001;
Brodie, 2009). Ezt nevezziik kémiai védekezésnek. Ilyen méreganyagokat szamos faj esetében

leirtak mar, és sokszor az ellenfelekre (pl. ragadozdkra és potencidlisan parazitdkra és
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korokozokra) kifejtett hatasuk is jol ismert (Blum, 1981; Tachibana, 1988; Pawlik, 1993;
Toledo & Jared, 1995; Mebs, 2001; Cunha Filho et al., 2005; Tempone et al., 2008; Savitzky
etal., 2012). Ezen feliil az allati toxinokat intenziven kutatjak gyogyszeripari jelentdségiik miatt
is (Fox & Serrano, 2007; King, 2011).

Annak fényében, hogy ennyi tudunk a természetesen eléfordulé méreganyagokrol, az
allatokrol, amelyek hasznositjadk oket, valamint a mérgeknek az ily médon védett fajok és
Hanifin et al., 2008; Dobler et al., 2012), meglepd, hogy a kémiai védekezés indukalhatosaga
kevés figyelmet kapott a multban (Hettyey et al., 2014). Csupan néhany kutatas foglalkozott az
indukdlhatdé kémiai védekezés témakorével, amelyek azt talaltdk, hogy a szesszilis
gerinctelenek, ragadozo altali veszélynek vagy strukturalis sériilésnek kitéve, méregtermelésiik
fokozasaval reagalnak (Ebel et al., 1997; Slattery et al., 2001; Thornton & Kerr, 2002), csakagy
mint a barna varangy (Bufo bufo) ebihalai szennyez6 anyagok esetében (Bokony et al., 2017).
Az, hogy ragadozok kivaltanak-e plasztikus valaszt a méregtermelésben, a gerincesek esetén
vitathat6 (Benard & Fordyce, 2003; Hagman et al., 2009; Marion et al., 2015; Bucciarelli et al.,
2017). Ennek oka az, hogy az ezt megel6z6 kutatasok vagy olyan fajokat vizsgaltak (kaliforniai
g6te, Taricha torosa, Bucciarelli et al., 2017), amelyek aktiv méregtermelése kétséges (Daly,
2004; Chau et al., 2011; Bane et al., 2014, de lasd Hanifin et al., 2002; Lehman et al., 2004),
vagy amelyekben a méreganyagok aktiv szintézisét nem sikeriilt explicit médon kimutatni
abban az ¢letszakaszban, amikor az indukalo kornyezeti hatast érzékelték az allatok (Benard &
Fordyce, 2003; Hagman et al., 2009; Hayes et al., 2009). Tovabba néhany esetben a kutatok
manualisan szimulaltak a ragadozok tamadasat (Marion et al., 2015; Bucciarelli et al., 2017).
Lehetséges, hogy e modszerrel egy nem szelektiv, altalanos stresszvalaszt valtottak ki az
allatokbol, nem pedig kifejezetten ragadozok elleni védekezést. Emellett joforman semmit nem
tudunk ebben a tekintetben a versenytarsak szerepérdl és az indukalt védekezés koltségeirdl

(Benard & Fordyce, 2003; Hagman et al., 2009; Hettyey et al., 2014).

Kétéltiiek mint modellallatok

A kétéltiiek a fenotipusos plaszticitas kutatasanak klasszikus modellallatai (Miner et al., 2005).
Féleg a farkatlan kétéltliek (békak) ebihalairdl mutattak ki, hogy sokféle kdrnyezeti hatés,
példaul ragadozok vagy versenytarsak jelenlétében képesek megvaltoztatni morfologidjukat,

viselkedésiiket és szamos életmenet jellemzoéjiiket (Laurila et al., 1998; Chivers et al., 1999;
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Lardner, 2000; Van Buskirk & McCollum, 2000; Relyea, 2001; Van Buskirk, 2002; Van
Buskirk & Arioli, 2002; Relyea, 2003; 2004; Kishida & Nishimura, 2005; Steiner, 2007). Ezen
feliil a kétéltiiek sokféle méreganyagot hasznalnak dnvédelemre (Toledo & Jared, 1995; Daly,
kutatasara.

A kétéltiek kozott az egyik legkdzismertebb, mérgezd borvaladékkal rendelkezo
csoport a varangyok (Bufonidae csalad; Toledo & Jared, 1995). A varangyméreg f6 Gsszetevoi
az un. bufadienolidok (Flier et al., 1980; Krenn & Kopp, 1998; Mebs et al., 2007; Gao et al.,
2010), amelyek kardiotoxikus hatast, Na*/K* ATPaz gatld szteroid szarmazékok (Flier et al.,
1980; Pierre & Xie, 2006; Schoner & Scheiner-Bobis, 2007; Lingrel, 2010). A varangyok
ezeket az anyagokat mar nagyon korai fejlodésii stadiumuktol kezdve tartalmazzak (Mebs et
al., 2007; Hayes et al., 2009; Bokony et al., 2016; Bokony et al., 2017; Ujszegi et al., 2017),
habar azt, hogy az ebihalak képesek lennének a bufadienolidok aktiv termelésére, eddig nem
sikeriilt egyértelmiien bizonyitani (Benard & Fordyce, 2003; Hayes et al., 2009). Mindazonaltal
a bufadienolidok hatékonyan védik a varangyokat sok ragadozo, sét, in vitro koriilmények
kozott, parazitak és korokozok ellen is (Kruse & Stone, 1984; Henrikson, 1990; Denton &
Beebee, 1991; Peterson & Blaustein, 1991; Lawler & Hero, 1997; Cunha Filho et al., 2005;
Gunzburger & Travis, 2005; Tempone et al., 2008). Ezenfeliil megfigyelték, hogy a varangyok
ebihalai negativan hatnak versenytarsaikra, példaul mas békafajok ebihalaira (Licht, 1967;
Wilbur & Alford, 1985). Felvet6dott, hogy az ebihalak kémiai anyagokkal érik el ezt (Licht,
1967), és legalabb egy esetben (Crossland & Shine, 2012) a bufadienolidokra terel6dott a gyanu
az allelopatikus hatas kapcsan (Reigosa et al., 2006). Ezek a méreganyagok tehat a varangyok

szamara fontos szerepet jatszhatnak szamos kornyezeti veszély kivédésében.

Ceélkituzések és modszerek

Az itt felsorakoztatott kisérletekben a f6 célkitlizésiink az volt, hogy vizsgaljuk a ragadozdk és
versenytarsak altal indukalt kémiai védekezést a gerincesek esetében, a barna varangy (Bufo
bufo), mint modellallat segitségével. E faj ebihalai kevésbé plasztikusak masokéihoz Iépest, ha
indukalt morfologiai vagy viselkedésbeli védekezésrdl van szo (Laurila et al., 1998; Lardner,
2000; Van Buskirk, 2002), de mar ¢letiik korai szakaszatol kezdve tartalmaznak
bufadienolidokat (Mebs et al., 2007; Bokony et al., 2016; Bokony et al., 2017; Ujszegi et al.,
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2017) és szamos ragadozo keriili az elfogyasztasukat (Henrikson, 1990; Denton & Beebee,
1991). Ez azt sugallja, hogy a barna varangy ebihalak elsésorban hatékony méregarzenaljukra
tamaszkodnak az ellenfelek elleni védekezésben. A tézis szovegében az egyes kéziratokra,
publikalt cikkekre, illetve tartalmukra azok félkovéren szedett, romai betiivel jelzett szamaival
hivatkozok (I-1V).

Kisérleteink soran a varangy ebihalakat a laborban, illetve kiiltéri mezokozmoszokban
neveltik. A mezokozmoszok oOnfenntartd kisérleti rendszerek, amelyek kozel természetes
koriilményeket biztositanak az ebihalaknak. Kétéltliekkel kapcsolatos vizsgalatok esetén ezek
olyan, par litertol kb. 1000 literig terjedo tirtartalmu tartalyok, amelyek tartalmaznak az allatok
szamara buvohelyet (altalaban leveleket), illetve természetesen eléforduld fito- és zooplanktont
(pl. Van Buskirk, 2002; Relyea, 2004; Bokony et al., 2017). A kémiai analizishez az ebihalakat
70 %-o0s (I. és Ill. cikk) vagy abszolat (Il. és IV. cikk), HPLC tisztasagli metanolban
konzervaltuk. Az allatok méreganyagait nagyteljesitményii folyadékkromatograthoz kapcsolt
tomegspektrométerrel (HPLC-DAD-MS) elemeztiik. A kisérletek utdn a megmaradt allatokat
minden esetben visszaengedtilk a természetbe a befogasuk helyén. A méregtartalommal
kapcsolatos adatokat altalanos, illetve altalanositott linearis kevert modellekkel elemeztiik az R

szoftver segitségével (R Development Core Team, 2017).

» |.cikk A kémiai védekezés indukalhatésdaga és ontogenezise

A kisérlet soran a 6 célunk az volt, hogy tanulmanyozzuk a kémiai védekezés valtozasat
az egyedfejlodés soran, ebihalakon ¢és metamorfozison atesett fiatal egyedeken,
megvizsgaljuk, hogy a ragadozokra utalé kémiai jelek jelenléte indukél-e valtozast a
méregtermelésben az ontogenezis folyaman, illetve, hogy felmérjiik a plasztikus kémiai
védekezés energetikai koltségeit.

Ehhez 10 varangypar utddait hasznaltuk. Kozvetleniil a petékbdl vald kikelés utan
mintaként konzervaltunk 4 ebihalat minden csaladbol, hogy meghatarozzuk a bufadienolid
tartalom alapszintjét a larvalis fejlédés elején. Ezek utan az ebihalakat harmasaval, 1,5 liter
helyreéllitott sziirt vizben (reconstituted soft water, RSW), laboratéoriumban neveltiik
tovabb. Haromfaktoros kisérleti elrendezést alkalmaztunk két ragadozo kezeléssel (kontroll
vagy ragadozokra utaldé kémiai jelek jelenléte, amelyeket kiilon tartott sebes acsa larvak,
Aeshna cyanea; és felndtt, him pettyes goték, Lissotriton vulgaris szolgaltattak), két

taplalékmennyiséggel (ad libitum vagy csokkentett) és 4 mintavételezési idoponttal az
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ebihal stadium folyamadn, illetve frissen atalakult békak esetében. Osszesen 200 minta

kémiai Osszetételét elemeztiik.

» Il. cikk Versenytdarsak daltal indukalt kémiai védekezés

Ebben a vizsgalatban kisérletesen teszteltiik azon hipotéziseket, hogy a sajat, vagy mas
fajbol szdrmaz6d versenytarsak megndvekedett méregtermelést indukalnak varangyokban
¢s, hogy a varangy ebihalak képesek allelokemikaliakként hasznositani a bufadienolidokat,
ezzel elnyomva versenytarsaikat.

Ehhez 9-9 frissen rakott varangy petezsinorbol, illetve erdei béka (Rana dalmatina)
petecsomobol  gylijtottiink petéket ¢€és a kikeld ebihalakat 40 literes kiiltéri
mezokozmoszokban neveltilk kiilonb6zé egyedstiriségeken. A denzitdsokat Ugy
valasztottuk ki, hogy azok alacsony, kdzepes és magas versengést reprezentaljanak. Harom
kezelési csoport csak varangy ebihalakat tartalmazott, hogy teszteljiik, az ebihalak
megvaltoztatjak-e a bufadienolidok termelését a fajtarsak egyedszdmanak fiiggvényében.
Tovabbi harom kezelési csoportban keverve tartottuk a két fajbol szarmazé ebihalakat, hogy
Osszehasonlithassuk a fajtarsak és a masfaju ebihalak hatasat. Végiil két kezelési csoport
csak erdei béka ebihalakat tartalmazott, amelyek kontrollként szolgéltak annak tesztelésére,
hogy a varangy ebihalak jelenléte gatolja-e fejlodésiiket és novekedésiiket. A kisérlet
lezarasakor minden ebihalat megmértiink, és a varangy ebihalakat metanolban (n = 398),
mig az erdei béka ebihalakat 50%-0s etanolban (n = 216) tartositottuk. Az ebihalak fejlédési

stddiumat sztereomikroszkop segitségével hataroztuk meg.

» 11l cikk A kémiai védekezés indukalhatosdaga kiilonbozé ragadozok altal

Ebben a kisérletben azt vizsgaltuk, hogy az ebihalak megvaltoztatjak-e méregtermelésiiket
altalaban véve ragadozok jelenlétében, illetve négy olyan, filogenetikailag egymastol tavol
esd ragadozo faj esetén, amelyek veszélyességiikben is nagymértékben eltérnek egymastol.
Emellett felmértiik a ragadozokra adott valasz adaptiv voltat is.

Ehhez 12 csaladbol szarmaz6 varangy ebihalakat 130 literes kiiltéri mezokozmoszokban
neveltiink sebes acsa larva (A. cyanea, ezentul szitakotd), hatoniszd poloska imagd
(Notonecta sp.), juvenilis tiiskés pik6 (Gastersoteus aculeatus) vagy feln6tt, him pettyes
gbte (L. vulgaris) jelenlétében vagy hidnyaban. Mezokozmoszokként egy ragadozot

részlegesen alameritett ketrecekben tartottunk. A kémiai analizishez kétszer vettlink mintat,
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egyrészt a kisérlet 13. vagy 14. napjan (n = 60), majd a metamorfozis kezdetekor (n = 60).
hosszat ¢s talélésiiket is.

A ragadozokra adott valasz adaptiv voltanak vizsgalatdhoz predacios tesztet
végeztiink a kovetkezOképpen. A kisérlet 13. napjan egyenként 6 varangy ebihalat és 6
gyepi béka (Rana temporaria) ebihalat helyeztink at 40 literes tartalyokba. Minden
ragadozo fajhoz és varangy csaladhoz két ilyen tartalyt hasznaltunk. Az egyik tartalyba 6,
ragadozoval egyiitt nevelt varangy ebihal keriilt, a masikba pedig 6 kontroll egyed. igy 96
tartalyt kaptunk (4 ragadozofaj x 2 ragadozo kezelés, azaz, hogy az ebihalak ragadozoval
vagy nélkiiliik nevelkedtek-e x 12 csalad). Egy nap akklimatizacios periodus utdn (a kisérlet
14. napjan) a tartalyokba behelyeztiik a hozzajuk rendelt szabadon usz6 ragadoz6 egyedet
is. A kisérlet végén megszamoltuk a tuléld ebihalakat és megmértilk a ragadozok

testméretét.

» V. cikk Ragadozo indukalt kémiai védekezés kiilonbozé populdaciokban
Ebben a kisérletben a ragadozok altal indukalt kémiai védekezés populaciok kozotti
valtozatossagat vizsgaltuk meg.

Ehhez 10-10 varangy petezsinorbol gytjtottiink petéket 6 kiillonbozé tobol. A tavak
koziil 3, halakat is tartalmazé alland6 viztest, mig 3, halak nélkiili, id6szakos kisto volt. A
kikel6 ebihalakat a laborban, 0,7 liter RSW-ben neveltiik oOrids szitakotoktol (Anax
imperator), felnétt csapd stigérekt6l (Perca fluviatilis) vagy feln6tt, him pettyes gotéktol
(L. vulgaris) szarmazd szaganyagok jelenlétében vagy hianyaban. A kisérlet lezarasakor

minden ebihalat (n = 240) metanolban tartdsitottunk.

Uj tudomanyos eredmények

» Kimutattuk, hogy a barna varangy ebihalai plasztikus kémiai védekezéssel, azaz a
bufadienolid termelés fokozasaval reagalnak taplalékhiany esetén (l. cikk), illetve
versenytarsak (1. cikk) és ragadozok jelenlétére (1V. cikk).

» Az ebihalak a megfigyelt plasztikus valaszokat ugyanabban a (larvalis) életszakaszban
fejezték ki, mint amikor a kivaltd kémiai szignal is jelen volt.

» Bizonyitottuk, hogy kétéltliek ebihalai képesek de novo méregtermelésre (. Cikk).
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» Megfigyeltiik a bufadienolid tartalom korai életszakaszokban torténd valtozasanak egy
eddig le nem irt mintazatat, amely Osszefiigg az ebihalak ragadozokkal szembeni
érzékenységének valtozasaval az egyedfejlédés soran (I. cikk).

> Azt talaltuk, hogy kisérleti kezeléstdl fiiggetleniil, a varangy ebihalak gyakran
aldozataul estek a szitakotd larvaknak €s kisebb mértékben a hatontiszoé poloskaknak,
mig a tiiskés pikok és a pettyes géték szamdara az esetek tobbségében ehetetlennek
bizonyultak (111. cikk).

» Szabadon Usz6 szitakotd larvaknak kitéve, az ezzel a ragadozoval nevelt ebihalak
jobban éltek tal, mint kontroll koriilmények kozott tartott tarsaik (111. Cikk).

» Populaciok kozotti kiilonbségeket figyeltiink meg a ragadozok altal indukalt valasz
erdsségében a bufadienolidok szamat tekintve, ugyanakkor a szarmazasi hely nem volt

hatassal a bufadienolidok 6sszmennyiségére (IV. cikk).

Osszefoglalas

Osszességében, az itt bemutatott kutatdsok az allati kémiai védekezés plasztikussdganak eddigi
legatfogobb vizsgélatat képezik. Nyilvanvald az eredményeink alapjan, hogy szamos
kornyezeti hatas képes indukalni a barna varangy ebihalak méregtermelését (lasd még Bokony
et al., 2017), amely arra utalhat, hogy a bufadienolidok tobbféle veszély ellen is hatékony
védelmet biztositanak. Habar nem talaltunk arra utald bizonyitékot, hogy e vegyiiletek mas
fajokkal szemben allelopatikus hatassal birnanak (1. cikk), azt kimutattuk, hogy a megfigyelt
méregmennyiség megvédi az ebihalakat a gerinces ragadozoktol, de kevésbé hatékony a
gerinctelen ragadozokkal szemben, amelyek adaptalodhattak, hogy mérsékeljék a
bufadienolidok hatasat (111. cikk). Tehat a ragadozo és préda kozotti koevoltcios fegyverkezési
versenyben bizonyos ragadozokkal szemben a varangyok allnak nyerésre a szaporodo
helyeiken, mig masok esetében nem.

Eredményeink azt is sugalljdk, hogy az egyedfejlddés soran megfigyelhetd bufadienolid
mennyiség valtozas az ontogenezis soran megjosolhatéan alakuld predacids veszélyhez vald
alkalmazkodas kovetkezménye és igy konstitutiv, életkor fiiggd valtozast képvisel a ragadozok
elleni védelemben (1. cikk).

Fontos, hogy eredményeink valoszinlileg az egyidejiileg hatdé természetes szelekcid

kovetkezményeit tiikrozik, hiszen a méregtermelésben bekovetkezett indukalt valtozasokat



Uveges B.: A kornyezet hatasa kétéltiiek kémiai védekezésének valtozatossagara

Egyetemi doktori (PhD) értekezés tézisei

ugyanabban a kornyezetben figyeltik meg, amelyben az cbihalak az indukal6o kémiai
szignalokat, tehat a taplalékhianyt (1. cikk), a versenytarsakat (I1. cikk), illetve a ragadozdkra
utal6 szaganyagokat (1V. cikk) észlelték. Ezen feliil, a megfigyelt valtozasokat olyan ragadozok
okoztak, amelyek a természetben egylitt fordulnak el6 a barna varangy ebihalakkal (1V. cikk).

Megvalaszolatlan marad azonban a kérdés, hogy végtére is mennyire koltséges az
indukalhat6 kémiai védekezés és kifejezOdése milyen csereviszonyban all mas fontos életmenet
jellemzokkel (1. és 1. cikk). Azonban a koltségek sok esetben nehezen kimutathatoak (DeWitt
et al., 1998; Pigliucci, 2005), részben mivel nem feltétleniil nyilvanulnak meg a plasztikus
valasszal egy id6ben, kiilondsen olyan fajoknal, amelyek, a kétéltlieckhez hasonloan, komplex
¢letmenettel rendelkeznek (Tollrian & Harvell, 1999; Van Buskirk & Saxer, 2001; Benard,
2004; Steiner, 2007).

Osszességében vizsgilataink ravildgitanak azon kdrnyezeti tényezSk soksziniiségére,
amelyek befolyasolhatjdk a gerincesek kémiai védekezésének kifejezddését és hatékonysagat,
mint példaul a ragadozok és a kémiai védettséget ¢élvezd prédaik koevolucids torténete, a
ragadozok méreg érzékenysége, vagy mas kornyezeti faktorok hatasa (lasd még Bokony et al.,
2016; Bokony et al., 2017). Ezért, ha plasztikus kémiai védekezés kimutatasara toreksziink,
figyelembe kell venniink e soksziniiség jelentdségét. A jovobeli kutatasoknak célja kell, hogy
legyen a ragadozok és versenytarsak kombinalt hatasanak egyértelmii vizsgalata. Szintén
tovabbi vizsgalatok sziikségesek, hogy a bufadienolidok mas veszélyekkel (pl.
kannibalizmussal és kérokozokkal) szembeni hatékonysagat egyértelmiien tesztelhessiik (de

lasd Ujszeqi et al., 2017).
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Introduction

Phenotypic plasticity

Populations of species constantly evolve to adapt to various environmental conditions under
which they have to live and propagate. However, abiotic and biotic environmental conditions
perpetually change even during the lifetime of individuals, therefore organisms have to possess
flexible responses to be able to adapt to the diverse challenges at hand (West-Eberhard, 2003).
Indeed, individuals can adjust their phenotype to environmental factors by changing their
physiology, morphology, development and growth rate, as well as behaviour (Harvell, 1990;
Tollrian & Harvell, 1999; West-Eberhard, 2003; Miner et al., 2005). This ability of a given
genotype to produce different phenotypes under different environmental conditions is called
phenotypic plasticity (West-Eberhard, 1989; Futuyma, 1998; West-Eberhard, 2003; Pigliucci,
2005) and its fundamental effects on shaping diversity, and ecological and evolutionary
processes have been extensively recognised (Harvell, 1990; Tollrian & Harvell, 1999; Agrawal,
2001; West-Eberhard, 2003; Miner et al., 2005; Fordyce, 2006; Pfennig et al., 2010). Inducible
defences (Harvell, 1990; Tollrian & Harvell, 1999) are special cases of phenotypically plastic
responses to biotic environmental factors, such as predators, competitors, pathogens and
parasites.

An ecologically and evolutionary important adaptation in interspecific interactions is
the accumulation and use of toxic substances, which is widespread in all domains of life (Keeler
& Tu, 1991; Singh & Tu, 1996; Mebs, 2001; Brodie, 2009; Fry et al., 2009; Yamaguchi et al.,
2011; Casewell et al., 2013; Makarova et al., 2013). While the ability of inducible expression
of toxins in response to disturbance by enemies is well-known in plants (Tollrian & Harvell,
1999; Chen, 2008; McCall & Fordyce, 2010), it is scarcely studied if animals are capable of
displaying plastic responses to threats by upregulating the synthesis of toxins or selectively

expressing them (Hettyey et al., 2014).

Inducibility of animal chemical defences

Apart from their function in predation (Fry et al., 2009; Casewell et al., 2013), the utilization
of toxic or noxious compounds for deterring enemies, i.e. chemical defence, is also widespread
(Mebs, 2001; Brodie, 2009). Such deterrent compounds have been identified in various taxa,
and their effects on adversaries (such as predators, and potentially parasites and pathogens) are
well-known in many cases (Blum, 1981; Tachibana, 1988; Pawlik, 1993; Toledo & Jared, 1995;

10



Uveges, B.: Environmental factors shaping the variability of amphibian chemical defences

Theses for doctoral (PhD) dissertation

Mebs, 2001; Cunha Filho et al., 2005; Tempone et al., 2008; Savitzky et al., 2012). Moreover,
animal toxins are intensively studied as starting points in pharmaceutical research (Fox &
Serrano, 2007; King, 2011).

Given that we possess such a vast knowledge about naturally occurring toxins and their
host animals, and that toxins play such an important role in the ecology and evolution of
chemically defended species and their enemies (e.g. Brodie et al., 2002; Hanifin et al., 2008;
Dobler et al., 2012), it is surprising that the inducibility of chemical defences has received little
attention in the past (Hettyey et al., 2014). Only a few studies have tested for inducible chemical
defences in animals, showing that sessile invertebrates respond to predation risk or structural
damage with increased toxin production (Ebel et al., 1997; Slattery et al., 2001; Thornton &
Kerr, 2002), and common toad (Bufo bufo) tadpoles respond similarly to contaminants (Bokony
et al., 2017). Whether predators induce toxin synthesis in vertebrate prey has remained
controversial (Benard & Fordyce, 2003; Hagman et al., 2009; Marion et al., 2015; Bucciarelli
et al., 2017) since former studies tested in this regard either species (California newts, Taricha
torosa; Bucciarelli et al., 2017) whose ability to actively synthesise toxic compounds is
doubtful (Daly, 2004; Chau et al., 2011; Bane et al., 2014, but see Hanifin et al., 2002; Lehman
et al., 2004), or species in which active production was not explicitly demonstrated in the same
life stage when the inducing environmental factors were presented to animals (Benard &
Fordyce, 2003; Hagman et al., 2009; Hayes et al., 2009). Furthermore, some former studies
used manually simulated predator attacks (Marion et al., 2015; Bucciarelli et al., 2017). By
using such an approach, the authors may have induced a non-selective, general stress response
in their test animals rather than an anti-predator defence. Also, close to nothing is known about
the effect of competitors and the costs of induced defences in this regard (Benard & Fordyce,
2003; Hagman et al., 2009; Hettyey et al., 2014).

Amphibians as model organisms

Amphibians are classic model organisms in phenotypic plasticity research (Miner et al., 2005).
Especially tadpoles of anurans (i.e. frogs and toads) have been shown to display plastic changes
in morphology, behaviour and several life-history traits against various environmental factors,
including predators and competitors (Laurila et al., 1998; Chivers et al., 1999; Lardner, 2000;
Van Buskirk & McCollum, 2000; Relyea, 2001; Van Buskirk, 2002; Van Buskirk & Avrioli,
2002; Relyea, 2003; 2004; Kishida & Nishimura, 2005; Steiner, 2007). Moreover, amphibians
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are also known to utilize a plethora of toxic compounds for self-defence (Toledo & Jared, 1995;
Daly, 2003), therefore they are suitable model organisms for studying the ecology and evolution
of induced chemical defences.

Among anurans, bufonid toads are one of the most notorious for having toxic skin
secretions (Toledo & Jared, 1995). The main toxic components of bufonid poison are
bufadienolides (Flier et al., 1980; Krenn & Kopp, 1998; Mebs et al., 2007; Gao et al., 2010),
which are cardiotoxic steroid derivatives with a Na*/K* ATPase inhibitory function (Flier et al.,
1980; Pierre & Xie, 2006; Schoner & Scheiner-Bobis, 2007; Lingrel, 2010). Toads contain
these compounds from a very early age on (Mebs et al., 2007; Hayes et al., 2009; Bokony et
al., 2016; Bokony et al., 2017; Ujszeqi et al., 2017), however, active toxin production in the
tadpole stage has not been explicitly demonstrated before (Benard & Fordyce, 2003; Hayes et
al., 2009). Nonetheless, bufadienolides effectively deter many predator species, and inhibit
even some parasites and pathogens in vitro (Kruse & Stone, 1984; Henrikson, 1990; Denton &
Beebee, 1991; Peterson & Blaustein, 1991; Lawler & Hero, 1997; Cunha Filho et al., 2005;
Gunzburger & Travis, 2005; Tempone et al., 2008). Furthermore, toad tadpoles have been
observed to have strong negative effects on competitors, such as larvae of other anuran species
(Licht, 1967; Wilbur & Alford, 1985). It has been proposed that amphibian tadpoles interfere
with each other using chemical compounds (Licht, 1967), and although the mediating agents
are not known, in one case (Crossland & Shine, 2012), bufadienolides have been suggested as
potential culprits causing the allelopathic effect (Reigosa et al., 2006). Therefore,
bufadienolides may play an important role in the defence of toads against multiple

environmental threats.

Aims and methods

In the studies presented here, our general aim was to investigate predator- and competitor-
induced chemical defence in vertebrates using tadpoles of the common toad (Bufo bufo) as
model organisms. Common toad tadpoles are less plastic than other species in terms of
inducible morphological or behavioural defences (Laurila et al., 1998; Lardner, 2000; Van
Buskirk, 2002), but contain bufadienolide toxins already in the larval stages (Mebs et al., 2007;
Bokony et al., 2016; Bokony et al., 2017; Ujszegi et al., 2017) and several predators find them
unpalatable (Henrikson, 1990; Denton & Beebee, 1991). This suggests that toad tadpoles are

mainly dependent on an effective toxin arsenal for deterring enemies. Throughout the text |
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refer to the corresponding scientific papers and their content using bold-faced roman numbers
(1-1V).

In our studies we kept tadpoles in the laboratory or in outdoor mesocosms. Mesocosms are
self-sustaining experimental areas, which provide semi-natural circumstances for focal animals.
In research involving amphibian tadpoles, mesocosms are containers in the size range from a
couple to approximately 1000 litres, that contain shelter (usually leaves) and are inoculated with
naturally occurring phyto- and zooplankton (e.g. Van Buskirk, 2002; Relyea, 2004; Bokony et
al., 2017). We sampled toad tadpoles for the chemical analysis by conserving them in 70 percent
(Papers I and I11) or absolute methanol (Papers Il and 1V). We analysed toxin content using
high-performance liquid chromatography with diode-array detection and mass spectrometry
(HPLC-DAD-MS). After the experiments we released all remaining animals at the site of their
collection. We analysed data regarding toxin content using general and generalized linear

mixed-effects models in R (R Development Core Team, 2017).

» Paper | Ontogenetic variation and inducibility of chemical defence

During this experiment, our aims were to examine ontogenetic variation in bufadienolide
content of common toads during their larval and post-metamorphic life stages, to investigate
if cues on predation threat induce changes in toxin production during ontogeny and to assess
the energetic costs associated with plastic responses in toxin synthesis.

For this experiment we used the offspring of 10 adult toad pairs. Upon hatching, we
sampled 4 tadpoles from each family to estimate the baseline bufadienolide content at the
start of larval development. After hatching, we kept toad tadpoles in the laboratory in groups
of three in 1.5 L reconstituted soft water (RSW). We employed a three-factorial
experimental design with two predator-cue treatments (control vs. chemical cues on
predation risk, provided by separately housed southern hawker larvae, Aeshna cyanea; and
adult, male smooth newts, Lissotriton vulgaris), two food levels (ad libitum vs. limited
food), and four sampling occasions during the larval and early metamorphic life stages. We

analysed 200 samples in total.

» Paper Il Competitor-induced chemical defence
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This study intended to experimentally test the hypothesis that conspecific or heterospecific
competitors induce elevated bufadienolide synthesis in toads, and to investigate if toad
tadpoles are capable of utilizing their toxins as allelochemicals to suppress competitors.

We collected eggs form nine freshly laid common toad clutches and from nine freshly
laid agile frog (Rana dalmatina) clutches and raised the tadpoles in 40 L outdoor
mesocosms in differing densities. The densities were chosen to reflect low, medium and
high levels of competition. Three treatment groups contained only toad tadpoles to test if
the production of bufadienolides is adjusted to the density of conspecifics. Three treatment
groups contained tadpoles of both species to compare the effect of conspecifics to the effect
of heterospecifics on the production of bufadienolides. Finally, two treatment groups
contained agile frog tadpoles only, serving as controls for testing whether toad tadpoles
inhibit the growth and development of heterospecific larvae. At the termination of the
experiment we weighed all tadpoles and we preserved toad tadpoles (n = 398) in methanol
and agile frog tadpoles (n = 216) in 50 % ethanol. We identified the developmental stage of
all tadpoles by stereomicroscopic examination.

» Paper Il Inducibility of chemical defence by different predators

In this study we investigated whether tadpoles adjust their chemical defences to predation
threat in general and specifically to the presence of four, phylogenetically distantly related
predator species largely differing in voraciousness, and assessed the adaptive value of the
induced defence.

We raised toad tadpoles from 12 families in 130 L outdoor mesocosms in the presence
or absence of larvae of the southern hawker (A. cyanea, hereafter dragonfly), adult
backswimmers (Notonecta sp.), juvenile three-spined sticklebacks (Gasterosteus aculeatus)
or adult male smooth newts (L. vulgaris). Predators were housed in partially submerged
cages, one cage per mesocosm. We collected samples for the chemical analysis on two
occasions: first, we haphazardly selected one individual from each mesocosm 13 or 14 days
after start of the experiment (n = 60); second, we conserved one toad tadpole to start
metamorphosis from each mesocosm (n = 60). We collected further data on tadpole
behaviour, body mass, morphology, length of larval development, and survival.

To assess the adaptive value of induced defences, on day 13 of the experiment we placed

6 toad tadpoles each into 40 L predation-trial tubs, accompanied by 6 common frog (Rana
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temporaria) tadpoles. For each predator species and each toad family we used two
predation-trial tubs: we introduced 6 toad tadpoles that had been raised with predators into
one of the tubs, and we placed 6 predator-naive control toad tadpoles into the other tub. This
resulted in 96 predation-trial tubs (4 predator species x 2 toad tadpole treatment, i.e. raised
with or without a predator x 12 families). After a 24-hour acclimatization period for
tadpoles (on day fourteen) we released the assigned predator into each predation-trial tub.
After termination we counted survivors of both tadpole species and assessed body size of

predators.

» Paper IV Among population variation in predator-induced chemical defence
During this experiment our aim was to test for among-population differences in predator-
induced chemical defences of common toads.

We collected eggs from ten common toad egg strings from each of six water bodies.
Three of these water bodies are permanent ponds inhabited by fish, while the other three
are temporary ponds lacking fish. We kept toad tadpoles individually, in 0.7 L RSW in the
laboratory in the presence or absence of predator cues from larvae of the emperor dragonfly
(Anax imperator), adults of the European perch (Perca fluviatilis) or adult males of the
smooth newt (L. vulgaris). At the termination of the experiment we conserved all 240

individuals for chemical analysis.

Novel scientific results

» We demonstrated plastic chemical defence, i.e. an increase in bufadienolide content,
induced by food deprivation (Paper 1), conspecifics (Paper I1) and predators (Paper
V).

» Tadpoles displayed the observed plastic responses in the same (larval) life stages when
the inducing cues were presented.

» We demonstrated de novo synthesis of toxic compounds in amphibian larvae (Paper 1).

» We observed a hitherto undescribed pattern of change in bufadienolide content during
early life of bufonid toads, which mirrors ontogenetic change in tadpole vulnerability to
predators (Paper I).
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» Regardless of experimental treatment, toad tadpoles were vulnerable to dragonfly larvae
and to a lesser degree to backswimmers, but were mostly unpalatable to backswimmers
and smooth newts (Paper I11).

» When exposed to free-ranging dragonfly larvae, toad tadpoles that developed in the
presence of caged specimens of this predator had higher survival compared to their
predator-naive conspecifics (Paper I11).

» We detected variation among tadpoles according to population of origin in the intensity
of predator-induced changes in the number of bufadienolide compounds, but not in the

intensity of responses in total bufadienolide quantity (Paper 1V).

Discussion

Together, our studies represent the most comprehensive investigation of plastic chemical
defences in any animal species to date. It is clear from our results, that various environmental
factors can induce bufadienolide synthesis in common toads (see also Bokony et al., 2017),
suggesting that toxins may be effective against multiple threats. Albeit we did not find
allelopathic effects of these compounds against heterospecific competitors (Paper I1), we show
that the observed bufadienolide levels effectively deter vertebrate predators, but are less
efficient in fending off invertebrates, which may have evolved adaptations to mitigate effects
of bufadienolides (Paper Il1). Thus, in the co-evolutionary arms race between predators and
prey, toad tadpoles seem to have an advantage over some, but not all predators in breeding
ponds.

Our results also suggest that changes in toxin content during development may be
consequences of adaptation to predictable variation in predation risk during ontogeny, and
therefore represent constitutive age-dependent changes in defence against predators (Paper ).

Importantly, our findings are likely to reflect the outcome of concurrent natural selection
because we observed inducible changes in toxin synthesis manifesting in the same environment
in which study organisms experienced the inducing cues, i.e. food deprivation (Paper 1),
competition (Paper I1) and cues on predation threat (Paper 1V), and also because the observed
changes were induced by predators that co-occur with common toad tadpoles in natural
populations (Paper 1V).

Unanswered remains however the question of how costly ultimately induced chemical

defences are and how their expression trades off against other important life-history traits
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(Papers I and I11). After all, costs are often challenging to demonstrate (DeWitt et al., 1998;
Pigliucci, 2005), partly because they do not necessarily appear synchronously with the plastic
response, and especially so in species with complex life histories, such as amphibians (Tollrian
& Harvell, 1999; Van Buskirk & Saxer, 2001; Benard, 2004; Steiner, 2007).

Collectively, our studies highlight the diversity of factors which can influence the
expression and effectiveness of vertebrate chemical defences, such as the co-evolutionary
history of predators and their chemically defended prey, the sensitivity of predators to toxins,
as well as exposure of prey to environmental stimuli other than predation (see also Bokony et
al., 2016; Bokony et al., 2017). Therefore, to detect plastic chemical defences, it is necessary
to consider the implications of this complexity. Future studies should focus on explicitly testing
the combined effect of conspecifics and predatory cues on toxin synthesis. Further experiments
are also needed to explicitly test the effectiveness of bufadienolides against other threats (e.g.

pathogens or cannibalism, but see Ujszegi et al., 2017).
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