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Bevezetés

Az élovilag tobbsejtli eukaridta organizmusaiban az ivaros
szaporodas a legelterjedtebb szaporodasi méd, hiszen az
ide tartozé fajok tobb 99%-a ilyen médon szaporodik
(Bell, 1982). Az ivarosan szaporodé él6lények varhat6an
elényben vannak a heterogén kornyezetekben, mivel a
gyakoribb genetikai rekombinacié (Peck és mtsai., 1999)
elényeit kihasznalhatjak igy utat adva a kedvez6é mutaciok
elterjedésének a populaciékban, ezaltal lehet6vé téve
szamukra, a kiilonb6zd él6helyekhez torténé nagyobb
mértékii alkalmazkodoképességet (Pound és mtsai, 2004).
Ezzel szemben az ivartalan (klondlis) szaporodas (ahol az
utodok  egyetlen  sziil6t6l  szarmaznak),  kisebb
gyakorisaggal figyelhet meg az él6vilagban, de a legtobb
nagyobb taxonomiai csoportban leirtak mar, kivéve az
eml6soket és a madarakat (Avise és mtsai, 1992). Az
ivartalan moddon szaporodé organizmusok populacioi
elényben vannak a nagyobb szaporodasi képességiik
miatt, mivel nem fizetik meg az ivar kétszeres koltségét
(Maynard-Smith, 1978), bar tigy gondoljak, hogy kevésbé

ellenalloak a kornyezeti feltételek valtozasaival szemben



(Haldane, 1932). FeltételezhetGen egyes organizmusok
évmilliokig sokasodhattak ivaros szaporodas nélkiil
(Welch és Meselson, 2000), bar napjainkra egyre tébb
ritka ivaros szaporodasi esetet figyeltek meg olyan
fajoknal, amelyeket korabban teljesen ivartalannak
tekintettek (Maynard-Smith és mtsai, 1993; Tibayrenc és
Ayala, 2002). Kovetkezésképpen a legtobb faj, amely
ivartalanul (klondlisan) szaporodik fakultativan ivarosnak

(vagy fakultativan ivartalannak) tekinthetd.

A doktori disszertacios munkam célja, a rendkiviil
Osszetett szaporodasi rendszerrel rendelkezd édesvizi
hidrak természetes populdciéinak populaciégenetikai és
filogeografiai vizsgalata volt. Az édesvizi hidrak szinte az
egész vilagon elterjedt kontinentalis vizekben el6fordulo
csalanozok (Cnidaria), melyek nem rendelkeznek medtza
alakkal. A hidrak rendkiviil valtozatos életmddjuk miatt
fontos modellszervezetnek szamitanak mar az 1700
évektdl kezdve a fejlodésbiologiaban, dkofiziologiaban,
Oregedéskutatasban és a mutualista gazda-szimbionta

rendszerek tanulmanyozasaban.
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Az elsOsorban vizsgalt modellszervezetink a Hydra
oligactis (Pallas, 1766) a csalanzok torzsébe (Hydrozoa
osztalyba) tartoz6 makroszképikus édesvizi gerinctelen
zooplankton fogyaszto, helytiil6 ragadozé. A H. oligactis
Eurdzsidban és Eszak-Amerikdban egyarant elterjedt
(Martinez et al., 2010) és gyakran megtalalhaté kiilonféle
vizi él6helyeken (Holstein, 1995; Schuchert, 2010), de a
hidegebb és nagyobb/mélyebb viztesteket részesiti
elényben, mivel csak gyenge hdsokk-valaszt képes
generalni (Brennecke és mtsai, 1998). A H. oligactis
életciklusa magaban foglalja az ivartalan (bimb6zas) és az
ivaros szaporodast is (Reisa, 1973). Az ivartalan fazis
altalaban tavasszal és kora nyaron kovetkezik be, mig az
ivaros polipok nyar végén és Gsszel fordulnak eld (Reisa,
1973), mivel az 6szi er6s hdmérséklet-csdkkenés valtja ki
az ivaros szaporodast (Lenhoff, 1983; Littlefield és mtsai,
1991; Reisa, 1973). Az ivaros szaporodas a gonadok
(himeknél herék, n6stényeknél peték; azaz valtivaru fajrol
beszéliink) fejlodéséb6l 4all. A megtermékenyitést

kovetben a zigota levalik az anyaallatrol és az aljzatra



siillyed, majd a kikelése utan ujra kezd6dik az ivartalan

életszakasz.

Célkitizések

1. tanulmany: Karpat-medencei Hydra oligactis
populaciok populaciogenetikai 6sszehasonlitasa
az eltér6 szaporodasi stratégiaik fiiggvényében

A célunk az volt, hogy megvizsgaljuk a kiilénb6z6
parhuzamosan létez6 szaporodasi stratégiak (ivartalan és
ivaros) genetikai hétterét és differencidlodasat a
természetes Hydra oligactis populaciokban, ami altal
kiderithettiik, hogy az eddig megfigyelt szaporodasi
eltérések a vizsgalt hidrapopulacidink kozott fenotipikus
plaszticitas vagy genetikai differencialodas

kovetkezményei-e.

2. tanulmany: Egy magyarorszagi Hydra oligactis
populacié szezonalis szaporodasi startégianak
vizsgalata

Ebben a munkaban megvizsgaltuk a tavasszal és Osszel

gyljtott polipokbol alapitott, standard laboratériumi



koriilmények kozott tartott H. oligactis torzsek ivaros
szaporodasra vonatkozo késziiltségi allapotat a kiilonb6z6
szezonok/évszakok fényében. Ezentil megvizsgaltuk az
ivaros  késziiltségiikben bekovetkezett valtozasokat

valaszul a magas homérsékletnek valo kitettségre.

3. tanulmany: Egy magyarorszagi Hydra oligactis
populacié szezonalis genetikai valtozasanak
leirdsa egy kétéves periodus alatt

E munka f6 célja az volt, hogy az el6z6 vizsgalatban is
szerepld H. oligactis populacié genetikai dsszetételének
szezonalis valtozasat vizsgaljuk meg valamint azt, hogy a
klénvonalak tilélik-e a telet. Ezen tdlmenden a kiilénb6z6
genotipusok szerepét kivantuk feltdrni az ivaros
szaporodasra val6 hajlanddsagaban és annak id6zitésében,

valamint az ehhez kapcsolodo6 populacios dinamikaban.

4. tanulmany: Karpat-medencei Hydra populaciok
mikrobiom 0&sszetételének és diverzitasanak
vizsgalata a kiilonb6z6 szaporodasi médok és

él6helytipusok fliggvényében



Ebben a vizsgalatban kozép-eurdpai viztestekben €16
édesvizi hidra fajok esetében (H. oligactis, H. vulgaris és
H. circumcincta) vizsgaltuk a gazdaszervezethez tartozo
mikrobialis k6zOsség taxonémiai diverzitasat és
Osszetételét, valamint az ezeket befolyasold kiils6 és belsd

tényezoket.

Médszerek

Minden tanulmanyunk esetében (1.-;2.-;3.-;4.
tanulmany) ugyanazzal az aldbbiakban részletezett
modszerével gyljtottiik be a vizsgalati allatokat. A
vizsgalt populaciok természetesen varialédtak mindig az
adott vizsgalati kérdésiink fiiggvényében. Mindig az adott
populacid estében tdbb helyrdl probaltunk meg polipokat
gyljteni (legalabb 2 méteres tavolsagot hagyva koztiik),
hogy noveljik a genetikailag eltér6 egyedek
megtalalasanak esélyét a populaciékon beliil (mivel a
hidrak ivartalanul szaporodhatnak, igy az egymashoz
kozeli polipok nagyobb valészinliséggel ugyanahhoz a
genetikai vonalhoz tartoznak). A hidrapolipokat szabadon

lebeg6 és viz alda meriilt makrofita allomanyrol



(leggyakrabban Ceratophyllum demersum, Ceratophyllum
submersum, Myriophyllum spicatum, Stratiotes aloides)
gyljtottiik és egyenként Eppendorf-csovekbe (a 2. és 3.
tanulmany estében Falcon-csévekbe, a begyjtott hidrak
nagy szama miatt) helyeztikk Oket iigyelve a DNS
kontamindacio elkertilése. A begylijtés napjan az allatokat
hit6éladaban a laboratériumba  szallitottuk, ahol
sztereomikroszkoppal meghataroztuk 6ket a morfologia —
tapogat6 hossz/testhossz, talp jelenléte, tapogato fejlodése
a bimbékon - alapjan (Schuchert, 2010). Ezutan
feljegyzetiik az allatok ivaros allapotat — néstények (polip
differencialt petékkel), himek (polip differencialt
herékkel) vagy immatirok (polipok, amelyeknek jél
lathat6 ivarmirigyei vannak, de ezek a gonadok a fejlédés
korai stadiumaban vannak és ezért a nemet nem lehet még

meghatarozni esetiikben).

A 2. és 3. tanulmany esetén nem csak terepi adatokkal
dolgoztunk, hanem laboratoriumi kisérletet is végeztiink,
melynek részletei a kdvetkezOk voltak. A laboratoériumba
hozott hidrapolipokat hidra médiumba helyeztiik
Legfeljebb 6t polipot valasztottunk ki minden gyjtési
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helyr6l, hogy ivartalan szaporodas utjan térzseket hozzunk
létre bel6liik. A gy(jtott polipokat, mind az ivartalan
utodaikat kiilon-kiilon 6-lyukd edényekben tartottuk,
tiregenként 5 ml M-médiumban. Hetente kétszer etettiik
Oket Artemia (sorak) szuszpenzidval (az etetési mod
leirasat lasd Tokolyi és mtsai, 2016) és minden etetés utan
friss hidra médiumba helyeztiik Oket. Az ivartalan
szaporodasi szakasz 10 hétig tartott. Ez id6 alatt a
polipokat klimakamraban tartottuk 18 °C-on és 12/12 éras
vilagos-sotét ciklusban. Az ebben az id&szakban
keletkezett ivartalan polipokat megtartottuk és az
edényekben friss médiumot tartalmazé {iires lyukakba
helyeztiik at. A polipok/térzs maximaélis szamat N = 18-ra
(azaz harom 6-lyukud edényre) allitottuk. 10 hét elteltével
a polipokat egy 8°C-os klimakamraba helyeztiik at 8/16
oras vilagos-sotét ciklussal, hogy szimulaljuk a tél bealltat
és indukaljak a gametogenezist. A lehiilés napjan minden
egyedet lefényképeztiink a testméretiik mérése végett.
Mérésekkel ellendriztiik a  testméretek  kozotti
kiilonbségeket a tavasszal és Gsszel gytijtott polipokbdl
szarmazo torzsek kozott. A kisérleti allatokat 6t honapig

tartottuk igy és hetente kétszer ellendriztiik a polipokat
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sztereomikroszkép alatt, hogy kimutathassuk a
gonadogenezisiik kezdetét. Ezenkiviil két 1étrehozott térzs
segitségével (him és néstény), egy meleg expozicios
kisérletet is elvégeztiink, a nyar szezonalisan megjelen6
felmelegedési hatasanak tesztelésére, a hidrak ivaros
szaporodasra valo késziiltségi allapotanak. Két expozicios
id6vel dolgoztunk, amelyek a kovetkezdk voltak: 1 és 4
hét 18 °C-nak ,meleg” vald kitettség, a mar elGtte
létrehozott hideg torzsek esetében. A hideg torzseket ugy
hoztuk létre, hogy 18°C-on tartott feln6tt polipokat
athelyzetiik 8°C-ra, majd 8°C-on ivaros sziileikrdl levalo
bimbokat ivartalanul szaporitottuk. Ez a szakasz 3 honapig

tartott.

Az 1. a 3. és a 4. tanulmany esetében genetikai adatokkal
dolgoztunk igy sziikséges volt az 0Osszegyljtott H.
oligactis egyedekbdl szarmaz6 genomi DNS-t izolalasa,
amit standard emlés DNS extrakciés protokoll

segitségével végeztiink el.

Az 1. és 3 tanulmanyunkban a DNS mintainkon RAD-

seq-et egy modern egyre gyakrabban hasznalt
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populaciégenomikai moddszert alkalmaztunk, mert ezt
talaltuk legalkalmasabbnak az altalunk vizsgalt kérdések
pontos megvalaszolasara. Ennek soran mintainkat
konyvtarakba rendeztiik (mely folyamat sordn a genomi
DNS-enzimatikusan  hasitottuk, majd  mintanként
egyedileg megjeloltiik a kapott kisebb fragmenteket),
amelyeket aztan szekvenaltattunk és az ebbdl nyert
adatokat bioinformatikai eszkdzokkel feldolgoztuk. E
feldolgozasi munka soran szekvencidinkrol eltavolitottuk
a hibasként azonositott olvasasokat, demultiplexaltuk
Oket, eltavolitottuk a szennyez6déseket, elvégeztiik rajtuk
a fajok azonositasat és kizartuk a nem relevansnak kapott
szekvencidkat is. A 4. tanulmanyunkban 16S rRNS gén
V1 és V2 hipervariabilis régiojanak egyedi barcode-okkal
jelolt részeit shotgun szekvenaltattuk illumina platformon,
majd a kapott szekvencidkat QIIME2 programmal

tisztitottuk, szfirtiik és valogattuk ki.

A statisztikai elemzést minden tanulmanyunk (1.-;2.-;3.-
;4. tanulmany) esetében R statisztika kornyezetben
végeztiik el, az adott specialis elemzési/abrazolasi célra

alkalmazhaté6  programcsomagok és  fiiggvények

11



hasznélataval. Ez a munka 1. és 3. tanulmany esetében
MLG-ék azonositasabol, a kléonok azonositasabdl, a
genetikai  tavolsagok  megallapitasabdl,  altalanos
populaciégenetikai statisztikdk szamolasabdl és csaladfa
rekonstrukciobél allt. A 2. tanulmanyban a kapott
adatokat binomialis eloszlasu altalanositott kevert linearis
modellekkel elemeztiik (GLMM). A 4. tanulmanyban
els6sorban a kapott bakteriadlis taxonok szama alapjan
torténd diverzitasi indexek szamolasat végeztiik el és azok
Osszevetését a kiillonboz6 altalunk vizsgalt magyarazo
tényezokkel. Ezen kiviil elvégeztilk még a hidrakon 1évo
baktériumkozoségek eltéréseinek dsszevetését egymassal
altalunk vizsgalt magyarazé tényezokkel, kiilonbdz6

tavolsagmatrixok alkalmazasaval.

Eredmények

1. tanulmany: Karpat-medencei Hydra oligactis
populaciok populacidgenetikai 6sszehasonlitasa az

eltérd szaporodasi stratégidik fiiggvényében
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o Megallapitottuk, hogy egyértelm{i bizonyitékok
vannak a szaporodasi méd  fenotipikus
plaszticitasara (a klénoknak azonositott polipok
szaporodasi maédjai eltéréek voltak)

e Nem volt észlelhet6 genetikai struktura a
szaporodasi méd tekintetében (az ivaros polipok
nem mutattak kiilénbséget az ivartalan polipoktdl).

e Emellett magas genetikai rokonsagot talaltunk a
populaciok  kozétt (masodrenddi rokonsagot
észleltiink a tavoli populaciokhoz tartozé egyedek
kozott is)

e Két nemvaltast is megfigyeltiink (azonos klonalis
szarmazasi vonalakban egyardant himek és
ndstények is voltak).

e Ezenkiviil nem taladltunk bizonyitékot a kriptikus
fajok létezésére a Karpat-medencei H. oligactis

populacidkban.
2. tanulmany: Egy magyarorszagi Hydra oligactis
populaci6  szezonalis  szaporodasi  startégianak

vizsgalata
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Megallapitottuk, hogy ugyanaz a kérnyezeti jelzés,
amely a tél bealltat jelzi, eltér6 reakciokat valt ki a
tavasszal és 6sszel gylijtott torzsekben.

Az 0Osszel gyljtott polipokbol szarmazé torzsek
ivaros  szaporodasra vonatkozé  késziiltségi
allapota magasabb volt: nagyobb aranyban mentek
at ivaros szaporodason és tobb mint egy héttel
kevesebb id6be telt, mire megindult a
gonadogenezisiik.

Igazoltuk a meleg expozicio érzékenyitd hatasat a
kornyezeti jelzésekre (lehiilésre) adott valaszok

estében, azaz az ivaros szaporodas indukalasaban.

3. tanulmany: Egy magyarorszagi Hydra oligactis

populacié szezondlis genetikai valtozdsanak leirasa egy

kétéves periddus alatt

Sikeriilt kimutatnunk korlatozott valtozasokat a
populacio szezonalis genetikai 6sszetételében
Megfigyeltiik, hogy egyes hidraklonvonalak évek

és évszakok kozott is fennmaradhatnak.
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Megallapitottuk, hogy a kiilonb6z6é genotipusok
ivaros szaporodasi gyakorisagukban kiilonb6znek
egymastol.

Végiil a fenti kiilonbségek nem befolyasoltak,
hogy ezek a genotipusok ujra megjelennek-e a

mintavételek (szezonok) kozott.

4. tanulmany: Karpat-medencei Hydra populéaciok

mikrobiom 6sszetételének és diverzitdsanak vizsgalata

a kiilonb6z6 szaporodasi modok és élGhelytipusok

fiiggvényében

Megallapitottuk, hogy a Hydra populaciok
jelentdsen kiilonboztek a hordozott baktérium
kozosség  Osszetételében és a  populéacié
azonossaga a mikrobidlis o- és [-diverzitas
legfontosabb tényezgje.

Ezen tulmenden kimutattuk, hogy az él6hely
tipusa erOteljesen magyarazza a baktériumok
diverzitasanak kiilonbségeit.

Szignifikans  kiilonbségeket  észleltink a
baktériumok diverzitasaban a gazdafajok kozott (a
legkevésbé valtozatos a H. circumcincta-ban volt).
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e Végiil a szaporodasi modnak (ivaros vs. ivartalan)
nem talaltunk erds hatasat a hidrak bakterialis
kozosségének Osszetételére.

e Osszeségében megallapitottuk, hogy az a- és [-
diverzitasra a leger6sebben a mintavételi hely
(populécid) van hatassal, ezt koveti a viztest tipusa,
mig a gazdatényezdk (faj és szaporodasi mod)
joval gyengébb, de konzisztens hatast gyakoroltak

a bakteridlis diverzitasra.

Diszkusszio

Els6 tanulmanyunk, sordan elvégeztik az elsd
populaciégenomikai vizsgalatot a Hydra nemzetségben,
amely betekintést enged a természetes Hydra populaciok
genetikai  sokféleségének mintazataiba. Egyértelmi
bizonyitékot fedeztiink fel a fenotipikus plaszticitasra a
szaporodasi modban e faj esetében. Ez arra utal, hogy a
hémérsékleten kiviil vannak olyan egyéb belsd tényez6k
vagy kornyezeti jelzések, amelyek indukalhatjak az ivaros
szaporodast ennél a fajnadl. Tanulmanyunkban igy

ravilagitottunk a fenotipikus plaszticitds szerepére a
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természetes populaciok fejlédési és  élettorténeti
mintazatainak kialakitasdban. Ezenkiviil ezek az
eredmények ramutatnak az élettorténeti stratégiak
figyelemreméltd rugalmassagara egy fakultativan klondlis
fajban, amelynek szaporodasi maddtél fiiggé oregedése
van. E rugalmassdg adaptiv értéke izgalmas utnak
igérkezik a tovabbi kutatasokhoz. S6t mi t6bb betekintést
nyertiink a hidrak terjedési mechanizmusaiba, els6sorban
a madarak altali terjesztés lehet6ségére is (a populacidk
genetikai szerkezete is arra utal, hogy a populaciék kozotti
génaramlas fiiggetlen a foldrajzi elhelyezkedésiikt6l, ami
szintén a madarak altali terjesztést tamasztja ald). Ez a
megfigyelés szamos 1j megvalaszolandé kérdést vethet fel
(mint példaul, a tartés peték, vagy a feln6tt egyedek
terjednek, vagy endo- vagy ektozoochoriaval torténik-e).
Végiil varatlanul bizonyitékot talaltunk az ivarvaltas
tényére a természetes H. oligactis populacidkban, ami
tobb szempontbdl is jelentds lehet, hiszen ravilagitottunk,
hogy természetes populaciokban sokkal gyakoribb lehet a
nemvaltas, mint korabban gondoltak és akar adaptiv értéke
is lehet. Ezek alapjan a természetes hidra populaciok

szaporodasi  rendszereinek  vizsgalatakor és a
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laboratériumi kisérletek tervezése soran is a jovGében

figyelembe kell venni az ivarvaltozas lehetdségét is.

Masodik tanulmanyunkban, kimutattuk, hogy a H.
oligactis az ivaros szaporodast el6idéz6 kornyezeti
jelzésekre vald érzékenysége évszakonként megvaltozik.
Ugy tiinik, hogy a polipok alacsony ivaros késziiltségi
allapotot tartanak fenn tavasszal, de ez névekszik a
kedvez6tlen  id6szakok  bekdszontével. Ezek a
megfigyelések  kiegészitik Noda (1982) korabbi
tanulmanyat, amely hasonld6 hatasokat mutat be
laboratériumi koriilmények kozott, valamint 6sszhangban
vannak mas fakultativan ivartalan fajokon (kerekesférgek
és vizibolhdk esetében; Alekseev és Lampert 2001,
Schroder és Gilbert 2004) végzett vizsgalatokkal, amelyek
dokumentaljak a diapauzat kivalt6 érzékenység szezonalis
valtozasait a kornyezeti jelzések hatdsara. A természetbdl
gytjtott  torzsekkel  kapcsolatos  megfigyeléseinket
kiegészitettiik ~ laboratériumi  torzsekkel — végzett
kisérletekkel, amelyek arra utalnak, hogy a hidrak
érzékenységének novekedése a polipok hosszu tavi magas

homérsékletnek valo kitettségével magyarazhatd. Viszont
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a jelenség hatterében all6 pontos fejlédési mechanizmusok

magyarazata még varat magara.

A harmadik tanulmanyunkban korlatozott eltéréseket
tudtunk kimutatni a szezonalis populaci6 genetikai
Osszetételében és azt is, hogy egyes hidra klénvonalak
évek és évszakok kozott is fennmaradhatnak (ttlélhetnek)
ellentétben az irodalomi adatokkal, amelyek szerint a
hidrapolipok télen elpusztulnak elsésorban a befagyd
vizek miatt és igy csak az ivaros szaporodas soran képzett
tartos peték maradnak életben. Ellenben nem talaltunk
egyértelm{i bizonyitékot a tavaszi genotipus bOségére a
vizsgalt hidra populaciéban, annak ellenére, hogy ez
logikus kovetkezménye lenne a téli ivaros szaporodasuk
magas aranyanak (Uij genotipusok generalasa) és korabban
mas fakultativ ivaros szervezeteknél is leirtak mar. Azt is
megfigyeltik, hogy a kiilonb6z6  genotipusok
kiilénbodznek az ivaros szaporodas gyakorisagaban. Ennek
jelent6s szerepe lehet az ilyen populaciok genetikai
osszetételének hosszu tavu valtozasaban, hiszen az adott
kornyezeti  allapothoz ~ legjobban  alkalmazkodd

genotipusok lehetnek a legelterjedtebbek az adott
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él6helyen. Végiil azt talaltuk, hogy ezek a megfigyelt
kiilonbségek nem befolyasoltak, hogy ezek a genotipusok
Ujra megjelennek-e egymast kovetd években és
évszakokban. Osszefoglalva, ezek az eredmények azt
sugalljak, hogy a fakultativ ivaros organizmusok
genetikailag elég plasztikusak ahhoz, hogy parhuzamosan
tartsdak fenn a kiilonboz6 szaporodasi stratégiaikat
(ivartalan és ivartalan szaporodas), ami jelentds el6nyhoz
juttathatja 6ket a kiszamithat6an valtozé kornyezetben,
igy novelve alkalmazkodoképességiiket az elére nem
lathaté valtozasokkal szemben. Emiatt ennek a
képességnek a vizsgalata ma még aktualisabb, mivel az
ilyen tulajdonsagokkal rendelkez6 populaciokra épiild
okoszisztémak kulcsfontossaguak lehetnek az

éghajlatvaltozas okozta 6kologiai karok mérséklésében.

A negyedik tanulmanyunkban, természetes kornyezetbdl
gyljtott  Hydra  polipok nagy  adatkészletének
felhasznalasaval azt talaltuk, hogy a gazdaszervezethez
kapcsolodo mikrobak diverzitasanak valtozasa elsésorban
a helyi kornyezettel fiigg Ossze és az -eutrofizacio

potencialisan szerepet jatszhat a mikrobialis diverzitas
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novelésében. Ez meglepd, hiszen ismert, hogy a Hydra
kiilénallo és nagyon specifikus baktérium fajokat hordoz
(Fraune és Bosch 2007, Franzenburg és mtsai 2013),
amelyek részben vertikalisan terjednek at a sziilor6l az
utodra (Fraune és mtsai, 2010), ami arra utalhat, hogy a
mikrobak 0Osszetétele generaciékon at oroklédik, nem
pedig a kdrnyezetb6l szarmazik. Mindazonaltal gy tlinik,
hogy a kiilonb6z6 élGhelyekre jellemz6 mikrobialis
kozosségek atmenetileg kolonizaljak a hidrakat, ami végiil
hosszii  tavi  asszociacidkat  eredményezhet a
baktériumokkal, amelyek vagy hozzaadodnak a
gazdaspecifikus mikrobakhoz, vagy helyettesitik azokat.
Megallapitottuk, hogy a Hydra populacidk jelent6sen
kiilonboztek a baktériumok 6sszetételében és a populacié
azonossaga a mikrobialis o- és B-diverzitas legfontosabb
tényezdje. A mikrobialis Osszetételben az
eredményeinkhez hasonl6é populéci6-specifikus valtozast
vizi gerinceseknél is leirtak mar és az egymassal
Osszefiigg6 kornyezeti feltételek, példaul hémérséklet,
foldrajzi helyzet, vizminOség és kémia valtozasanak
eredményeként magyaraztak, amelyek befolyasoljak a

helyi mikrobialis k6zdsségek Osszetételét és végs6 soron a
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gazdaszervezethez k6t6d6 mikrobak kozdsségét (Sehnal
és mtsai, 2021). Az él6hely tipusa szignifikansan
magyarazza a baktériumok diverzitasanak kiilénbségeit.
Ezen tilmenden, a mikrobialis dsszetétel jelentGsen eltéré
a gazdafajok szerint és a H. circumcincta mutatta a
legkevésbé valtozatos és legkonzisztensebb mikréba
kozosségeket. Ezért az eltér6 mikrobiotajuk nagy
valdszintiséggel fajspecifikus gazda-mikroba tarsulasok
eredménye. A specifikus mikrobidlis taxonok és a
gazdaszervezetek kozotti hasonl6 konzisztens
asszociacios mintazatokat szamos allatcsoportban leirtak
mar, a szivacsoktdl az emldsokig (Yildirim és mtsai 2010,
Youngblut és mtsai, 2019) és gyakran nyilvanval6ak az
egyiitt é16 vizi allatfajokban (Sehnal és mtsai, 2021). A
fajspecifikus mikrobialis Osszetételt korabban a Hydra
esetében is leirtak mar (Fraune és Bosch 2007,
Franzenburg és mtsai, 2013). Megfigyeléseink
megerdsitik Fraune és Bosch (2007) megfigyeléseit még
nagyobb mintaméret és még szélesebb foldrajzi felbontas
tekintetében, amely t6bb hidrapopulaciot is magaba
foglalt. Ellenben az tapasztaltuk, hogy a gazdaszervezet

szaporodasi modja nem magyarazza meg a mikrobialis
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diverzitds valtozasait. Pedig szignifikans kiilonbséget
vartunk az ivaros és ivartalan polipok kozott, mivel az
ivaros egyedek fiziologidja jelent6sen eltér az
ivartalanokétol, példaul az ivaros egyedek altali
antimikrobidalis peptidek termelése miatt). Mindazonaltal
csak csekély eltérést talaltunk az ivartalan és ivaros Hydra
polipok mikrobialis diverzitasaban, ami azt jelzi, hogy a
fent leirt fiziologiai véltozasok csak korlatozott hatéassal
vannak a teljes mikrobidlis diverzitasra. Végezetiil
elmondhatjuk, hogy azok a mechanizmusok, amelyeken
keresztiil a helyi kornyezet koélcsonhatasba 1ép a
gazdafajjal/genotipussal a mikrobiota sszeallitasa soran,
tovabbra is érdekes témat jelent, a rendszer tovabbi

vizsgalataihoz.
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Introductions

In multicellular eukaryotic organisms, sex is the most
common mode of reproduction, as more than 99% of the
species belonging to it reproduce in this way (Bell, 1982).
Sexually reproducing organisms are expected to have an
advantage in heterogeneous environments, as they may
take advantage of more frequent genetic recombination
(Peck et al., 1999) to enhance for the spread of favorable
mutations in populations, thereby allowing them to better
adapt to different habitats (Pound et al., 2004). In contrast,
asexual (clonal) reproduction, where offspring are from a
single parent, is less common in the nature, but has been
described in most major taxonomic groups, with the
exception of mammals and birds (Avise et al., 1992).
Asexual populations enjoy the benefit of a higher
multiplication rate, because they do not pay the twofold
cost of sex (Maynard-Smith, 1978), although they are
thought to be less resistant to changes in environmental
conditions (Haldane, 1932). Presumably, some organisms
may have multiplied for millions of years without sexual

reproduction (Welch and Meselson, 2000), although more
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and more rare cases of sexual reproduction have been
observed in species previously considered completely
asexual (Maynard-Smith et al., 1993; Tibayrenc and
Ayala, 2002). Consequently, most species that reproduce
asexually (clonally) are considered facultatively sexual (or

facultatively asexual).

The aim of my doctoral dissertation was to study the
population genetics and phylogeography of natural
populations of freshwater hydras, that has an extremely
complex reproductive system. Freshwater hydras are
common cnidarians (Cnidaria) found in continental lakes
and rivers almost all over the world that do not have a
jellyfish stage. Hydras have been an important model
organization in developmental biology, ecophysiology,
aging research, and the study of mutualist host-symbiont
systems since the 1700s because of their extremely diverse

lifestyles.

Our primarily studied model organism, Hydra oligactis
(Pallas, 1766), is a predator of macroscopic freshwater

invertebrate zooplankton belonging to the cnidarians
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(Hydrozoa class). H. oligactis is widespread in both
Eurasia and North America (Martinez et al., 2010) and is
often found in a variety of aquatic habitats (Holstein,
1995; Schuchert, 2010), but prefers colder and larger /
deeper water bodies because it has an attenuated heat
shock response (Brennecke et al., 1998). The life cycle of
H. oligactis includes asexual (budding) and sexual
reproduction (Reisa, 1973). The asexual phase usually
occurs in spring and early summer, while sexual polyps
occur in late summer and autumn (Reisa, 1973), as strong
temperature declines in autumn induce sexual
reproduction (Lenhoff, 1983; Littlefield et al., 1991;
Reisa, 1973). 1973). Sexual reproduction consists of the
development of the gonads (testes in males, eggs in
females; i.e. it is a gonochoristic species). After
fertilization, the zygote separates from the mother animal
and sinks to the substrate, after which the asexual life

begins again.
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Aims

. Study 1: Population genetic comparison of

Hydra oligactis populations in the Carpathian-

Basin as a function of their different reproductive
strategies

Our aim was to investigate the genetic background and

differentiation of different coexisting reproductive

strategies (asexual and sexual) in natural Hydra oligactis

populations, which allowed us to find out whether the

reproductive differences observed so far are due to

phenotypic plasticity or genetic differences.

. Study 2: Investigation of the seasonal
reproduction strategy of a Hungarian population
of Hydra oligactis

In this work, we examined the sexual readiness of H.
oligactis strains based on hydras collected from spring and
autumn harvested under standard conditions for sexual
reproduction in the light of different seasons. Henceforth,
we examined changes in their sexual propensity in

response to exposure to high temperatures.
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o Study 3: Description of the seasonal genetic
change of a Hungarian population of Hydra
oligactis over a two-year period

The main objective of this work was to investigate the
seasonal variation in the genetic composition of the H.
oligactis population included in the previous study and
whether the clone lines survive the winter. In addition, we
wanted to explore the role of different genotypes in sexual
reproductive propensity and its timing, as well as in related

population dynamics.

. Study 4: Investigation of the microbiome
composition and diversity of Hydra populations
in the Carpathian-Basin as a function of different
reproduction modes and habitat types

In this study, we examined the external and internal factors
associated with changes in the taxonomic diversity and
composition of host microbes in freshwater hydra species
(H. oligactis, H. vulgaris, and H. circumcincta) living

together in Central European water bodies.
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Methods

For each of our studies (Studies 1.; 2.; 3.; 4.), the animals
were collected using the same method as detailed below.
Of course, the studied populations always varied
depending on our particular study question. We have
always tried to collect polyps from multiple locations
within a given population (leaving a distance of at least 2
meters between them) to increase the chances of finding
genetically different individuals within populations (as
hydras can reproduce asexually, polyps located close to
each other are more likely to belong to the same genetic
line). Hydra polyps were collected from a free-floating and
submerged macrophytes (most commonly Ceratophyllum
demersum, Ceratophyllum submersum, Mpyriophyllum
spicatum, Stratiotes aloides) and placed one by one in
Eppendorf tubes (Falcon tubes in studies 2 and 3). taking
care to avoid DNA contamination. On the day of
collection, the animals were transported in a cool box to
the laboratory, where they were determined by
stereomicroscopy based on morphology - tentacle length /

body length, presence of peduncle, tentacles on
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developing buds (Schuchert, 2010). We then record the
sexual status of the animals - females (polyp with
differentiated eggs), males (polyp with differentiated
testes) or immatures (polyps that have clearly visible
gonads, but these gonads are at an early stage of

development and therefore sex cannot be determined yet).

For studies 2 and 3, we not only worked with field data,
but also performed a laboratory experiment, the details of
which were as follows. Hydra polips brought to the
laboratory were placed into hydra medium (M-medium).
Up to five polyps were selected from each collection site
to generate strains by asexual reproduction. The collected
polyps and their asexual offspring were kept separately in
6-well dishes in 5 ml of M-medium per well. They were
fed twice a week with Artemia nauplii suspension (for a
description of the feeding method, see Tokolyi et al.,
2016), and placed in fresh M-medium after each feeding.
The asexual reproductive phase lasted for 10 weeks.
During this time, the polyps were kept in a climate
chamber at 18 ° C and a 12/12 hour light-dark cycle.

Asexual polyps formed during this period were retained
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and transferred to empty wells containing fresh medium in
the dishes. The maximum number of polyps / strains was
set at N = 18 (i.e., three 6-well dishes). After 10 weeks, the
polyps were transferred to an 8 © C climate chamber with
an 8/16 h light-dark cycle to simulate the onset of winter
and induce gametogenesis. On the day of cooling, all
individuals were photographed to measure their body size.
Differences in body size between strains from polyps
collected in spring and autumn were checked by
measurements. The experimental animals were kept for
five months, and the polyps were examined twice a week
under a stereomicroscope to detect the onset of
gonadogenesis. In addition, with the help of two
established strains (male and female), a warm exposure
experiment was performed to test the seasonal warming
effect of summer on the sexual standby status of the
hydras. We worked with two exposure times, which were:
1 and 4 weeks of “warm” exposure to 18 ° C for pre-
established cold strains. Cold strains were created by
transferring adult polyps kept at 18 © C to 8 ° C and
asexually propagating buds detached from their sexual

parents at 8 ° C. This phase lasted for 3 months.
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For studies 1, 3, and 4, we used genetic data to isolate
genomic DNA from collected H. oligactis individuals

using a standard mammalian DNA extraction protocol.

In our studies 1 and 3, we used RAD-seq, an increasingly
common population genomic method, on our DNA
samples because we found it to be the most appropriate to
answer the questions we examined accurately. In this
process, our samples were arranged in libraries (in the
process of which the genomic DNA was enzymatically
cleaved and the resulting smaller fragments were
individually labeled), which were then sequenced, and the
resulting data processed using bioinformatics tools.
During this processing, we removed the readings
identified as erroneous from our sequences, demultiplexed
them, removed contaminants, identified species on them,
and excluded sequences that were found to be irrelevant.
In our study 4, the barcode-labeled portions of the
hypervariable region V1 and V2 of the 16S rRNA gene

were shotgun sequenced on an illumina platform, and the
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resulting sequences were purified, filtered, and selected

with QIIME?2 software.

Statistical analysis was performed for all of our studies
(Studies 1.; 2.; 3.; 4.) using R statistical environments,
using software packages and functions that can be used for
specific analysis / representation purposes. For studies 1
and 3, this work consisted of the identification of MLGs,
the identification of clones, the determination of genetic
distances, the calculation of general population genetic
statistics, and pedigree reconstruction. In study 2, the data
obtained were analyzed using generalized mixed linear
models (GLMM) with binomial distributions. In study 4,
we primarily calculated diversity indices based on the
number of bacterial taxa obtained and compared them with
the various explanatory factors we examined. In addition,
we compared the differences in the bacterial communities
on the hydras with the explanatory factors we examined

using different distance matrices.
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Results

Study 1: Population genetic comparison of Hydra

oligactis populations in the Carpathian-Basin as a function

of their different reproductive strategies

We found that there is clear evidence for
phenotypic plasticity of the reproduction mode
(the reproductive mode of polyps identified to be
clones were different)

No genetic structure was observed for the mode of
reproduction (sexual polyps showed no difference
from asexual polyps).

In addition, we found high genetic relatedness
between populations (second-order relatedness
was also observed between individuals belonging
to distant populations)

Two apparent sex changes were also observed
(there were both males and females in lines of the
same clonal origin).

In addition, we found no evidence for the existence
of cryptic species in the populations of H. oligactis

in the Carpathian-Basin.
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Study 2: Investigation of the seasonal reproduction
strategy of a Hungarian population of Hydra oligactis

e We found that the same environmental signal that
indicates the onset of winter elicits different
reactions in the strains collected in spring and
autumn.

e Strains from hydras collected in the fall had higher
sexual readiness: they underwent a higher rate of
sexual reproduction, and it took more than a week
less time for their gonadogenesis to begin.

e We demonstrated the sensitizing effect of warm
exposure on responses to environmental signals

(cooling) i.e., induction of sexual reproduction.

Study 3: Description of the seasonal genetic change of a
Hungarian population of Hydra oligactis over a two-year
period
e We were able to detect limited changes in the
seasonal genetic composition of the population
e We have observed that some hydra clonal lines
may survive between years and seasons.
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We found that different genotypes differ in their
sexual reproduction frequency.

Finally, the above differences did not affect
whether these genotypes reappear between

samples (seasons).

Study 4: Investigation of the microbiome composition and

diversity of Hydra populations in the Carpathian-Basin as

a function of different breeding patterns and habitat types

We found that Hydra populations differed
significantly in the composition of the carried
bacterial community and that population identity is
a major factor in microbial a- and -diversity.

In addition, we have shown that the type of habitat
strongly explains the differences in the diversity of
the microbiome.

Significant differences in microbiome diversity
were observed between host species (the least
diverse was in H. circumcincta).

Finally, the mode of reproduction (sexual vs.

asexual) did not find a strong effect on the
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composition of the bacterial community in the
hydras.

e Overall, we found that a- and pB-diversity is most
strongly affected by the sampling site (population),
followed by the type of water body, while host
factors (species and mode of reproduction) had a
much weaker but consistent effect on bacterial

diversity.

Discussions

In our first study, we conducted the first population
genomic study in the genus Hydra to provide insight into
patterns of genetic diversity in natural Hydra populations.
We found clear evidence for phenotypic plasticity in the
reproductive mode in this species. This suggests that in
addition to temperature, there are internal factors or
environmental indications that may induce sexual
reproduction in this species. In our study, we shed light on
the role of phenotypic plasticity in shaping the
developmental and life history patterns of natural

populations. In addition, these results point to the
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remarkable resilience of life history strategies in an
optional clonal species that has sex-dependent aging. The
adaptive value of this flexibility promises an exciting road
for further research. Moreover, we have gained more
insight into the propagation mechanisms of hydras,
especially the possibility of spread by birds (the genetic
structure of populations also suggests that gene flow
between populations is independent of their geographical
location, which also supports spread by birds) it may raise
questions (such as whether persistent eggs or adults are
spread, or whether it occurs with endo- or ectozoochoria).
Finally, we unexpectedly found evidence of sex change in
natural H. oligactis populations, which may be significant
in several respects, as we highlighted that sex change may
be much more common in natural populations than
previously thought and may even have adaptive value.
Based on these, the possibility of sex change in the future
should also be taken into account when examining the
reproductive systems of natural hydra populations and

when planning laboratory experiments.
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In our second study, we showed that the sensitivity of H.
oligactis to environmental signals that induce sexual
reproduction varies seasonally. Hydras appear to maintain
a low sexual readiness in the spring, but this increases with
the onset of adverse periods. These observations
complement Noda's (1982) previous study showing
similar effects under laboratory conditions and studies in
other facultatively asexual species (roundworms and water
fleas; Alekseev and Lampert 2001; Schréder and Gilbert
2004) documenting diapause-inducing susceptibility
seasonal changes due to environmental signals. Our
observations on locally collected strains have been
supplemented by experiments with laboratory strains
suggesting that the increase in hydra sensitivity can be
explained by the long-term exposure of polyps to high
temperatures. However, an explanation of the exact
developmental mechanisms behind this phenomenon

remains to be seen.

In our third study, we were able to show limited
differences in the genetic composition of the seasonal

population and also that some hydra clone lines may
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persist between years and seasons, in contrast to literature
data suggesting that hydra polyp die in winter primarily
due to frozen waters and only sexual long-lived eggs
formed during reproduction survive. In contrast, we found
no clear evidence of abundance of spring genotype in the
studied hydra population, although this would be a logical
consequence of the high rate of winter sexual reproduction
(generation of new genotypes) and has previously been
described in other optional sexual organisms. We also
observed that different genotypes differ in the frequency
of sexual reproduction. This may play a significant role in
the long-term adaptation in the genetic composition of
such populations, as the genotypes best adapted to a given
environmental condition may be the most prevalent in a
given habitat. Finally, we found that these observed
differences did not affect whether these genotypes
reappear in consecutive years and seasons. Taken together,
these results suggest that facultatively asexual organisms
are genetically plastic enough to maintain different
reproductive strategies in parallel (sexual and asexual
reproduction), which may give them a significant

advantage in a predictably changing environment, thereby

46



increasing their adaptability even further, also in the face
of unforeseen changes. For this reason, the study of this
capability is even more relevant today, as ecosystems
based on populations with such characteristics may play a
key role in mitigating the ecological damage caused by

climate change.

In our fourth study, using a large data set of Hydra polyps
collected from the natural environment, we found that
changes in host-associated microbial diversity are
primarily related to the local environment and that
eutrophication may play a potential role in increasing
microbial diversity. This is surprising since Hydra is
known to carry distinct and highly specific microbial
species (Fraune and Bosch 2007; Franzenburg et al. 2013;
this study) that propagate in part vertically from parent to
offspring (Fraune et al., 2010), suggesting that the
composition of microbes is inherited over generations, not
from the environment. However, microbial communities
characteristic of different habitats appear to temporarily
colonize hydras, which may ultimately result in long-term

associations with bacteria that either add to or replace
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host-specific microbes. We found that Hydra populations
differed significantly in bacterial composition and that
population identity is a major factor in microbial o- and [3-
diversity. A population-specific change in microbial
composition similar to our results has been described in
aquatic vertebrates and explained as a result of changes in
interrelated environmental conditions such as temperature,
geography, water quality, and chemistry that affect the
composition of local microbial communities and
ultimately host-associated microbes. (Sehnal et al., 2021).
Habitat type significantly explains the differences in
bacterial diversity. In addition, the microbial composition
differed significantly by host species, and H. circumcincta
showed the least diverse and most consistent microbial
communities. Therefore, their different microbiota is most
likely the result of species-specific host-microbe
associations. Similar consistent association patterns
between specific microbial taxa and hosts have been
described in several animal groups, from sponges to
mammals (Yildirim et al. 2010; Youngblut et al., 2019)
and are often evident in coexisting aquatic animal species

(Sehnal et al., 2021). Species-specific microbial
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composition has also been previously described for Hydra
(Fraune and Bosch 2007; Franzenburg et al., 2013). Our
observations confirm the observations of Fraune and
Bosch (2007) regarding larger sample size and wider
geographic scope, which included multiple hydra
populations. In contrast, we found that the host
reproduction state does not explain the changes in
microbial diversity. However, a significant difference was
expected between sexual and asexual polyps, as the
physiology of sexual individuals is significantly different
from that of non-sexual individuals (e.g., due to the
production of antimicrobial peptides by sexual
individuals). However, we found only a small difference
in the microbial diversity of asexual and sexual Hydra
polyps, indicating that the physiological changes
described above have only a limited effect on overall
microbial diversity. Finally, the mechanisms through
which the local environment interacts with the host species
or their genotype during microbial compilation remain an

interesting topic for further investigation of the system.
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