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1. Bevezetés és célkitiizések

A fitoplankton mennyisége és annak faji Osszetétele fontos tényezé a vizi
Okoszisztémak  vizminGségének  jellemzésében.  Eutrof  vizek  gyakran
cianobaktérium dominanciaval jellemezhetdk, melyeknek a vizminéségre kifejtett
negativ hatasa miatt, évtizedek ota a limnoldgiai kutatasok el6terében allnak.

A cianobaktériumok Okologiai jelentGsége oOriasi (SIDLER 1994), mind az
elsédleges termelésben betoltott szerepiik, mind 1égkori No-kotésiik révén, hiszen a
F6ldon szamos tengeri és édesvizi rendszerben a nitrogén limitalja az elsédleges
termelést (HALL et al. 2005). Tomeges elszaporodasra is képesek, hozzajarulva
ezzel a természetes vizek eutrofizalddasahoz, a biodiverzitds csokkenéséhez,
valamint potencialis toxin-termelésiik révén, él61ények pusztulasahoz.

A Balatonban az 1960-as évek végén felgyorsult eutrofizalodasra kezdetben a
makrovegetacid, majd a planktonikus algak mind nagyobb mértékii elszaporodasa
volt a jellemzd és a Siofoki-medence kivételével az egész t6 az 1970-es évekre
hipert6ffa valt (HERODEK 1984). Az &tvenes években a fitoplankton uralkodé faja
a balatoni fecskemoszat (Ceratium hirundinella) volt (ENTZ és SEBESTYEN 1942),
majd az 1960-as évek kozepétsl fokozatosan a fonalas N,-koté cianobaktériumok
vették at az uralmat (OLAH et al. 1981).

A to életét és idegenforgalmi hasznositasat egyarant veszélyezteté folyamatok
megallitisa és megforditasa érdekében (1983-as minisztertanacsi rendeletnek
megfeleléen) atfogd programot inditottak a Balatonba jutd tapanyagok
mennyiségének csokkentésére. Ennek részeként tobbek kozott megépitették a Kis-
Balaton Vizvédelmi Rendszert (KBVR), a Marcali viztarozot, a zalaegerszegi
szennyviztisztitd P-eltdvolitd egységét €s a bioldgiailag tisztitott szennyvizet a
vizgylijtébol kivezetd korcsatornat. Ezeknek az intézkedéseknek koszonhetden a to
vizmindsége jelentds valtozason ment keresztiil az elmult évtizedek alatt és az
évezred végére megkozelitette az 1960°-as évek eleji vizmindségi allapotot
(VOROS et al. 1999).

Egyes tanulmanyok szerint azonban a 2000-es évek elejétdl csokkent a tarozo

(KBVR) biologiailag hozzaférhetd foszfor-visszatartdé képessége és megnétt az
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elsésorban denitrifikacioval eltavolitott nitrogén mennyisége (GORzO 1990). Ezzel
csokkentve az elsddleges termel6k szdmara kozvetleniil hozzaférhetd nitrogén és
foszfor aranyat, mely a cianobaktériumok elszaporodasanak kedvezd feltételeket
biztosithat (SMITH 1983). Az 1990-es évek végén végzett acetilén-redukcios
vizsgalaton alapuld N,-kotési kisérletek eredményei (GORzO 1990) a
cianobaktériumok altali kiilsé nitrogén bevitel jelentdségét hangsulyoztak, amely
meghaladta a befolyokkal érkez6 nyari kiilsé nitrogénterhelés mértékét. Az
ezredfordulon végzett kutatasok alapjan (KOVACS 2002) ez a nitrogén mennyiség
az osszes éves nitrogénterhelés 10%-at is elérhette. A tarozoban a N,-kotésnek az
erds szezondlis ingadozason kiviil, jelent6s teriileti valtozasa is van (KOBOR et al.
1996), melyet az elmult tiz évben acetilén-redukciés modszerrel sem becsiiltek.

A Balaton cianobakterialis eredetti, kiilsé nitrogén-terhelésérdl 1ényegesen tobb
informacioval rendelkeziink, mind acetilén-redukcios (OLAH et al. 1981; PRESING
et al. 1996), mind stabil izotop (PRESING et al. 2008) felhasznalasan alapulod
kozvetlen modszer alkalmazasaval. Az 1994-es eddigi legnagyobb fitoplankton
csiics idején a Keszthelyi-medencében a fitoplankton nitrogén-sziikségletének
50%-4at is fedezhette és a Sidfoki-medencében is 10% koriil valtozott a Ny-kotés
hozzajarulasa az algak N-ellatasdhoz (PRESING et al. 1996). Az azbta eltelt 20 év
alatt, mind a Zala altali tdpanyagterhelés, mind a fitoplankton tomege téredékére
csokkent, azonban a nyari alga biomassza-csucs a mai napig Ny-kotd
cianobaktériumok altali dominanciaval jellemezhetd.

A Kis-Balatonban az utolsdé N,-kotési mérések o6ta eltelt kozel tiz év, a tarozo
tapanyag-visszatartdsanak hatasfokarol folyo vita és a kordbban alkalmazott
modszer esetleges pontatlansaga adott okot a tarozd N,-kotésének >N technikéval
torténd  meghatdrozdsara és a  fitoplankton  cianobaktériumok  altali
nitrogénellatasanak becslésére. A Balatonban a N,-kotés fitoplankton N-
ellatasaban betoltott szerepének meghatarozasat a trofikus gradiens mentén,
Osszevetve a Kis-Balaton N,-kotésének intenzitasaval és a Zala altal szallitott kiilsd

N-terhelés mértékével tiiztiik ki célul, amely az utolsé mérések oOta eltelt 10 év alatt



jelentdsen csokkent. Tovabba, elsdsorban az oldott tapanyag-formak N,-kotés
intenzitasara kifejtett hatasat kivanjuk tanulmanyozni.

Napjainkban a cianobaktériumok térbeli eloszlasat, biomasszajanak becslését
foként mikroszkdpos meghatarozassal és sejt szamolassal végzik (UTERMOHL
1958; NEMETH és VOROS 1986). Léteznek ugyan alternativ modszerek is, mint
példaul az automata képanalizal6 modszer (CONGESTRI et al. 2000), vagy a HPLC-
alapii biomarker pigment-detektalas (SCHLUTER et al. 2004), de mind a
tradicionalis, mind az azt felvaltani kivano alternativ modszerek alkalmazhatdsagat
behataroljak specialis igényeik.

A cianobaktériumok fikocianin-tartalmanak ¢€s relativ mennyiségének
meghatarozasa in situ (SEPPALA et al. 2007), in vivo, fluorimetrias (GREGOR és
MARSALEK 2005), in vitro (SARADA et al. 1999), valamint tavérzékelési (SIMIS et
al. 2005; HUNTER et al. 2008a, 2008b) modszerek alkalmazasaval jol ismert. Mivel
a fikocianin szintézise a fitoplanktont alkotdé algdk csupan kis szamu tagjara
jellemz6 (cianobaktériumok, Rhodophyta és Cryptophyta fajok), ezért alkalmas
lehet ezen fajok mennyiségi, illetve relativ mennyiségi becslésére, eloszlasuk
meghatarozasara. A fikobilin pigmentek egyedi abszorpcids tulajdonsagaik
lehetévé teszik a cianobaktériumok és az egyéb planktonikus eukaridta algak
megkiilonboztetését édesvizekben és dceanokban egyarant (VINCENT et al. 2004;
Simis et al. 2007).

A fikocianin pigment pontos mennyiségi meghatarozasa elengedhetetlen az in
situ, in vivo és a tavérzékelési modszerek kalibraldsa soran is. Azonban az
irodalomban 1étez6 szamos extrakcids modszer (LAWRENZ et al. 2011) ellenére
még sincs egy altalanosan elfogadott eljaras, mely gyors, konnyen reprodukalhato,
és nagyszami minta fikocianin-tartalmanak rutin-szerii, koltséghatékony

meghatarozasat lehetévé teszi.
Célkitlizések:

1. Stabil izotoptechnika (*°N-modszer) felhasznalasaval, kozvetlen eljarassal
a Kis-Balatonban folyé nitrogénkotés mértékének becslése. A Np-kotés

fényintenzitas-fliggésének ismeretében a napi N,-kotés mértékének meghatarozasa,
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Osszevetve ugyanazon idében a Balaton Keszthelyi-medencéjének cianobakterialis
N»-kotésével.

2. A Npkotés jelentdségének meghatarozasa a tarozd N-ellatasaban,
Osszevetve a Zala és a tobbi kisebb befolyd altal szallitott kiilsé N-terhelés
nagysagaval.

3. A Np-kotés intenzitasanak és az algdk N-ellatdsadhoz valo
hozzajarulasanak meghatarozasa trofikus gradiens mentén (Kis-Balaton—Balaton),
tovabba a hozzaférhetd oldott nitrogénformak N,-kotés intenzitdsara gyakorolt
hatasanak tisztazasa.

4. Laboratériumban fenntartott, fonalas N»-k6t6 cianobaktérium fajok
felhasznalasaval a cianobaktériumok jellemzé pigmentje, a fikocianin
meghatarozasara egy gyors és reprodukalhaté extrakciés modszer kidolgozasa,
amely alkalmas az in situ, in vivo és tavérzékelési modszerek kalibralasara is.

5. Az altalunk kidolgozandé moédszerrel a Balaton és a Kis-Balaton mellett
magyarorszagi tavak, tarozok fitolpanktonja fikocianin-tartalmanak
meghatdrozasa.

6. A fitoplankton fikocianin-tartalmanak és faji Osszetételének ismertében
olyan Osszefiiggés leirasa, amely alkalmas lehet a mérsékelt égovi tavak fikocianin
koncentracié alapjan torténd cianobaktérium biomassza nagysaganak becslésére.
Tovabba, a fikocianin mennyisége és a N,-kotés intenzitasa kozotti dsszefliggés

megallapitasa.

2. Alkalmazott modszerek

A vizmintakat vertikalis cs6-mintavevével vettiik, majd a mintavételt kovetden
150 um lyukatmérdji zooplankton halon atszirtiik. A vizkémiai elemzéseket €s a
No-kotési kisérleteket a mintavétel napjan, a gyijtést kovetéen a lehetd
leghamarabb elvégeztiik.

A vizmintdk oldott nitrogén- (ammonium-N, nitrat-N, karbamid-N) és

s

meghatarozasat MACKERETH ¢és munkatarsai (1989), a-klorofill tartalmat



IWAMURA és munkatarsai (1970), fikocianin-tartalmat HORVATH és munkatarsai
(2013) alapjan hataroztuk meg.

A Np-kotés sebességét °N technika alkalmazasaval (PRESING et al. 2005)
meértiik. Szamoltuk a tarozo egy négyzetméter feletti vizoszlopanak napi Np-kotését
(PRESING et al. 1999), amelyet a kisérletet megel6z6 és azt koveté egy-egy hetes
id6tartamra és mintavételi ponttal reprezentalt vizteriiletre vonatkoztatva, az egész
tarozo nitrogénkotését meghataroztuk. Becsiiltiik az algak elsédleges termelését
(VOROS és V.-BALOGH 1997), melybdl a Redfield-féle tomegarany (C/N = 5,68)
felhasznalasaval szamoltuk a fitoplankton ,,elméleti” nitrogénigényét, illetve a No-
kotés hozzajarulasat az algak nitrogénellatasaban.

A fitoplankton Gsszetételét és mennyiségét, Lugol-oldattal tartositott mintakbol,
forditott plankton mikroszkoppal hataroztuk meg (UTERMOHL 1958). A sejtek
térfogatabol szamoltuk valamennyi faj nedves tomegét (NEMETH és VOROS 1986).

A fitoplankton N,-kotésének mérését 2009-ben a KBVR-en és a Keszthelyi-
medencében végeztiik kéthetes rendszerességgel a tarozd nitrogén-mérlegének
pontositasahoz és a N,-kotésnek az algak N-elldtasahoz vald hozzajarulasanak
mértékének becsléséhez.

A fitoplankton N,-kotésével parhuzamosan, 2010-ben az alga biomassza-csucs
idején, meghataroztuk annak fikocianin-tartalmat is. A fitoplankton N,-k6tését a
Kis-Balaton két tarozojabol (3 mintavételi helyen) és a Balaton négy medencéjének
kozepérol, fikocianin-tartalmat ugyanezen helyeken, valamint a hossz-szelvény
mentén 35 mintavételi helyrdl szarmazo felszini vizmintaban mértiik.

A fitoplankton fikocianin mennyisége és 1égkori No-kotése kozotti osszefiiggés
megallapitasahoz, teriilleti és szezondlis valtozasanak leirasahoz 2011-ben a
cianobakterialis N,-kotést havi rendszerességgel mértiik a Balaton és a Kis-Balaton
7 mintavételi helyén, mellyel parhuzamosan a fikocianin-tartalom meghatarozasat,
ugyanezeken a helyeken, kéthetes rendszerességgel végeztiik el.

A fitoplankton fikocianin-tartalma és a cianobaktérium biomassza kozotti

Osszefliggés pontositdsihoz 2012-ben és 2013-ban kiilonb6z6 algabiomassza



nagysagu és faji Osszetételli vizek (Patkai-, Zamolyi- és Marcali-tarozo, Lellei- és

Fonyddi-halastavak) fitoplanktonjanak fikocianin-tartalmat is meghataroztuk.

3. Uj tudomanyos eredmények

1. N modszerrel meghataroztam a Kis-Balaton egyes tarozodiban és a
Balaton medencéiben a fitoplankton 1égkori Njp-kotését, melynek soran
megallapitottam, hogy a N,-kotés a  Kis-Balaton fitoplanktonjanak
nitrogénellatasaban jelentds szerepet jatszott; hozzajarulasanak mértéke a nyari
biomassza-csucs idején ~30%-ot ért el. Terepi kisérletekben elGszor sikeriilt
kimutatni az oldott N-formak N,-k6tés intenzitasara kifejtett csokkentd hatasat,
mely az NH,-N esetében viszonylag szoros negativ kapcsolatnak (R? = 0,7177)
bizonyult, a NO;-N esetében csak kisebb mértékben érvényesiilt (R? = 0,4234).

2. A Keszthelyi-medencében 2009-2011-ben a biomassza-csucs idején mért
a-kl-ra vonatkoztatott N,-kotési sebességek, amelyek tobbszérosen meghaladtak a
Kis-Balaton egyes mintavételi helyein, ugyanazon idében mért N-kotést, tovabbra
is a medence nyari fitoplanktonjanak viszonylagos nitrogénhianyarél tantiskodnak.
és konnyen reprodukalhaté kémiai moédszert, mely az eddig hasznalatos
eljarasoknal érzékenyebbnek ¢és megbizhatobbnak bizonyult. A kidolgozott
modszerrel els6ként hataroztam meg a Balaton, Kis-Balaton (a Marcali-, a
Pakozdi- és a Zamolyi-tarozo, a Lellei- és a Fonyodi-halastavak) fitoplanktonjanak
fikocianin-tartalmat, melynek soran kimutattam a trofikus gradiens mentén (Kis-
Balaton, Balaton) valo csokkenését, a vizmélységgel valdo novekedését, tovabba a
viz alatti fény spektralis dsszetételének megfeleld valtozasat.

4. Els6ként hataroztam meg négy, a Balatonban és a Kis-Balatonban is
altalanos kozmopolita cianobaktérium faj (Cylindrospermopsis raciborskii,
Anabaena spiroides, Aphanizomenon flos-aquae, Aphanizomenon issatschenkoi)
fikocianin-tartalmat, ramutatva a jelent6s fajspecifikus kiilonbségekre.

5. Statisztikai modellel meghataroztam a Balatonban és Kis-Balatonban a

fitoplankton fikocianin koncentracidja és N,-kotése kozotti kapcsolatot, mely
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exponencialis fliggvénnyel irhat6 le, és a fikocianin koncentracidja a N,-kotés
intenzitasaban bekovetkezd valtozasok 57,8%-at magyardzza. Ez idaig ez az elsd
probalkozas a N,-kotés nagysaganak fikocianin alapjan torténd becsléséhez.

6. A fitoplankton fikocianin koncentracidja €s  cianobaktériumok
biomasszaja kozotti szignifikans sszefiiggések (R? = 0,4168-0,8431, p < 0,001) jo
alapot szolgaltathatnak a cianobaktérium biomassza fikocianin koncentracio
alapjan torténd becsléséhez, széles biomassza tartomanyban (0,86-215 mg/l) valo

alkalmazasara is.



1. Introduction and main objectives

Phytoplankton biomass and species composition are important factors for
characterizing the water quality of aquatic ecosystems. Eutrophic surface waters
are often dominated by cyanobacterial dominance and due to their negative effect
to the water quality, cyanobacteria are the best-studied group of phytoplankton by
limnologists. Cyanobacteria have huge ecological importance (SIDLER 1994); they
play a significant role in the primary production and their ability of N,-fixation is
one of the most important physiological processes, because nitrogen often limits
the growth in number of marine and freshwater ecosystems (HALL et al. 2005).
They can proliferate causing the decrease of biodiversity, contribute to the
eutrophication of freshwaters and due to their potential toxin-producing ability they
can cause destruction of organisms.

At the end of 1960s, eutrophication accelerated in Lake Balaton which could be
characterised initially with proliferation of macrovegetation then with the
planktonic algae. In the 1970s, except for the Siéfok basin, the whole Lake became
hypertrophic (HERODEK 1984). Until the 1950s Ceratium hirundinella was the
dominant species (ENTz és SEBESTYEN 1942) in the summer phytoplankton, and
the end of the 1960s N,-fixing cyanobacteria became dominant (OLAH et al. 1981).
Due to environmental programs (e.g. construction of Kis-Balaton and Marcali
reservoir and the chemical P-precipitation in the sewage treatment in Zalaegerszeg)
the water quality of the Lake underwent significant changes during the last
decades, and at the end of the 20" century the water quality reached the state of the
early 1960s (VOROs et al. 1999). The Kis-Balaton Water Protection System
(KBWPS) was established to improve and protect the water quality of the Lake,
primarily through P retention (Pomogyi, 1991). After many studies of nutrient
retention and removal mechanisms, it was found that the efficiency of the system,

especially P-retention, had decreased. Owing to the different biological processes
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(e.g. P-release by sediment, denitrification) the rate of the available nutrient (N/P)
decreased. The ambient concentrations of the available nitrogen and phosphorus
and their low supply ratios favour the development of cyanobacterial blooms
(SMITH 1983). The cyanobacterial nitrogen fixation measured by acetylene-
reduction technique highlighted the significance of external nitrogen loading by
fixation in Kis-Balaton, which exceeded the N-load by inflows in the summer
(GorzO 1990). At the beginning of the 21" century, Kovics (2002) found
nitrogen fixation to be as high as 10% of the total annual N-load. Cyanobacterial
nitrogen fixation in the reservoir had strong temporary and regional variability
(KOBOR et al. 1996), but the last decade its intensity was not estimated even by
acetylene-reduction technique.

We have more information about cyanobacterial nitrogen fixation measured by
acetylene-reduction (OLAH et al. 1981; PRESING et al. 1996) and the stable isotope
technique in Lake Balaton (PRESING et al. 2008). The most intensive nitrogen
fixation was measured at the highest phytoplankton biomass level in 1994, when
its contribution to the N-supply of algae reached 50% in the Keszthely basin, and
10% in the Siofok one (PRESING et al. 1996). The nutrient load of Zala River and
phytoplankton biomass have decreased since the last measurements (20 years)
however the phytoplankton is still dominated by N,-fixing cyanobacteria species.
The elapsed time since the last measurements (10 years), the disputable nutrient
retention of the Kis-Balaton reservoirs, and the possible problems with the
acetylene-reduction method were grounds for the determination of the proportion
of external N-load by cyanobacterial nitrogen fixation using the stable isotope
(**N) technique. The seasonal and regional variability of N, fixation across the
trophic gradient (Kis-Balaton and Lake Balaton), its contribution to the N demand

of algae and the nutrient load of Zala River were examined. Furthermore the effect
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of the different environmental factors (primarily nutrient supply) on N,-fixation
was studied.
Cyanobacterial distribution and biomass is usually estimated by microscopic
identification and cell counting (UTERMOHL 1958; NEMETH & VOROS 1986),
however a number of alternative methods have also been published (automated
image analyses method CONGESTRI et al. 2000; HPLC-based pigment detection
SCHLUTER et al. 2004), based on the unique cyanobacterial pigmentation. The
estimation of cyanobacterial presence or dominance is well known: in situ
fluorometric field applications (SEPPALA et al. 2007), in vivo sensitive fluorometric
techniques (GREGOR és MARSALEK 2005), remote sensing (SiMiIs et al. 2005;
HUNTER et al. 2008a, 2008b) and in vitro extraction methods have all been used for
cyanobacterial quantification (SARADA et al., 1999). Since the presence of
phycobiliproteins are restricted in cyanobacteria and in a few eukaryotic algal
classes (Rhodophyta, Cryptophyta), they can be used to detect these taxa.
Phycobilin pigments have unique absorption features, which allow the distinction
of cyanobacteria and eukaryotic algae both in freshwater and marine environments
(VINCENT et al. 2004; Simis et al. 2007). Quantitative determination of
phycocyanin pigment is crucial for the calibration of in situ, in vivo and remote
sensing methods. However, despite the number of studies (LAWRENZ et al. 2011),
there is no standard protocol for the maximal extraction of phycocyanin from
cyanobacteria cells.
Our objectives were:

1. to determine the phytoplankton N, fixation using N technique in Lake
Balaton and in Kis-Balaton Water Protection System;

2. to calculate the contribution of N, fixation to the external N-load of the

reservoir and the Lake;
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3. to estimate the contribution of N, fixation to the algae N-demand across
the trophic gradient (Kis-Balaton—Balaton system) and to examine the effect of
different environmental factors (primarily nutrient supply) on nitrogen fixation;

4. to work out an effective and reproducible protocol for phycocyanin
determination in pure cultures of N,-fixing, cyanobacteria species common in Lake
Balaton and Kis-Balaton for the calibration of in situ, in vivo and remote sensing
methods;

5. with the newly developed method to determine the phycocyanin
concentration of phytoplankton in Lake Balaton, Kis-Balaton and some reservoirs
and fishponds;

6. to describe a relationship between the phytoplankton phycocyanin
concentration and N, fixation for estimating the N,-fixation rate on the basis of
phycocyanin concentration even taking remote sensing into account, and finally to
find a relationship between the phytoplankton phycocyanin concentration and
species composition, which allows the estimation of cyanobacterial biomass based

on phycocyanin concentration.

2. Methods
Water samples were taken from the open water areas with a 3 m sampling tube.
The water was filtered through a zooplankton net with 150 um mesh size. The
nutrient concentrations of water samples were measured in a couple of hours after
sampling. The determination of the dissolved and total N- (ammonium, nitrate,
urea) and P-forms (soluble reactive P, total soluble- and total P) were obtained
following the methods of MACKERETH et al. (1989). Chl-a and phycocyanin
concentrations were measured by IWAMURA et al. (1970) and HORVATH et al.
(2013), respectively. Shimadzu UV-1601 spectrophotometer was used for nutrient

and pigment measurements.
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The determination of nitrogen fixation was followed by PRESING et al. (2005). The
daily nitrogen fixation was calculated from the global irradiation, the vertical light
attenuation (Kg), and the light dependency parameters of fixation (Vmax; lx). The
nitrogen fixation per unit surface area was calculated from the rates measured at
optimal light intensity and the average depth of the water (PRESING et al. 1999).
Primary production of the algae was estimated using an empirical equation based
on water temperature and Chl-a concentration (VOROS & V.-BALOGH 1997). The
theoretical N demand of the phytoplankton was calculated from the primary
production and the Redfield ratio (C:N = 5.68).

Phytoplankton samples were preserved in Lugol’s solution. Algal species were
identified with an inverted plankton microscope (UTERMOHL 1958) and the wet
weight of each species was calculated from cell volumes (NEMETH & VOROS
1986).

Nitrogen fixation was measured biweekly from July to October in 2009 in the
KBWPS and Keszthely basin to specify the nitrogen-balance of the reservoir and
for and for estimation of its contribution to the N-demand of algae.

Phytoplankton nitrogen fixation was measured during the cyanobacterial bloom in
2010 across the trophic gradient: in the two reservoirs of the KBWPS and the four
basins of the Lake.

In 2011 the regional and seasonal variability of nitrogen fixation was examined
from June to October monthly in the same sampling sites as measured in 2010.

The phycocyanin concentration of phytoplankton was measured during the
cyanobacterial bloom in 2010 and biweekly in 2011 in the open water of Kis-
Balaton and Lake Balaton. Furthermore, phycocyanin concentration was measured
from 35 water samples taken from the surface of the Lake, across the trophic
gradient in 2010.
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Determination of phycocyanin concentration of phytoplankton from reservoirs
(Marcali-, Zamolyi- and Pakozdi-reservoir) and fishponds (Balatonlelle and
Fonyo6d) were conducted to describe a relationship between phycocyanin

concentration and cyanobacterial biomass.

3. New results

1. Nitrogen fixation of phytoplankton from the Kis-Balaton and Keszthely
basins were measured by N technique in 2009. Nitrogen fixation played a
significant role in the N-supply of phytoplankton, and its contribution to the N-
demand of phytoplankton during the summer algae bloom, reached 30%
sometimes. The negative effect of the different soluble N forms —especially
ammonium and nitrate— on the N,-fixation in the KBWPS was defined.

2. During the phytoplankton bloom, a-chl related nitrogen fixation was
sometimes more than two times higher than measured in Kis-Balaton at each
sampling site (2009-2011), which verifies the relative N-deficient status of
summer phytoplankton in the Keszthely basin.

3. A rapid and reproducible extraction method was worked out for
determination of phytoplankton phycocyanin content, which was further improved
to be more sensitive and reliable than previously used ones. Phycocyanin
concentration of phytoplankton from Lake Balaton and Kis-Balaton, furthermore
some reservoirs (Marcali-, Zamolyi- and Patkai- reservoir) and fishponds
(Balatonlelle and Fonyod) were determined at first. The decreasing phycocyanin
concentration along the trophic gradient (Kis-Balaton-Lake Balaton system), and
increasing concentration with the water depth as well as the changing of pigment
composition with the spectral composition of the light were also detected

4. Phycocyanin concentration in pure cultures of four filamentous, N,-fixing
cyanobacteria species common in Lake Balaton and Kis-Balaton (Aphanizomenon

flos-aquae, Aphanizomenon issatschenkoi, Anabaena spiroides,
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Cylindrospermopsis raciborskii) was determined and emphased that phycocyanin
content of cyanobacteria is a significant species-dependent feature.

5. The statistical exponential model, which describes the relation between
the N,-fixation rates and the phycocyanin concentration in Lake Balaton and Kis-
Balaton, gave relative good correlation (57.8%). This is the first and so far the only
attempt for estimating the N, fixation rate on the basis of phycocyanin
concentration even taking remote sensing into account.

6. The phycocyanin-based cyanobacterial biomass estimation with the newly
developed method of phycocyanin extraction has been proved well applicable for
use in different natural waters (R* = 0.4168-0.8431, p < 0.001) and in a wide
biomass range (R? = 0.8134, p < 0.001).
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