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1. Bevezetés

1.1. Altalanos bevezetés

Az él6vilag tobbsejtli eukaridta organizmusai esetében az ivaros szaporodas a
legelterjedtebb szaporodasi mod, hiszen az ide tartozé fajok tobb mint 99%-a
ily modon szaporodik (Bell, 1982). Az ivarosan szaporodd él6lények
varhatéan eldnyben vannak a heterogén kornyezetekben, mivel
kihasznalhatjak a gyakoribb genetikai rekombinacié elényeit (Peck és mitsai,
1999), igy lehet6séget teremtve a kedvezd mutaciok elterjedésének a
populaciékban, ezaltal lehet6vé téve szamukra, a kiilonb6z6 él6helyekhez
torténd nagyobb mértékli alkalmazkodoképességet (Pound és mtsai, 2004).
Ezzel szemben az ivartalan (klonalis) szaporodas, ahol az utédok egyetlen
sziil6t6l szarmaznak, kisebb gyakorisaggal figyelhet6k meg az élévilagban, de
a legtobb nagyobb taxonémiai csoportban leirtak mar, kivéve az emlésoket és
a madarakat (Avise és mtsai, 1992). Az ivartalan médon szaporodd
organizmusok populaciéi elényben vannak a nagyobb szaporodasi képességiik
miatt, mivel nem fizetik meg az ivaros szaporodas kétszeres koltségét
(Maynard-Smith, 1978), bar Ggy gondoljdk, hogy kevésbé ellendlléak a
kornyezeti feltételek valtozasaival szemben (Haldane, 1932). FeltételezhetGen
egyes organizmusok évmilliokig sokasodhattak ivaros szaporodas nélkiil
(Welch és Meselson, 2000), bar napjainkra egyre tobb ritka ivaros szaporodasi
esetet figyeltek meg olyan fajoknal is, amelyeket kordbban teljesen
ivartalannak tekintettek (Maynard-Smith és mtsai, 1993; Tibayrenc és Ayala,
2002). Kovetkezésképpen a legtobb faj, amely ivartalanul (klonélisan)
szaporodik fakultativan ivarosnak (vagy fakultativan ivartalannak) tekinthetd.

A doktori disszertacios munkam célja, a rendkiviil Osszetett szaporodasi
rendszerrel rendelkez6 édesvizi hidrak természetes populacidinak
populaciégenetikai és filogeografiai vizsgalata volt. Az édesvizi hidrak szinte
az egész vilagon elterjedt kontinentalis all6- és folyovizekben el6fordulo
csalanozok (Cnidaria), melyek nem rendelkeznek mediza alakkal. A hidrak
rendkiviil valtozatos életmodjuk miatt fontos modellszervezetnek szamitanak
mar az 1700 évektdl kezdve a fejlédésbiologiaban, oOkofiziol6gidban,
oregedéskutatasban és a mutualista gazda-szimbionta rendszerek
tanulmanyozasaban.

1.2 A vizsgalt modellszervezet leirasa

A Hydra oligactis (Pallas, 1766) a csalanzok torzsébe (Hydrozoa osztalyba)
tartozé makroszképikus édesvizi gerinctelen zooplankton fogyasztd, helytiil6
ragadozo. A H. oligactis Eurazsiaban és Eszak-Amerikaban egyarant elterjedt



(Martinez és mtsai, 2010) és gyakran megtalalhat6 vizi él6helyeken (Holstein,
1995; Schuchert, 2010), de a hidegebb és mélyebb viztesteket részesiti
elényben, mivel csak gyenge hdsokk-valaszt képes generalni (Brennecke és
mtsai, 1998). A H. oligactis életciklusa magéaba foglalja az ivartalan
(bimb6zas) és az ivaros szaporodast is (Reisa, 1973). Az ivartalan fazis
altalaban tavasszal és kora nyaron kovetkezik be, mig az ivaros szaporodas
nyar végén és Gsszel torténik (Reisa, 1973), mivel az 6szi erds vizhémérséklet-
csokkenés valtja ki azt ezekben az éallatokban (Lenhoff, 1983; Littlefield és
mtsai, 1991; Reisa, 1973). 1973). Az ivaros szaporodas a gonadok (himeknél
herék, néstényeknél peték; azaz valtivaru fajrol beszéliink) képzésébdl all. A
megtermékenyitést kovetéen a zigéta levalik az anyadllatrol és az aljzatra
siillyed, majd a kikelése utan ujrakezdi az ivartalan életszakaszat.

1.3 Atalanos vizsgalati célkitiizéseim

1. tanulmany: E tanulmanyban a célunk az volt, hogy megvizsgaljuk a
kiilonbdz6 parhuzamosan létezé szaporodasi stratégiak (ivartalan és ivaros)
genetikai hétterét és differencidlodasat a természetes Hydra oligactis
populaciékban.

2. tanulmany: Ebben a munkaban megvizsgaltuk a tavasszal és Gsszel gytijtott
polipokbdl alapitott, standard laboratériumi koériilmények kozott tartott H.
oligactis torzsek ivaros szaporodasra vonatkozo késziiltségi allapotat.

3. tanulmany: E munka f6 célja az volt, hogy az el6z6 vizsgalatban is szerepld
H. oligactis populacié genetikai 0Osszetételének szezonalis valtozasat
vizsgaljuk meg, valamint 6sszevessiik az egyedek ivaros késziiltségi allapotat
a genotipusukkal.

4. tanulmany: Ebben a tanulmanyban kézép-eurépai viztestekben egyiitt é16
édesvizi hidra fajok esetében (H. oligactis, H. vulgaris és H. circumcincta)
vizsgaltuk a gazdaszervezethez tartozo mikrobiom taxondmiai diverzitasat és
annak eltéréseivel 6sszefiiggd kiilsd és belso tényezoket.



2. Tanulmanyok

2.1. Karpat-medencei Hydra oligactis populaciok
populaciogenetikai osszehasonlitasa az eltéré szaporodasi
stratégiaik fiiggvényében (1. tanulmany)

2.1.1. Irodalmi attekintés és célkitiuzések

A szaporodas ivaros és ivartalan formdinak egyazon életcikluson beliili
jelenléte igen nagy hatdssal van a fakultativan ivartalan organizmusok
demogréafidjara, genetikajara és életmenetére (Halkett és mtsai, 2005). Szamos
esetben az ivartalan és ivaros szaporodasi format kiilonallo stratégiaknak
tekintik, amelyeknek &tlagosan kiilonb6z6 ,,fitnesz-eredményei” lesznek az
adott kornyezeti feltételektdl fiiggben, ezért a szelekcié igen eltér6 modon
alakitja 6ket (pl.: Gardner és Mangel, 1997). Ennek megfelel6en szamos
fakultativan klonalis faj életmenet startégidja jelentsen eltér egymastél a
szaporodasi modjuktol fiiggéen. Jonéhany élélénycsoportban (pl.: novények,
szivacsok, csalanozok, laposférgek, gyfir(isférgek, dagascsapu rakok)
megfigyelhetd, hogy szdmos ide tartozé ivartalanul szaporodd organizmus
kisebb oregedést és jelentdsen meghosszabbodott élettartamot mutat
(6sszefoglalva: Nilsson Skold és Obst, 2011, de lasd még Martinez és
Levinton, 1992), mint az azonos fajhoz vagy kozeli rokon taxonokhoz tartozé
ivaroson szaporod6 egyedek. Ez legjobban a csaldanozdk (Yoshida és mitsai,
2006), a planariak (Bagufia, 1998) és a gyliriisférgek (Zattara és Bely, 2016)
esetében figyelhet6 meg, ahol az ivartalan egyedek képesek az elveszett
testrészek nagymértékli regeneralasara, valamint elkeriilik az oregedési
folyamatokat is, pluripotens 6ssejtjeiknek koszonhetéen (Aboobaker, 2011;
Elliott és Sanchez Alvarado, 2013; Newmark és Alvarado, 2002; Rink, 2013;
Tan és mtsai, 2012; Valenzano és mtsai, 2017). Ezzel szemben azok az
egyedek/fajok, amelyek ivaros szaporodasi stratégiat kovetnek, vagy ivartalan
szaporodasrol ivarosra valtanak, gyakran elveszitik regeneracios képességiiket
és ebben az esetben megnovekszik az éregedési aranyuk (Bagufia és mtsai,
1999; Kobayashi és Hoshi, 2002; Krois és mtsai, 2013; Tan és mtsai, 2012).
Példaul az édesvizi csalanozok esetében a Hydra oligactis ivartalan egyedei
évekig tarthaték a laboratériumban anélkiil, hogy megfigyelhet6 lenne a
mortalitasuk korspecifikus novekedése vagy a fekunditasuk csokkenése
(Brien, 1953; Martinez és mtsai, 2010; Tomczyk és mtsai, 2015). Az ivartalan
szaporodasrol ivaros szaporodasra valo attérés esetiikben azonban egy
oregedésszerli folyamatot eredményez, amely az Gssejtek eltlinésébdl, a
regeneracios képesség elvesztésébdl, a testméret csokkenésébdl és végsd soron
a mortalitds novekedésébdl all (Brien, 1953; Sebestyén és mtsai, 2018;
Tomczyk és mtsai, 2020, 2019; Yoshida és mtsai, 2006).



Viszonylag konnyli megmagyarazni, hogyan alakulhattak ki a szaporodasi
madtdl fiiggd életmenet stratégiak, ha az ivartalan és az ivaros stratégiak
allopatrikusan kiilonb6z6 kornyezetekben fordulnak el6. Példaul a klondlis
szaporodasra képes, édesvizi kistestli allatoknal az ivartalan és ivaros
stratégiak gyakran genetikailag rogzitettek (Ament-Velasquez és mtsai, 2016;
Pongratz és mtsai, 1998, 2003; Simon és mtsai, 2003). Ezen tilmenGen egyes
élélények esetében megfigyelhetd, hogy az ivartalan egyedek megjelenése
csak az adott populacid elterjedési teriiletének szélére (Peck és mtsai, 1998),
vagy csak az efemer él6helyekre korlatozodik (Dudycha és Hassel, 2013).

Viszont a kiilénb6z6 életmenetek evolucidja még érdekesebb, ha alternativ
szaporodasi stratégidk egyidejlileg 1éteznek ugyanabban a kérnyezetben. Ha
genetikailag elkiiloniild ivaros és ivartalan leszarmazasi vonalak egyiitt
fordulnak el6, az elmélet alapjan azt varnank, hogy az ivartalan vonalaknak
lassan el kell tlinniiik, mert lassan integraljak a kedvez6 mutaciokat, de gyorsan
halmozzak fel a karos mutacidkat (Hadany és Beker, 2003; Kondrashov, 1988;
Muller, 1964). Azonban bizonyos esetekben az egyiitt el6forduld ivaros és
ivartalan vonalak nem versengenek egymassal ugyanazon él6helyekért vagy
er6forrasokért, hanem inkabb kiilénallé 6koldgiai niche-ekre specializalodnak
(Barraclough és mtsai, 2003; Maynard-Smith, 1978; Vrijenhoek, 1984), ami
igy a két stratégia stabil egyiittélését eredményezheti. Az ilyen specializacio
kriptikus fajok (morfol6giailag hasonld, de genetikailag tobbé-kevésbé
kiilonallé entitasok; Birky és Barraclough, 2009; Mayr, 1948; Peccoud és
mtsai, 2009) kialakuldsdhoz vezethet, a szaporodasi izolaciét pedig tovabb
erGsithetik az eltér§ szaporodasi stratégiak kiilonbségei. Osszességében ez a
folyamat genetikailag elkiiloniil§ ivaros és ivartalan leszarmazasi vonalakat
eredményez, amelyek kiilonb6z6 0©kologiai nichekre specializalddtak,
valamint eltér§ életmenttel rendelkeznek és akar a fajképzodés egy
lépcséfokanak tekinthet6k (erre van példa plandria fajok esetében; Leria és
mtsai, 2020).

A fakultativ klonalitéas altaldban nagyon valtozé kérnyezetben fordul el, ahol
a kornyezeti feltételektdl fiiggben ivartalan és ivaros szaporodasi modok is
egyarant megfigyelhet6k. Az ilyen fakultativan klonalis szervezetekben az
ivartalan és ivaros stratégiak egyazon populacion beliili jelenléte a szaporodasi
mad fenotipikus plaszticitasanak eredménye is lehet. A fenotipikus plaszticitas
ugy definidlhat, mint egy genotipus azon képessége, hogy kiilonb6z6
kornyezeti feltételeknek mellett kiilonb6z6 fenotipusokat fejezzen ki (Pigliucci
és mtsai, 2006), de ennek kialakitdsaban fontos tényez6 lehet az egyed bels6
allapota is (pl. egészségi/fiziologiai allapota, immunrendszer allapota,
életkora; Hadany és Otto, 2007). A fenotipikus plaszticitds a szaporodasi
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moddban akkor fordulhat eld, ha (I) ugyanazok az egyedek életiik soran
ivaros/ivartalan szaporodasi stratégiak kozott valtanak (azaz egyéni
plaszticitas van, mint példaul ciklikus parthenogénekben), (II) amikor az adott
klondlis vonalon beliil kiilonb6z6 ivaros/ivartalan stratégidkat fejeznek ki
kiilonb6z6 klénok (ez a klonalis plaszticitas) vagy (III) e kett6 kombindacioja,
amikor az adott klon vonalba tartoz6 egyedek a szaporodasi médok kozott
valtanak, de erre eltér6 hajlandésagot muatatnak. J6 példakat talalhatunk a
ciklikus partenogenezisre (I) levéltetvek (Moran, 1992), gytiriisférgek
(Learner és mtsai, 1978) és Cladocerak esetében (Decaestecker és mtsai,
2009). A klonalis plaszticitas (II) a planariak (Pongratz és mtsai, 2003) és a
Cladocerdk (Dudycha és Hassel, 2013) esetében fordul el6. A harmadik
kategériaba (IIT) néhany Cladocera faj tartozik (Decaestecker és mtsai, 2009),
de ebben a csoportban sok mas él6lényt is lehet talalni (talan a hidrakat is
beleértve; Tokolyi és mtsai, 2017b). Ezeknél a fajokndl az ivaros szaporodas,
gyakran az egyed fennmaraddsa szempontjabol kedvezétlen és stresszes
kovetkezményekkel jar. Valojdban a fakultativan klondlis szervezetekben a
szaporodasi modnak mind az 6kologiai feltételektdl (Gardner és Mangel, 1997;
Sakai, 1995), mind a bels6 fiziol6giai éallapott6l (Hadany és Otto, 2007)
fiiggenie kell, tgy hogy a kedvezd korilmények kozott (pl.: magas
taplalékellatottsag, alacsony kompeticio, kevés stresszor) él6, magas
kondiciéju egyedek klondlisan szaporodnak, mig a kedvez6tlen koriilmények
esetén ivaros szaporodast folytatnak (Gardner és Mangel, 1997; Hadany és
Otto, 2007; Sakai, 1995). A szaporodasi mod és a hozza kapcsolédé életmenet
tehat plasztikus valaszt jelenthet a kedvezd vagy kedvezdtlen kdrnyezetre,
aminek kiilon jelent6séget ad, hogy ezek a kiilonb6z6 feltételek egyidejiileg is
el6fordulhatnak ugyanazon kornyezeten belill akar mikrokdrnyezetek
formajaban is.

Ebben a tanulmanyban arra torekedtiink, hogy felderitsiik a H. oligactis
populéciokon beliili és azok kdzotti populacidgenetikai strukttrat, amely a faj
reprodukciés modjaban megfigyelt eltéréseinek hatterében 4allhat. A H.
oligactis jelent6és szaporodasi moédtol fiiggé eltéréseket mutat az
életmenetében. Ez a faj kedvezd koriilmények kozott (meleg koriilmények)
ivartalanul szaporodik és nem mutatja az Oregedés jeleit, de kedvezdtlen
koriilmények kozott (lehiilés utan) a polipok ivaros szaporodast folytatnak
(Reisa, 1973), majd a szaporodas utan dregedésen mennek keresztiil és sokan
koziiliik elpusztulnak néhany hénappal az ivaros szaporodasuk megkezdése
utan (Yoshida és mtsai, 2006). Az ivaros szaporodasra val6 hajlandosag ennél
a fajnal feltehet6en genetikailag meghatarozott lehet, mivel a H. oligactis
torzsek standard laboratoriumi kériilmények k6zott tartva az ivaros szaporodas
megkezdésének valdészinliségében és az ivaros szaporodas utani tulélési
aranyban jelentds kiillonbségeket mutatnak (Tokolyi és mtsai, 2017b; Tomczyk
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és mtsai, 2015). E faj esetében nem allnak rendelkezésre (ahogy mas hidrafajok
esetében sem) adatok a populaciok genetikai szerkezetére vonatkozoan és igy
ezek hianya kizar mindenféle kdvetkeztetést a kiilénb6z6 szaporodasi modok
kozotti kapcsolatokra. Mig az elmult két évtizedben szamos filogenetikai
vizsgalatot végeztek Hydra fajokkal, ezekben a vizsgalatokban olyan
markereket alkalmaztak, amelyek nem biztositanak kell6 felbontast a Hydra
populacidkon beliili genetikai mintazatok feltarasahoz (Kawaida és mtsai,
2010; Martinez és mtsai, 2010; Schwentner és Bosch, 2015). Figyelemre mélto
azonban, hogy az egyik ilyen tanulmany eredményei (Schwentner és Bosch,
2015) arra utalnak, hogy a Hydra nemzetségen beliil tobb kriptikus faj is
létezhet, ami felveti annak lehet6ségét, hogy a H. oligactis ivartalan és ivaros
formai, amelyek ugyanabban a populéacioban élnek egyiitt, kiilonb6z6 kriptikus
fajok egyedei lehetnek.

A H. oligactis populacié genetikai szerkezetének leirasara ebben a
vizsgalatban restrikcios helyhez kot6d6 DNS-szekvenalast alkalmaztunk
(RAD-Seq, Andrews és mtsai, 2016; Baird és mtsai, 2008; Davey és Blaxter,
2010). A RAD-Seq hasznalata a populaciogenomikaban egyre népszeriibb és
mar sikeresen alkalmaztdk csalanozokban, tengeri rozsak filogeografiai
mintazatainak leirasara (Reitzel és mtsai, 2013), a telepes Hydrozoak kozotti
kimérizmus azonositisara (Chang és mtsai, 2018), mas jelenségek, mint
példaul az introgressziv hibridizacié azonositasara (Combosch és Vollmer,
2015) vagy korallok esetében az ivar-determindciés mechanizmus
meghatarozasara (Pratlong és mtsai, 2017) Ebben a tanulmanyban arra
torekedtiink, hogy részletes genetikai adatokat irjunk le e modellrendszer
populacioszerkezetérdl és ezaltal nagyobb betekintést nyerjiink a kiilénb6z6
szaporodasi stratégiadk megjelenésébe. Megvizsgaltuk, hogy az azonos
populacioban él6 H. oligactis polipok szaporodasi moédjaban mutatkozo
kiilonbségeket genetikai differencialédas vagy fenotipikus plaszticitas okozza-
e. Ez a kovetkez6 lehetséges modokon miikddhet. (I) Ha jelentds genetikai
kiilénbségek mutatkoznak a szaporodasi mod kategoriai kozott (ivartalan vs.
ivaros), akkor arra szamitunk, hogy az ivarosan szaporodé egyedek az
ivartalanoktol eltér6 halmazokba csoportosulnak. (II) Ha a fenotipikus
plaszticitas nagy szerepet jatszik a szaporodasi maéd kialakitasaban, az azonos
genotipusu egyedek kiilonb6z6 szaporodasi modokat kovethetnek. (III)
Alternativ megoldasként mind a genetikai differencial6édas, mind a fenotipikus
plaszticitas érintett lehet; ebben az esetben az ivaros/ivartalan egyedek valtozo
aranyu megjelenését varjuk az eltér6 genotipusokon beliil.

2.1.2. Anyagok és Modszerek

A vizsgalt populaciok és a polipok gyiijtésének modja



A mintavétel a Tiszadorogma melletti hosszi tavu vizsgalati helyiinkre
iranyult (M28 populacio; 1. abra), ahol minden 6sszel ivartalan és ivaros
egyedek egyarant el6fordulnak. Ezen tulmenden, hogy részletesebb képet
kapjunk a kérnyez6 H. oligactis populaciokrol, 12 tovabbi populaciét vontunk
be vizsgalatunkba (1. abra).
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1. abra A térképen a mintavételi helyek, a teljes mintanagysag (egyedek szama (N) és a
kiilonb6z6 szaporodasi moédokkal rendelkez6 éallatok aranya (A) lathatd. A mintavételi tertilet
foldrajzi elhelyezkedése Eurépaban (B) A Hydra oligactis polipok fényképe: ivartalan (C);
immatur (D); him (E); néstény (F)

A terepi gytijtések Gsszel két id6szakban torténtek, melyekbdl az egyik 2017.
oktober 30. és 2017. november 3. kdzott hét kelet-magyarorszagi populaciobol
tortént, a masik pedig 2019. november 7. és 2019. november 15. kozott 6t
magyarorszagi és egy romaniai populaciébdl (1. tablazat). Minden populacio
esetében tobb helyrdl probaltunk meg polipokat gylijteni ugyanazon a
mintavételi helyen (legalabb 2 méteres tavolsagot hagyva koztiik), hogy
noveljiik a genetikailag eltérd egyedek megtalalasanak esélyét a populaciokon
beliil (mivel a hidrak ivartalanul szaporodhatnak, igy az egymashoz kozeli
polipok nagyobb valdsziniiséggel ugyanahhoz a genetikai vonalhoz tartoznak).



1. tablazat A mintavételi helyek hidroldgiai jellemz&i és a RAD-Seq elemzésben
kivalasztott és hasznélt polipok szama.

Populacié Hely Viztipus |Trofikus |Teriilet | Atlag A A
azonositd |megnevezése allapot | (ha) |mélység |szekvenalt [szekvenalt
és koordinatai (m) polipok ivaros
szama/ polipok
populdcié | szama
M25 Latokép; alfoldi | eutrof 60 4 4 0
N47.56112 |viztarozo
E21.45288
M26 Hortobagy; | alfoldi | eutrof/ |15-20 1-2 9 4
N47.58746 folyd |mezotrof | m
E21.14895 (széles
)
M28 Tiszadorogma | holtag | eutr6f 15 1 46 18
; N47.67119
E20.86334
M38 Gyortelek; holtag eutr6f 185 19 6 1
N47.94833
E22.42990
M44 Tiszaluc; holtag eutrof 120 3,5 12 5
N48.03405
E21.07803
M47 Mubhi; banyaté | eutrof 5,3 2 3 0
N47.98436
E20.93867
M52 Levelek; alfoldi | eutrof 200 2,5 4 0
N47.97667 |viztarozo
E21.95146
M67 Cece; alfoldi  jmezotr6f | 15-20 2-3 5 3
N46.76848 folyo m
E18.61604 (széles
)
M72 Balatonmariaf | alfoldi | eutrof |30-35 2 8 3
urdo; csatorna m
N46.70316 (széles
E17.38126 )
M85 Szajol; holtag | eutrof 78 1,2 5 0
N47.17998
E20.31362
M90 Tiszaalpar; holtag eutrof 147 1,6 8 4
N48.12438
E21.44716




M108 Rakamaz; holtag | eutrof 30 1,5 6 3
N48.12438
E21.44716
R12 Calinesti-Oas; | alfoldi |mezotrof | 10-15 | 1,5-2,5 4 1
N47.88977 folyd m
E23.31119 (széles
)

A hidrapolipokat szabadon lebegd és viz ala meriilt makrofita allomanyrél
(leggyakrabban Ceratophyllum demersum, Ceratophyllum submersum,
Myriophyllum spicatum, Stratiotes aloides) gyljtottik és egyenként
Eppendorf-csévekbe helyeztiik ket tigyelve a DNS kontaminaci6 elkertilése.
Minden helyr6l legalabb 6t ivartalan és 6t ivaros egyedet kiilon-kiilon
Eppendorf-csévekbe gylijottiink, mig a tébbi talalt polipot Falcon-csévekbe
raktuk (50 ml-es), hogy pontosabban megbecsiilhessiik az ivaros egyedek
aranyat a vizsgalt populaciokban. A begytijtés napjan az allatokat hiit6ladaban
a laboratériumba szallitottuk, ahol sztereomikroszkoppal meghataroztuk 6ket
a morfologidjuk — tapogat6 hossz/testhossz, talp jelenléte, tapogatok fejlédése
a bimbdkon — alapjan (Schuchert, 2010). Ezutan feljegyzetiik az allatok ivaros
allapotat — n6stények (polip differencialt petékkel), himek (polip differencialt
herékkel) vagy immatdrok (polipok, amelyeknek jol lathaté ivarmirigyei
vannak, de ezek a gonadok a fejlodés korai stadiumaban vannak, ezért a nemet
nem lehet réluk meghatarozni; 1. abra). Az 6sszes begyjtott allat koziil 120
egyedet valasztottunk ki gy, hogy egyidejlileg lefedjiik az ivartalan, him,
néstény és immatur egyedeket is minden populaciéban (kivalasztunk egy-egy
ilyen tipust minden mintavételi helyr6l, ahol azok jelen voltak). Azokban a
populaciékban, ahol csak ivartalan egyedeket talaltunk, véletlenszeriien
valasztottunk ki 3-5 ivartalan egyedet a genetikai vizsgalatra. Az egyedek tobb
mint egyharmada (38%) a fokuszpopulacionkbdl (M28) kertilt kivéalasztasra.

Szaritas és DNS-kinyerés

A H. oligactis polipokat szilikagél mellé helyezve szaritottuk és
szobahomeérsékleten taroltuk a DNS min6ségének megbrzése érdekében. Ezt a
modszert korabban sikeresen alkalmaztdk névényi (Chase és Hills, 1991),
rovar (Hackett és mtsai, 2000; Post és mtsai, 1993) és emlGsmintakra is
(Cserkész és mtsai, 2016, 2017). A gyakorlatban a szaritas agy tortént, hogy a
hidrapolipokat egyenként steril pipettahegyekbe helyeztiik, majd a polipokat
tartalmazé hegyeket egyenként koriilbeliil 6 g szaraz szilikagélt tartalmazo
milanyag zacskokba helyeztiik. Az 6sszegytijtétt H. oligactis egyedekbol
szarmazd genomi DNS-t standard eml6s DNS extrakciés protokoll
segitségével izolaltuk (Cserkész és mtsai, 2016), mely protokoll részletes
leirasa a Miklos és mtsai, 2021; 1. kiegészité modszerekben talalhato.



RAD-Seq konyvtar elkészitése és szekvenalasa

Mintainkbol harom kiilon RAD-seq konyvtarat készitettlink. A konyvtar-
készitési protokoll részletei a Miklos és mtsai, 2021; 1. kiegészitd
modszerekben olvashatok. A kényvtar min6ségét és mennyiségét Bioanalyzer
(High-Sensitivity DNA Kit) segitségével ellendriztiik. A konyvtarakat
Illumina NovaSeq platformon (paired-end, 150 nt) szekvendaltattuk a
NovoGene-el. A 2017-ben gy(jtétt mintainkat egy RAD-konyvtarban (84
egyed) szekvenaltattuk és ezekbdl 10 véletlenszeriien kivalasztott mintat kiilén
konyvtarban is ujraszekvenaltattuk. A 2019-ben gy(jtott mintakat egy
harmadik kényvtarban szekvenaltattuk (36 1j egyed és hat ismétlés). Minden
konyvtar készitése soran ugyanazt a modszertant alkalmaztuk, de a harmadik
konyvtarban az amplifikacié soran mindossze 15 ciklust alkalmaztunk, hogy
csokkentsiik a PCR duplikatumok jelenlétét.

A szekvenciak feldolgozasa

A nyers Illumina leolvasasokat a STACKS process_radtags pipeline
segitségével dolgoztuk fel (Catchen és mtsai, 2013). El6szor az adatokat
demultiplexaltuk és eltavolitottuk az adapterszennyezddéseket tartalmazd
olvasadsokat (adapter mismatch=2). A process_radtags segitségével
eltavolitottuk a nem megfelel6 bazisokat (-c) és az alacsony mindségii
pontszamokkal rendelkez6 olvasasokat (-q). Azokat a szekvencidkat,
amelyeknek a barcode-jaban csak egyetlen eltérés volt elmentettiik (-r). A
leolvasasokat egységesen 140 nt hosszusagra vagtuk. A forward olvasasokrol
eltavolitottunk hat nukleotidot (a beépitett barcode-ot) az olvasas elejérol és
négy rossz mindségli nukleotidot az olvasas végérdl. A reverse olvasasokrol
eltavolitottuk az els6é nukleotidot a leolvasasok elejérél (ez a nukleotid a
konyvtar készitése soran keriilt hozzdadasra) és kilenc gyenge mindségii
nukleotidot a végér6l a TRIMMOMATIC program (0.36-0s verzid; Bolger és
mtsai, 2014) process_radtags beépitett kivagasi funkciojaval. In silico faj
azonositast végeztiink, mely soran mintdink demultiplexalt, tisztitott
leolvasasait a H. vulgaris teljes genomszekvenciajara térképeztiik (Hydra 2.0
Genome Assembly; https://research.nhgri.nih.gov/hydra/). Ezental
szekvenciaink dekontaminalast (tisztitasat) is elvégeztiik. A térképezésiink
soran, a kapott RAD lokuszainkat lefuttattuk az NCBI nucleotide—nt—
collection adatbazisan az NCBI Basic alignment Search Tool segitségével és
csak olyan RAD-lokuszokat tartottunk meg, amelyeknek a legnagyobb
egyezése csalanozokkal volt vagy nem talalt szekvencia volt az nt-
adatbazisban. Ennek a folyamatnak részletes leirdsa a Miklds és mtsai, 2021;
2. kiegészitd modszerekben olvashato.
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Stacks paramétervalasztas és a hibaaranyok becslése

A RAD lo6kuszok 06sszeallitasahoz hasznalt paraméterek megvalasztasa
nagymértékben befolyasolhatja az elemzés kimenetelét azaltal, hogy
befolyasolja a lékuszok és az egynukleotidos polimorfizmusok (SNP)
azonositasat a mintdkon beliil és a mintak kozott. Ezenkiviil a beallitasi
lehet6ségek befolyasolhatjdk a genotipizaldsi hibdk aranyat. Az ilyen
genotipizalasi hibak az egyenl6tlen lefedettségb6l, a PCR-hibakbdl és az
allélkiesésbol adodnak (Mastretta-Yanes és mtsai, 2015). Tekintettel ezekre a
hibaforrasokra, egy jo stratégia az, hogy ugyanabbdl a mintabol technikai
replikaciokat szekvenalunk és ezek segitségével ellendrizziik az 6sszeallitasi
paramétereket, hogy megtalaljuk azokat a paraméterkombinacidkat, amelyek
maximalizadljadk a polimorf l16kuszok szamat, mikézben minimalizaljak a
technikailag hibasan azonositott SNP-k aranyat. Ehhez véletlenszeriien N = 16
egyedet valasztottunk ki ujraszekvenalasra (minden populaciobdl egyet,
kivéve az M28 populaciét, ahol négy mintat szekvenaltunk wjra). Ezzel az
adatkészlettel futtattuk a stacks de novo 0sszeallitasi folyamatat, beéllitva az
adott stack létrehozasahoz sziikséges minimalis lefedettségi mélység értékeit
(-m; 3-tol 5-ig), az egyedken beliili stack-ek kodzotti megengedett eltérések
szamat (-M; 1-t6l 9-ig), valamint az egyedek kozotti stack-ek kozott
megengedett eltérések szamat (-n; 1-t6l 9-ig ugyanazon az értéken, mint -M;
Paris és mtsai, 2017).

Miutan ezekkel az értékekkel lefuttattuk a folyamatot, megvizsgaltuk a
polimorf 16kuszok szamat, amelyeken a mintakészlet legalabb 80%-a osztozik
és a TIGER program segitségével megbecsiiltiilk a homozigo6ta és heterozigéta
allélok hibaaranyat (Bresadola és mtsai, 2020). A végsd, de novo
paramétereket a STACKS-ben tigy valasztottuk ki, hogy maximalizaljuk a széles
korben megosztott 10kuszok szamat, mikézben minimalizaljuk a genotipizalasi
hibaaranyt is. Az R APE (5.0-s verzid) csomaggal (Paradis és mtsai, 2004; R
Core Team, 2021) létrehoztuk a replikatumok neighbour-joining fajat, hogy
ellendrizziik azt, hogy a replikditumok megfeleléen klaszterezédnek-e
egymashoz képest. A neighbour-joining fa eléallitasahoz a dist.gene fiiggvény
segitségével kiszamitott genetikai tavolsagmatrixot hasznaltuk az APE-ben, a
hianyz6 adatokat tartalmazé lokuszok paronkénti torlésével. Végiil
kiszamitottuk a replikatumok genetikai tavolsagat is és abrazoltuk azokat egy
hisztogramon, amely az egyedek kozotti genetikai tavolsagok eloszlasat
mutatta.  Ez  lehet6vé  tette = szamunkra, @ hogy lassuk a
szekvenalasi/genotipizalasi hibak altalanos nagysagat: ha a hibaarany
alacsony, a parok genetikai tavolsaganak minimalisnak kell lennie a kiilonb6z6
genotipusokéhoz képest. Miutan azonositottuk azokat az Osszeallitasi
paramétereket, amelyek maximalizaljak a polimorf lokuszok szamat és
minimalizaljak a hibaaranyt, lefuttattuk a de novo pipeline-t a teljes adatkészlet
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végsé paramétereivel. A 1étrejovd 1okuszok katalégusat VCFTOOLS
segitségével szlirtiikk (Danecek és mtsai, 2011) a kovetkez6képpen: a sziikséges
minor allélszamot 3-ra (--mac), a minimalis genotipus mindséget 20-ra (--
minGQ) a minimalis olvasasi hosszt 3-ra (--minDP) és a minor allélgyakorisag
értékét 0,05 (--maf) éallitottuk be. Kizartuk a 97,5 szazalékosnal nagyobb
atlagos hosszusagu lokuszokat is, hogy megprdobaljuk eltavolitani a
potencidlisan paralég lokuszokat is. A kapott lékuszkészletet tovabb
korlatoztuk a mintakon beliili jelenlét alapjan (--max-missing), kivalasztva azt
a lékuszkészletet, amely a mintak legalabb 80%-aban jelen volt. A szorosan
elhelyezkedd SNP-k elemzésekor fellép6é kapcsolodasi egyenstlyhidny (LD)
okozta torzitas csokkentése érdekében minden RAD-16kuszbdl csak az elsd
SNP-t valasztottuk ki az elemzésre (a STACKS-ben a —write-single-snp opciot
hasznélva).

Klénok azonositasa és csaladfa rekonstrukcio6

Két modszert alkalmaztunk a klonok azonositaséara és az MLG-k (multilékusz
genotipusok) létrehozasara. Az els6 modszer az egyedek kozotti genetikai
hasonlosagon alapul és a paronkénti genetikai tavolsagok gyakorisagi
eloszlasat (a genetikai sokféleség spektruma; Rozenfeld és mtsai, 2007)
hasznalja a klonok azonositasara. Elméletileg az azonos MLG-khez tartozo
egyedeknek nulla genetikai tavolsaggal kell rendelkezniiik egymashoz képest,
mivel egyetlen egyedtdl szarmaznak ivartalan szaporodas utjan (klonok). A
gyakorlatban azonban a genotipizalasi hibdk és a szomatikus mutaciok olyan
eltéréseket okoznak az MLG-ken beliil is, amelyek a genetikai tavolsagok
nullanél nagyobb eloszlasat generaljak (Kamvar és mtsai, 2015). Abrazoltuk a
genetikai diverzitas spektrumat és megallapitottuk, hogy a kis genetikai
tavolsagok els6 cstcsa az azonos MLG-ekhez tartozd egyedparokat, mig a
nagyobb genetikai tavolsagok masodik csiicsa az MLG-k kozotti eltéréseket
jelenti. Az R POPPR csomag cutoff_predictor (Kamvar és mtsai, 2014)
fiiggvényének segitségével azonositottuk a két csiics kozotti hatarértéket. A
genetikai tavolsagmatrixot az R APE (5.0-s verzio) csomag (Paradis és mtsai,
2004; R Core Team, 2021) dist.gene fiiggvényével hoztuk létre, a hianyzo
adatokat tartalmazé lokuszok paronkénti torlésével. A kloénok azonositasa a
genetikai diverzitas spektrumanak vizsgalataval pontosan hozzarendelheti a
legtdbb egyedet az MLG-ekhez, de ez egy dnkényesen kivalasztott kiiszébre
tamaszkodik, amelynek optimalis értéke szamos tényez6tél fiigghet, példaul a
hasznalt markerek szamatoél vagy a genotipizalasi hibak gyakorisagatol (Wang,
2016). A klonok kikovetkeztetésének objektivebb modjaként ez a kiiszdbérték
optimalizalhaté az adott adatkészlet jellemzOinek figyelembevételével. A
COLONY (2.0.6.6-0s verzio; Jones és Wang, 2010) szoftvert hasznaltuk a
klénok azonositasra egy olyan optimalizalt kiiszob segitségével, amely
figyelembe veszi a genotipizalasi hibak gyakorisagat, a hidnyz6 adatokat,
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valamint a markerek szamat és az allélgyakorisagat (Wang, 2016). A COLONY-
ban alkalmazott egy valoszinliségi keretrendszert hasznal az egyedek
hozzarendelésére a kléon kapcsolatokhoz és az egyéb kapcsolatok
azonositasahoz (teljes testvéri, féltestvéri stb. kapcsolatokhoz) és mar
bizonyitottdk réla, hogy szimulaciok segitségével pontosan tudja azonositani
az adott MLG-hez tartozé egyedeket (Wang, 2016). A CoLONY 2.0.6.6-0s
verzigjaban megvalésitott valoszinliség-alapti megkozelités (Jones és Wang,
2010) a teljes testvérkapcsolatokat, a féltestvérkapcsolatokat vagy a nem rokon
parokat is azonositja azaltal, hogy kovetkeztetéseket hajt végre a szarmazasra
és a testvériségre (beleértve a klonokat is) a tobblokuszos genotipusokbol,
figyelembe véve a szekvenalasi hibakat és az SNP-k bizonytalansagait is.
Valamennyi altalunk vizsgalt egyed potencialisan utddként szerepelt az
elemzésiinkben, mivel a klonalitds jelenléte miatt a hidrak esetében a
generaciok atfedhetnek egymassal és nincs megfeleléen pontos mddszeriink a
szlil6k azonositasara. Ezeket a potencialis utédokat ezutan klonalis vonalakba
és csaladi klaszterekbe (testvéri kapcsolatokon keresztiil kapcsolodo egyedek
csoportjai) rendeztiik. A COLONY elemzésben FPLS modszert alkalmaztunk,
valamint mindkét sziil6 esetében poligdm parzasi rendszert feltételeztiink és az
Osszes tobbi paramétert az alapértelmezett értékekre allitottunk.

Genetikai szerkezet

Annak érdekében, hogy a populacioink genetikai szerkezetr6l pontosabb képet
kapjunk két mddszert alkalmaztunk. E16sz6r is a mintak paronkénti rokonsagi
egyiitthatoit szamoltuk ki a Loiselle és munkatarsai altal leirt modszerrel
(1995). A rokonsagi egyiitthaték a rokonsagi fok mérészamai, véletlenszerii
parositast feltételezve 0,25 a teljes testvéreknél, 0,125 a féltestvéreknél, 0,0625
a harmadik szintli kapcsolatokndl és igy tovabb. Bar a genotipizalasi hibak
jelenléte miatt az alacsonyabb szintl(i rokoni kapcsolatokat nem lehet pontosan
megkiilonboztetni pusztan a rokonsagi egyiitthaté alapjan, az egyiitthato a
rokonsag mértékét adja meg a tavoli rokonsagban 1év6 egyedek kozott, amely
igy 0sszevethet0 a mintan beliili testvéri strukturaval. Az altalunk alkalmazott
rokonsagi egyiitthat6 (Loiselle és mtsai, K) a homolog allélok gyakorisaganak
korrelaciojat méri az egyedparok kozott és viszonylag torzitatlan eredményt ad
ritka allélok és a Hardy—Weinberg egyensulytol valo eltérések esetében is
(Vekemans és Hardy, 2004). A rokonsagi egyiitthatokat az ECOGENETICS R
csomag (1.2.1-6 verzio; Roser és mtsai, 2017) segitségével szamitottuk ki. A
populéaciok kozotti kapcsolatokat (a populacion beliili struktira mellett) az
0sszes minta paronkénti rokonsagi matrixanak abrazolasaval vizualizaltuk, a
COMPLEXHEATMAP R csomag segitségével (Gu és mtsai, 2016).

Masodszor, elvégeztiik egy fokomponens diszkriminancia analizist (DAPC;
Jombart és mtsai, 2010), hogy leirjuk az MLG-k ko6zotti kapcsolatokat. A
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hagyomanyos fékomponens analizist alkalmaz6 moddszereket nem
hasznalhattuk ebben az esetben, mivel ezen modszerek mindegyike Hardy—
Weinberg egyenstilyt feltételez, ami szinte biztosan nem all fenn a klonalis
szervezetekben. A DAPC elemzést R-ben az ADEGENET (2.1.1-es verzio)
csomag segitségével végeztiik el (Jombart, 2008; R Core Team, 2021). A
DAPC elemzésben hasznalt f6 komponensek szdmat az alfa-pontszam
optimalizalast kovet6en hatra allitottuk be és minden populaciénal a pontfelhd
~67%-at felolel6 tehetetlenségi ellipsziseket generdltunk. A DAPC
elemzéshez minden MLG-b6l csak egy egyedet hasznaltunk, a modszer
kritériuma miatt. Ezen tilmendéen, hogy kiegyensulyozzuk a mintak szamat a
populaciék kozott, 10 kivételével az Osszes egyedet eltavolitottuk az M28
populaciébdl, amely fokuszpopuldcionk révén feliilreprezentalt volt a
mintakészletiinkben. Az alapvet6 populdciogenetikai statisztikdkat (varhatd
heterozigdtasag, megfigyelt heterozigétasag, fixacios index és a privat allélok
szama) is kiszamitottuk erre a redukalt adatkészletre (a STACKS-bdI kinyerve).

Harmadszor, az MLG-k kozotti kapcsolatok bemutatasara minimum spanning
halézatot (MSN) rajzoltunk fel R-ben, a poppr.msn fiiggvény segitségével
(Kamvar és mtsai, 2014). A halézatot az APE csomag dist.gene fiiggvényével
szamitott genetikai tavolsagmatrix alapjan hoztuk létre, a hianyzo 16kuszok
paros torlésével. Ezeket a kapcsolatokat az IGRAPH és POPPR R csomagok
felhasznalasaval generalt MSN segitségével vizualizaltuk, mivel a klonalis
szervezetek esetében jobb abrazolasi eszkoz lehet, mint a farajzolason alapuld
modszerek (Csardi és Nepusz, 2005; Kamvar és mtsai, 2014).

Genetikai szerkezet a szaporodasi stratégiak fiiggvényében

A genetikai struktira és az ivaros szaporodasra valé hajlam kozotti
Osszefiiggés tesztelésére megszamoltuk az ivaros (immatdr, kifejlett nGstény
és kifejlett him) és nem ivaros (ivartalan és nem szaporodd) egyedek szamat a
COLONY analizis soran kikovetkeztetett csaladcsoportokban és megvizsgaltuk,
hogy ezek eltérnek-e a kiilonb6z6 klaszterekben. A tesztelést Fisher-féle
egzakt tesztel végeztilk. Tovabba elvégeztiik egy molekularis variancia
(AMOVA) elemzést az ivaros és az ivartalan egyedek kozott. Az AMOVA-t
fiiggvényt a PEGAS (0.10-es verzio) R csomag (Paradis, 2010) segitségével
hajtottuk végre 1000 permutaciot alkalmazva.

2.1.3. Eredmények

Fenotipus eloszlas

13 populéciobol 6sszesen 1449 egyedet gylijtottiink be. Kilenc populacioban
talaltunk ivaros polipokat. Az ivartalan/ivaros egyedek aranya ezekben a
populaciokban: 119/48 (M28); 122/10 (M26); 55/2 (M38); 517/11 (M44);
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25/25 (M67); 62/33 (M72); 41/13 (M90); 22/7 (M108); és 9/1 (R12). Az ivaros
egyedek aranya ebben a kilenc populaciéban szignifikdnsan kiilonbozott
Fisher-féle egzakt teszt alapjan (p <0,001). Ugyanezt az eredményt kaptuk, ha
mind a 13 vizsgalt populaciot bevontuk (Fisher-féle egzakt teszt, p <0,001).

A fajok azoneositasa és a dekontaminacio

Osszesen 625,7 milli6 nyers paired-end olvasasunk volt (replikdtumokkal
egylitt). Ezeknek a nyers leolvasasoknak a 94,2%-a megmaradt az alacsony
mindségli leolvasasok, az adapterszennyezddések, a kétértelmli barcode-ok és
a kétértelmii RAD-cimkék sziirése utan. Atlagosan 4,3 milli6 leolvasasunk volt
mintanként (0,8—11,5 millié kdzott). Az egyes mintakbol a Hydra 2.0 genomra
leolvasott térképezések eltérd eloszlast mutattak, ahol N = 12 minta (az 6sszes
10%-a) tébb mint 60%-os leképezési aranyt mutatott, a tobbi pedig 40%-nal
kisebb leképezési aranyt mutatott. Arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a
>60%-0s térképezési aranyu mintak Hydra vulgaris egyedek, amelyeket
tévesen H. oligactis-ként azonositottunk, ezért kizartuk 6ket minden tovabbi
elemzésbdl. A STACKS de novo pipeline alapértelmezett beallitasokkal térténd
futtatdsaval 1,37 milli6 RAD-lékuszt azonositottunk. Osszességében ezeknek
a lokuszoknak az 57%-a nem mutatott talalatot az nt adatbazisban, tovabbi
19%-uk pedig csalanoz6 szekvenciakra volt leképezve. A maradékot mas
taxonomiai csoportokhoz rendelte hozzd a blast, igy ezeket kisziirtiik a
kontaminacios adatbazissal valé dsszevetésben. A legf6bb szennyezodések a
Pseudomonadales és a Burkholderiales voltak), két baktériumrend, amelyek
altalaban megtalalhatok a Hydra mikrobiomjaban is (Fraune és mtsai, 2015).
A feltételezett szennyezd 16kuszok eltavolitasa utan a masodlagos GC cstcs is
jelentdsen csokkent. A szennyezddések eltavolitasa utan PCR-masolatként
azonositott leolvasasi parok ardnya 29,4% volt. Az atlagos lefedettség a
szennyezOdések és a PCR ismétl6dések eltavolitasa utan mintanként 13,0 volt
(tartomany: 4,0-25,4x).

STACKS parameéterek kivalasztasa

Az elemzésbe bevont technikai replikatumok legalabb 80%-a altal megosztott
polimorf 1ékuszok szdma csokkent, ahogy nétt a stack létrehozasdhoz
sziikséges minimalis leolvasasok szama (-m). Mig m = 3-nal ~46 000 széles
korben megosztott polimorf 16kuszt azonositottunk, ez a szam ~ 34 000-re
csokkent m = 5-nél, ami arra utal, hogy az m til magas beallitasa ndveli annak
esélyét, hogy a magas lefedettségi kdvetelmények miatt nem talalunk valédi
lokuszokat. A széles korben megosztott polimorf 16kuszok szama pup alaku
kapcsolatot mutatott a stack-en beliili és a stack-ek kozott megengedett
eltérések szamaval (M/n): M/n = 1-nél volt a legalacsonyabb, M/n = 3-nal
elérte a platot és M/n = 5 elkezdddott a csokkenés. Ez azt a tényt tiikrozi, hogy
ha kevés eltérés megengedett, a kozos 1okuszok  tévesen
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megkiilonboztethetéek, mig sok eltérés megengedése noveli a forditott helyzet
kockazatat (azaz az eltérd l6kuszok kozosnek azonositasat; Paris és mitsai,
2017). Az allélhibaarany ~0,01 volt a homozigé6ta 16kuszoknal és ~0,04 a
heterozigotaknal. A magasabb heterozigota allélhibaarany valoszintileg azt a
tényt tiikkrozi, hogy az allélkiesés nagymértékben hozzajarul az altalanos
genotipizalasi hibakhoz ebben az adathalmazban (Bresadola és mtsai, 2020;
Wang, 2004). A homozigota allélok hibaaranya a lefedettség minimalis
mélységével (-m) csokkent, mig a heterozigota allélok hibaaranya m-el nétt,
ami azt a tényt tiikrozi, hogy ha magasak a lefedettségi kovetelmények,
nagyobb valoszinliséggel hidanyoznak a kisebb allélok (azaz az allélkiesés
gyakoribb). A hibaaranyok enyhén csokkentek M/n mellett és stabil szintet
értek el M/n = 3 kortil, kivéve a heterozigota allél hibaaranyt m = 3-nal, ahol
az allélhibaaranyok ismét névekedtek M/n > 2 értékeknél. Ezen megfontolasok
figyelembevételével a stack létrehozasdhoz sziikséges minimadlis olvasasi
szamnak m = 3-at valasztottunk, mivel magasabb m értékeknél alacsonyabb
volt a széles korben megosztott polimorf 16kuszok szama és magasabb volt a
heterozigéta allélhibaarany. Tovabba az M/n = 3-at valasztottuk, mivel a széles
korben megosztott polimorf 16kuszok szama nem nétt, mig a hibaaranyok nem
csokkentek szamottevOen ezen paraméterek magasabb értékre allitasaval. A
STACKS de novo futtatasa soran, melyben ezekkel a végs6 beallitasokkal
szlirtiink 9844 RAD-16kuszt kaptunk. Az egyedi 16kusz hianyossagok aranya
13,7% volt (tartomany: 2,4%—-88,7%). Két egyednél t6bb mint 60% volt az
egyedi hidnyossag (egy az M44-es és egy az M38-as populaciobol), mig a
tobbinél 50% alatti volt a hianyossag. Ez a két egyed lehet Hydra circumcincta
is (téves fajazonositasbél adodoan), vagy elképzelhet6 az is, hogy alacsony
volt a DNS-kivonasi hatékonysag ezek esetében. Ez utobbi hipotézist
alatamasztja az, hogy ez a két minta rendelkezett a legalacsonyabb
lefedettséggel mintakészletiinkben (4,0 és 4,5). Ezt a két egyedet eltavolitottuk
és megismételtiik a 10kuszok kivalasztasat ezek nélkiil is. Ez 6sszesen 11 319
RAD l6kuszt eredményezett, atlagosan 13,5%-0s egyedi hianyossaggal
(tartomany: 2,7-43,3%).

Klénazonositas

A genetikai diverzitds spektruma a genetikai tavolsagok nem folytonos
eloszlasat mutatta és a cutoff_predictor 0,13-ra becsiilte a genetikai tavolsagot,
amely alatt az egyedek azonos multilokusz genotipusokhoz tartozonak
tekinthet6k. Ennek alapjan N = 61 multilokusz genotipust (MLG-t)
azonositottunk az elemzésbe bevont N = 106 polipbol all6 halmazban.
Ugyanezt az MLG-készletet azonositottuk a COLONY-ban is. Az MLG-ken
beliili polipok szama egytdl nyolcig terjedt és egy kivétellel (M67 populacio)
minden populacié egynél tébb klont tartalmazott. A klontarsak mindig
ugyanabban a populacioban helyezkedtek el (azaz egyetlen MLG-t sem
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figyeltink meg egynél tobb populacioban). A technikai replikdtum parok
atlagos genetikai tavolsaga 0,07 volt és egy kivétellel (16-bol egy, 6,25%) a
genetikai tavolsag kisebb volt, mint a cutoff_predictor altal azonositott MLG
0,13-as kiiszobérték. Az egyetlen kivétel az R12_1_2 minta volt, ahol a két
ismétlés kozotti genetikai tavolsag 0,25 volt. Ez a kiugro érték valoszintileg
azzal magyarazhaté, hogy az R12_1_2 volt a legalacsonyabb lefedettségii
minta (6,2) az N = 106 egyedbdl all6 végsd mintahalmazban. Ez arra utal, hogy
az alacsony lefedettséggel rendelkez6 egyedek esetében a klonok
hozzarendelése kevésbé lehet pontos és igy az MLG-k szamara vonatkozo
becsléseink kissé tulbecsiilhetnek.

Rokonsagi struktira

A COLONY analizis a 61 MLG-t 13 csaladi klaszterbe csoportositotta (2. abra)
E klaszterek koziil kilenc volt populacié-specifikus (az 1. klaszter az M108-
ban, a 2. és a 3. klaszter az M25-ben, az 5. klaszter az M26-ban, a 7. klaszter
az M38-ban, a 8. klaszter az M44-ben, a 9. és a 10. klaszter az M52-ben és a
13. klaszter az R12-ben). Két klaszterben két populacié egyedeit (M26, M28,
M67, M90), mig egy csaladi klaszter négy populacio egyedeit (M47, M85,
M90, R12) is tartalmazta.

Csaladi klaszter
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
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2. abra A 13 csaladi klaszter tagjainak megoszlasa 13 populacié fiiggvényében, jelezve az
egyedek szamat és az ivarosan szaporodé egyedek aranyat az adott klaszterben vagy
populaciéban.
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Az M28 populacioban volt a legmagasabb a privat allélok szama (147), annak
ellenére, hogy csak négy MLG-t volt jelen itt (2. tablazat). A legtobb MLG-t
(kilenc) az M44-es populacidban talaltuk, de a privat allélok szama itt csak 14
volt. A megfigyelt heterozigétasag (0,22-0,31) minden populdciéban
magasabb volt, mint a vart heterozigotasag (0,13-0,20; 2. tablazat).

2. tdbldzat Alapveté populdciogenetikai statisztikak a 13 H. oligactis populdciora (Populdcié
azonosito, a populdcié azonositoja; AP, privat allélszam; Hovs, megfigyelt heterozigétasdg;
Hexp, vdrhato heterozigotasdg; Fis, fixdcios index; N, egyedszam; MLG-k, multilékusz
genotipusok szama). MLG-nként csak egy egyedet vettiink figyelembe ezekben a
szdmitdsokban és az M28 populdciobol N = 25 egyedet véletlenszeriien eltdvolitottunk a
minta méretének kiegyenlitése érdekében.

Populacio

azonosité | Ap Hobs Hexp Fis N | MLG-k
M108 510.27114 ]0.18505 |-0.11753 6 6
M25 310.27150 |0.19855 | -0.06151 4 4
M26 11 ] 0.29436 | 0.20573 | -0.08709 9 4
M28 147 | 0.20819 | 0.14655 | -0.06735 10 4
M38 410.24575 |0.16527 |-0.05732 5 3
M44 14 1 0.22522 | 0.16695 | -0.09840 10 9
M47 1]0.30387 |0.18235 | -0.03683 3 2
M52 6 ]0.29412 |0.19184 | -0.07770 4 3
M67 0]0.26635 | 0.13318 | 0.00000 5 1
M?72 310.26757 |0.18733 | -0.04960 8 3
M85 310.30118 |0.19504 |-0.08313 5 3
M90 0]0.27091 | 0.20693 | -0.06509 8 5
R12 210.31216 | 0.20827 | -0.09045 4 4

Nem észleltiink olyan egyedpart, amely els6rendii kapcsolatot (testvérek)
alkotott volna a kiilonb6z6 populaciok kozott. 59 olyan masodrendi
kapcsolatot (féltestvérek) mutattunk ki 0,9-nél nagyobb valdszintiséggel,
amelyek kiilonb6z6 populaciokhoz tartozé egyedek kozott voltak jelen (3.
abra). A legtébb populacio (13-bol 10) mas populaciok tagjaihoz kapcsolédott
legalabb egy egyedpar k6zotti masodrendii kapcsolaton keresztiil. A rokonsagi
egyiitthatok vizsgalata a COLONY analizissel egyezd eredményt mutatott. A
legtobb magas rokonsagi egyiitthatoval rendelkez6 egyedpar mindig
ugyanabban a populaciéban volt jelen. Azonban t6bb, kiillénb6z6 populaciobol
szarmazo0 egyedpar rokonsagi egyiitthat6ja >0 (3. abra).
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3. abra Rokonsagi matrix, amely paronkénti rokonsagi egytitthatokat (Loiselle és mtsai,
1995; alapjan az EcoDist R csomaggal becsiilt) az abra bal als6 felében és a rokonsagi
osztalyt (Colony v. 2.0.6.6, segitségével becsiilt) az dbra jobb fels6 felében mutatja a Hydra
oligactis polipok kozott a vizsgélt 13 magyar populaciobol. Az oldalsav az egyedek
szaporodasi allapotat mutatja.

A DAPC elemzés szintén jelentOs atfedést mutatott a populaciok kozott (4.
abra). A legkiilonb6z6bb egyedeket az M28 és M44 populéaciokban talaltuk

(4. abra).
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4. abra 13 vizsgélt populaciébol szarmaz6 Hydra oligactis polipok f6komponens
diszkriminancia analizise (DAPC) 11319 SNP 16kusz alapjan, amely szemlélteti az M28 és
M44 populacidk elvalasat mas mintavételi helyekt6l. A DAPC 6 f6komponensbél (PC) és 2

magyarazd tényezovel késziilt.

Genetikai szerkezet és szaporodasi mod

Az Minimum Spanning Hal6zat (MSN) kimutatta, hogy a populaciék egy
kisebb kozponti és négy jol elkiiloniilé terminalis csoportba rendezddtek (5.
abra), de a populaciok nem kiilénboztek szignifikansan egymastol a
klasztereken beliil. A populaciok tagjai nagyrészt ugyanazokban a csoportban
jelentek meg, néhany kivételtdl eltekintve, ahol egyes egyedek kiilonb6z6
agakban voltak megtalalhatéak (M25, M26, M52, M90; 5. abra).
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5. abra Minimum Spanning Hél6zat a Poppr-ben kiszamitott eltérési matrixon. 13 magyar
populéciébdl szarmazé H. oligactis polipok dsszes MLG-je megjelenik. A csomépontok
szinei populacidkat jelolnek, a csomépontok mérete pedig a benne 1évé klénok szamat. Az él
(vonal) vastagsaga és az arnyékolas az ML G-k kozotti rokonsagot jelenti. Az él hossza
tetszOleges.

A COLONY elemzéssel azonositott négy csaladcsoportban a szaporodasi mod
megoszlasa nem volt egységes. Négy klaszter csak ivartalan egyedeket
tartalmazott. A tobbi klaszterben ivaros és ivartalan egyedeket egyarant
megfigyeltiink és ezekben az ivaros egyedek aranya 8% és 60% kozott
valtozott. Az AMOVA alapjan azonban az ivaros és ivartalan egyedek
genetikailag nem kiiléonboztek szignifikansan egymastél (p = 0,189). 18 olyan
MLG-t azonositottunk, amelyekbe egynél t6bb egyed tartozott és ezek koziil
nyolc csak ivartalan polipokat tartalmazott, mig a tobbiben ivartalan és ivaros
egyedek is megfigyelhet6ek voltak. Ezek koziil két esetben himeket és
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néstényeket is megtalaltunk ugyanabban a klonalis vonalban (az egyik az M26,
a masik az M28 populaciéban fordult eld).

2.1.4. Diszkusszio

Vizsgalatunk elsddleges célja az volt, hogy megvizsgaljuk a kiilénb6z6
parhuzamosan létez6 szaporodasi stratégidk (ivartalan és ivaros) genetikai
hatterét és differencidlodasat a H. oligactis populdciokban. Megéllapitottuk,
hogy: (I) egyértelml bizonyitékok vannak a szaporodasi mod fenotipikus
plaszticitasara: a klonokként azonositott polipok szaporodasi maodjai eltérdek
voltak; és (II) nem volt észlelhetd genetikai struktira a szaporodasi mod
tekintetében: az ivaros polipok nem mutattak genetikai kiilonbséget az
ivartalan polipoktél. Emellett magas genetikai rokonsagot taldltunk a
populacidk kozoétt (masodrendii rokonsagot észleltiink a tavoli populaciokhoz
tartoz6 egyedek kozott is) és két latszolagos nemvaltast is megfigyeltiink
(azonos klonalis szarmazasu vonalban egyszerre voltak jelen himek és
néstények). Ezenkiviil nem talaltunk bizonyitékot a kriptikus fajok 1étezésére
a Karpat-medencei H. oligactis populaciokban. Az alabbiakban ezeknek a
megallapitasoknak a kovetkezményeit targyalom részletesen.

A fakultativ klondlis szervezetekben ivaros és ivartalan szaporodas is
el6fordulhat ugyanazon a fajon beliil. A szaporodasi modok (ivartalan vs.
ivaros) megoszlasa azonban az egyedek kozott nagyon valtozé lehet. Példaul
a Schmidtea polychroa (egy édesvizi planaria) eur6pai populacidiban
egyértelmli genetikai kiilonbségek mutatkoznak a kiilonb6z6 szaporodasi
modot folytatd egyedek kozott, amelyek allopatrikusan fordulnak eld
él6helyiik nagy részén, bar megfigyelhet6 hibridizaci6 az ivaros és
parthenogenetikus haplotipusok kozott (Pongratz és mitsai, 2003). Mas
fakultativan klondlis organizmusokban az ivartalan és ivaros fazisok
valtakozasa el6re lathatdan megjelenik az egyed élete soran adott kdrnyezeti
feltételek hataséara (pl. alacsony hémérsékleten és stresszel jaré koriilmények
kozott Osszel ciklikus parthenogenetikussag figyelhet6 meg levéltetvek és
Cladocerak esetében; Decaestecker és mtsai, 2009; Nespolo és mtsai, 2009). A
H. oligactis a ciklikusan parthenogenetikus Cladocerakra hasonlit, mivel
ivaros szaporodasi modra valt at a nyugalmi allapotnak kedvezd (stresszes)
koriilmények kozott (Tessier és Caceres, 2004). Bar korabbi tanulmanyok azt
feltételezték, hogy ebben a fajban el6fordulhatnak bizonyos genetikai
kiilonbségek a kiillonb6z6 genotipusok kozott (Tokolyi és mitsai, 2017a;
Tomczyk és mtsai, 2015), ebben a vizsgalatban ilyen kiilonbséget nem
talaltunk. Az egyes szaporodasi stratégiakban részt vevd hidra egyedek
fenotipusosan hidba kiilonboztek jelent6sen egymastdl, ennek ellenére sem

22



talaltunk szignifikans genetikai kiilonbséget az ivaros és az ivartalan polipok
kozott.

Azonban, ugyanazon populaciokban a hidrapolipok szaporodasi modjukban
eltértek egymastél. Egyértelm{i bizonyitékot talaltunk a fenotipikus
plaszticitasra ebben, mivel t6bb esetben a genetikailag azonos klonok
szaporodasi moddjukban egyértelmtien kiilonboztek egymastdl (egyesek
ivarosak, masok ivartalanok voltak). Ez arra utal, hogy a h6mérsékleten kiviil
vannak olyan belsd tényez6k vagy kornyezeti jelzések, amelyek indukalhatjak
az ivaros szaporodast ennél a fajnal. E16szor is, a taplalék hozzaférhet6ség és
elérelathatésag, a populaciésiiriiség, az életkor, a méret vagy a korabbi
stresszoroknak és parazitaknak valo kitettség miatt bekdvetkez6 kiilonbségek
az egyed allapotaban olyan tényez6k, amelyek ismerten befolyasoljdk e faj
életmenetének jellemzdit (Tokolyi és mtsai, 2016). Masodszor, a vizsgalt
viztestekben sajatos mikroél6helyek (habitat-ok) fordulhatnak eld, amelyek
kedvezd feltételeket biztosithatnak az ivaros vagy ivartalan szaporodasi médot
folytaté hidra polipok szamara. Harmadszor, lehetséges, hogy a klonalis
vonalon beliili szaporodéasi méd plaszticitasa egyszeriien a faj életmenetének
része és minden genotipusban el6fordulhat, barmilyen kérnyezeti hatéastdl
fiiggetleniil, mivel ebben az esetben az ivaros vagy ivartalan szaporodas egyedi
dontése véletlenszerli (azaz a bet-hedging egy formdja a kiszamithatatlan
kornyezettel szemben; Simons, 2009; Slatkin, 1974).

Az ivartalan egyedek 0Oszi jelenléte arra utal, hogy a klonalitas adaptiv
elényokkel jarhat, ami e faj szaporodasi stratégidjanak része lehet. Az el6ny
abbol fakadhat, hogy az irodalomban fellelhetd hipotézisekkel ellentétben a
hidrapolipok tuilélhetik a telet. Ezt erésiti a tény, hogy négy olyan populaciét
is talaltunk, amelyben csak ivartalanul szaporodé egyedek voltak jelen, bar ez
addodhat a mintavételiink véletlenszerti hatasabol is. A hasonl6 szaporodasi
rendszerrel rendelkez6 Cladoceraknal mar megfigyelték, hogy az ivartalan
szaporodasba nagyobb befektetést jelentd stratégia adaptiv lehet egy
viszonylagosan enyhe téli kliman, ahol alacsony a téli fagyveszély és igy a
nyugalmi id6szakra vonatkozo szelekcié enyhe (Tessier és Caceres, 2004).
Sajnos kevés adat all rendelkezésre a vizsgalt fajunk szaporodasi modjar6l mas
természetes populaciokban, de két észak-amerikai populacié terepi
megfigyelései alatdmasztjak ezt a hipotézist. Az egyik ilyen populacioban,
Bryden (1952) kiterjedt megfigyeléseket végzett 3 éven keresztiil a Tennessee
allambeli Kirkpatricks Lake-ben (36,3° E), de sosem talalt ivaros egyedeket.
Ezzel szemben ivaros egyedeket gyakran megfigyeltek Gsszel egy északibb
populéciéban (Douglas Lake, Michigan; 45,6° E; Welch és Loomis, 1924).
Erdemes azonban megemliteni azt a lehet&séget is, hogy mas tényezdk is
szerepet jatszhatnak abban, hogy ezekben a populaciokban hianyoznak az
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ivarosan szaporod6 egyedek, mint példaul az eltérd taplalékelérhetdség, a
parazitak jelenléte és mennyisége, a Hydra populaciok mikrobiomjanak eltér6
Osszetétele vagy a versengés a forrasokért mas Hydra fajokkal.

Magas szinti rokonsagot talaltunk a tobb tiz kilométerre talalhatd
populaciékbol gytjtott egyedek kozott is (pl. tobb esetben féltestvéreket; 3.
abra). Ez arra utal, hogy a foldrajzi korlatok (azaz a H. oligactis populaciokat
elvalaszto kozvetlen viz altali kapcsolatok hianya) nem akadalyozzak
jelent6sen a hidrak terjedését ilyen foldrajzi tavolsagokon beliil. Altalaban az
ilyen tavolsagok lekiizdhetetlenek egy hidrapolip méretli (10-30 mm) lény
szamara, ha nincs mas kiils6, diszperziot el6segité mechanizmus (példaul
zoochoria, anemochoria vagy hidrochoria). Mindazonaltal valamennyi
populaciénk (kett6 kivételével) a Tisza vizgytijt6 medencéjében talalhatd és
rendszeres arvizek alkalmaval ideiglenesen kapcsolédhat a Tisza foly6hoz.
Emiatt az is lehetséges, hogy a H. oligactis polipok vagy a felvizi régiébol
szarmazo tartos peték a Tiszan keresztiil allando génaramlast biztositanak az
altalunk vizsgalt populaciokba. Ennek a terjedési modnak a lehetGségét
adataink nem igazoljak hihet6en, mivel a populaciok genetikai
differencialoddsi mintazata nem egyezik ezen populdciok foldrajzi
elhelyezkedésének mintazataval. Ezért azt tartjuk a legvaldszin(ibb elterjedési
moddnak, hogy a hidrdk (akar él6 polipok, akar tartés peték formajaban) a
vizimadarakhoz tapadva (zoochoria) terjednek at egyik viztestr6l a masikra,
kiilondsen annak fényében, hogy a vizimadarak bioldgiai terjeszt szerepe
egyre tobb és tobb faj, kiillondsen a névények és a kis vizi gerinctelen allatok
esetében nyer igazolast (van Leeuwen és mtsai, 2012, 2017). Ezen tilmenéen
a populacidk genetikai szerkezete is arra utal, hogy a populaciok kozotti
génaramlas fliggetlen a foldrajzi elhelyezkedésiikt6l, ami szintén aldtdmasztja
a madarak altali terjedés lehet6ségét, bar empirikus bizonyitékok erre a fajta
terjedésre a hidrak esetében még nem allnak rendelkezésre. Masrészt az a tény,
hogy a klonalis vonalak mindig egyetlen populaciora korlatozodtak arra utal,
hogy a szétterjedés f6 maddja a tartds peték formdajaban valésul meg, bar a
vizsgalt mintank mérete tdl kicsi volt ahhoz, hogy egyértelmiien megcafolja
ugyanazon klonalis vonalak jelenlétét egyidejiileg tobb populacioban.

A populaciok kozétti rokonsag magas foka még akkor is meglepd, ha a
fentiekben leirt kiterjedt terjedési képesség létezik, mivel a feltételezetten
hasonl6 terjedési potenciallal rendelkez6 édesvizi kisméretli zooplankton
szervezetekben meglehet6sen gyakori a nagyfoku genetikai differencialédas
(De Meester és mtsai, 2002). A ,,monopolizaciés hipotézis” (De Meester és
mtsai, 2002) szerint a nagy populaciénovekedési kapacitassal és
nagymennyiségli nyugvo  propagulumbankkal rendelkez6, részben
parthenogenetikus szervezetek gyakran képesek 1j kornyezetekben
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megtelepedni és monopolizalni azt, ezaltal minimalizalni a génaramlas hatasait
az ilyen él6helyfoltok kozott. Egyes édesvizi gerinctelenek azonban nem
kovetik ezt a mintazatot (pl. a mohaallatok esetében Cristatella mucedo; De
Meester és mtsai, 2002; Freeland és mtsai, 2001; Freeland és mtsai, 2000),
valészinlileg a viszonylag alacsony ivaros szaporodasi aranyuk és Kkis
propagulum bankuk miatt. Ez lehet a helyzet a Hydra-k esetében is, mert az
eddig leirt esetekben a populacién beliil az egyedeknek csak egy része tlinik
képesnek az ivaros szaporodasra és az altaluk termelt peték szama is
viszonylag alacsony (maximum néhany tiz pete ndstényenként; Schuchert,
2010). Az ivaros szaporodashoz viszonyitott klonalitas erds jelenlétére a
populaciégenetikai statisztikakbdl (konkrétan a nagy heterozigocitasbol) is
kovetkeztethetiink. Korabbi elméleti és gyakorlati tanulmanyok (Balloux és
mtsai, 2003; Halkett és mtsai, 2005; Meloni és mtsai, 2013) azt talaltak, hogy
a nagyaranyu klonélis szaporodas néveli az allélok effektiv szamat és a
heterozigocitast is egy populacioban, mikozben ellentétes hatast gyakorol a
populacidk kozotti genetikai differencidlédésra és a genotipusok diverzitasara.
A fentiek alapjan valosziniisithetd, hogy ez a hidrafaj olyan szaporodasi
stratégiat kovethet, amelyben magas a klonalis szaporodas mértéke. Az
ivartalanul szaporod6 egyedek — kiiléndsen az enyhe téllel jellemezhetd
években — nagy egyedszamot érhetnek el, igy tavasszal 1ényegesen nagyobb
egyedszamrol indulhatnak el az adott populdciéban (verseny el6nyt jelent) és
ezaltal nagyobb eséllyel juthatnak akar uj él6helyekre is. Emellett egyes
tanulmanyok mar feltartdk, hogy a klondlis terjedés sikeresebb szaporodasi
stratégianak tlinik a kis, elszigetelt populaciokban, amelyek kornyezeti
stressznek vannak kitéve (Meloni és mtsai, 2013). A klondlis novekedés el6nye
azonban csak rovid életi, mivel hosszi tavon monoklonalis populaciék
kialakulasahoz vezethet. Ezzel szemben, ha egy fakultativ klondlis faj képes a
bizonyos foku ivaros szaporodasra az kulcsfontossagu lehet a faj hosszu tavu
életképességének biztositasaban. Ennélfogva az ivartalan szaporodasba vald
nagyobb befektetést tartalmazo stratégia nagyszamu olyan polip kialakulasat
eredményezheti, amelyek révid tavon képesek csak terjedni, mig az ivaros
utoédok kevesebb, de nagyobb mértékii terjedési képességgel rendelkeznek.
Ezen hipotézis teszteléséhez még tébb adatra van sziikség.

Vizsgalatunk egyik varatlan megfigyelése az volt, hogy két esetben az egymas
klonjaiként azonositott egyedek eltér6 nembe tartoztak. A H. oligactis egy
gonochorisztikus faj (valtivaru faj; azaz himek vagy néstények) és az ivartalan
bimbdik 6roklik a sziil6jik nemét a csiravonal Gssejtek (GSC) atvitele altal
(Nishimiya-Fujisawa és Kobayashi, 2018). A hidrakban a nemet a GSC-k
szintjén hatarozzak meg, igy a him GSC-ket tartalmazé polipokon herék, mig
a n6éi GSC-ket tartalmaz6 polipoknal peték alakulnak ki. Gonochorisztikus
fajokban a him GSC-k maszkulinizacios jelet fejeznek ki, amelyek gatoljak a
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peték képzését, ami igy stabil him fenotipust eredményez (Bosch és David,
1986; Nishimiya-Fujisawa és Kobayashi, 2018; Siebert és Juliano, 2017). A H.
oligactis esetében az ivarvaltast megfigyelték mar a laboratériumban
(Littlefield, 1986), de igy gondoltdk, hogy ez egy igen ritka jelenség (Bosch
és David, 1986). A vizsgalatba bevont mintaink 6t olyan MLG-t tartalmaztak
(polipcsoportok, amelyekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy klonalis szaporodas
utjan egy kozos sziil6tél szarmaznak), amelyek egynél tébb ismert nemii
polipot tartalmaztak és ezek koziil kett6 az ivarvaltas lehet6ségére mutatott ra
(vagyis egyarant tartalmazott him és ndstény polipokat). Bar a szekvenalasi
hibak és a szomatikus mutaciok jelenléte miatt nem lehetiink teljesen biztosak
abban, hogy ezek az egyedek egyetlen ivartalan sziil6t6l szarmaznak-e, két
kiilonb6z6 modszerrel is klonként azonositottuk 6ket: (I) a genetikai diverzitas
spektrumanak modszere, amely hozzarendeli MLG-ék kozotti genetikai
tavolsagok megoszlasat a mintakészletben 1évé egyedparokhoz (Rozenfeld és
mtsai, 2007) és (II) COLONY, amely valoszinliségi keretrendszert hasznal a
klénok és az azonositott kapcsolatok elkiilonitésére (elsérenddi rokonsag; Jones
és Wang, 2010). Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy az ivarvaltas
természetes koriilmények kozott sokkal gyakoribb lehet: a 61 azonositott
klénvonalon beliil két esetben (3,3%) tudtuk azonositani az ivarvaltast, de a
MLG-k koziil csak 6tben volt egynél tobb ivaros polip, igy az ivarvaltoztatott
MLG-k gyakorisaga 40% is lehet (6tbdl kett6), vagy akar még magasabb is
lehet, ha azt feltételezziik, hogy nem minden ivarvaltoztatasi eset volt
kimutathaté. Littlefield (1986) megfigyelései szerint a himbdl nésténnyé vald
atalakulas alacsony gyakorisaggal megy végbe, ha a him térzseket 22 °C-on
tartjuk, de nem figyelhet meg, ha 18 °C-on tartjuk 6ket. Ezért az ivarvaltast a
megnovekedett hdmérséklet idézheti el6. Nyaron 25°C feletti vizh6mérsékletet
regisztraltunk Tiszadorogma melletti vizsgéalati helysziniinkén (M28
populaci6), ahol az egyik ivarvaltasi esetet is észleltik. A nemek
megvaltoztatasanak képessége ennél a fajnal adaptiv tulajdonsag lehet, ha
lehet6vé teszi a nemek aranyanak a kornyezeti vagy szocialis feltételekhez
valo igazitasat. Jelenleg viszont tul keveset tudunk errdl a jelenségrol a hidrak
esetében ahhoz, hogy pontosan lehessen kdvetkeztetni annak adaptiv értékére.
A természetes hidrapopulaciok szaporodasi rendszereinek vizsgalatakor és a
laboratériumi kisérletek tervezése soran azonban figyelembe kell venni az
ivarvaltozas lehetGségét is.

Az eddigieket 0Osszefoglalva elvégeztiik az els6 populaciogenomikai
vizsgalatot a Hydra nemzetségben, amely betekintést enged a természetes
Hydra populaciok genetikai sokféleségének mintazataiba. Egyértelmi
bizonyitékot fedeztiink fel a fenotipikus plaszticitasra a szaporodasi médban
ennél a fajnal és betekintést nyertiink a hidrak terjedési mechanizmusainak
lehet8ségébe. Ezenttl bizonyitékot talaltunk a nemvaltasra is a természetes H.
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oligactis populaciékban. Tanulmanyunk eredményei ramutatnak az életmenet
stratégidk figyelemremélté rugalmassagara egy ilyen fakultativan klondlis
fajban, amelynek szaporodasi maédtol fiigg6 oregedése van. Ennek a
rugalmassagnak az adaptiv értéke izgalmas utnak igérkezik a tovabbi
kutatasokhoz.
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2.2. Egy magyarorszagi Hydra oligactis populacié szezonalis
szaporodasi startégianak vizsgalata (2. tanulmany)

2.2.1. Irodalmi attekintés és célkitiuzések

A fakultativan ivartalan organizmusok az ivartalan szaporodasi format alkalmi
ivaros szaporodassal kombinaljak és megdobbent6en valtozatos életmeneteket
mutatnak (Arnaud-Haond és mtsai, 2012, Stelzer és Lehtonen 2016, Kokko
2020). Az ivartalan szaporodasrol ivaros szaporodasra valé attérés ezeknél az
organizmusoknal nagyon valtozé lehet a fajokon beliil és a fajok kozott is
(Tessier és Caceres 2004, Navarro és mtsai, 2013, Franch-Gras és mtsai 2017,
Ryan és Miller 2019). Példaul vizibolhak, kerekesférgek vagy édesvizi hidrak
klonalis vonalai gyakran kiilonboznek ivaros szaporodasra vald
hajland6sagukat tekintve oly modon, hogy egyes genotipusok egyaltalan nem
mutatnak ivaros szaporodasba torténd befektetést, mig mas esetekben a kl6n
vonalon beliil minden egyed az ivaros szaporodasba fektet be véalaszként a
kornyezeti valtozasokra (Tessier és Caceres 2004, Tokolyi és mtsai, 2017b). A
fakultativan ivartalan organizmusokkal kapcsolatos kutatasok kozponti eleme
az, hogy azonositsak azokat a tényez6ket, amelyek ezt a valtozast kivaltjak.

A fakultativan ivartalan allatok o6kologidjanak kozos jellemzdje, hogy
legttbbjiik atmeneti vagy erdsen szezonalis kdrnyezetben él, ahol a kedvezd
idészakok rendszeresen vagy rendszerteleniil valtakoznak a kedvezdtlen
id6szakokkal. A kedvezd id6szakok gyakran tarsulnak a klonalis (ivartalan)
szaporodashoz, amely lehet6vé teszi a rendelkezésre allo él6helyek és az
azokban el6fordul6 er6forrasok maximalis kiaknazasat (Hadany és Otto 2009,
Stelzer 2012, Stelzer és Lehtonen 2016). A kedvezdtlen id6szakok ezzel
szemben hajlamosak kivaltani az ivaros szaporodast és nyugalmi stadiumot
(diapauza) eredményeznek, mint példaul a levéltetvek, kerekesférgek,
vizibolhak és hidrak tartds petéi (Simon és mtsai 2002, Tessier és Caceres
2004, Schroder 2005, Steele és mtsai, 2019). A fakultativan ivartalan fajoknal
az ivaros szaporodasba valé befektetések aranyat er6sen befolyasolhatjak a
kornyezeti koriilmények valtakozasai és a diapauzara hat6 szelekcio is, az
ivaros szaporodas és a diapauza kozotti er6s kapcsolat miatt (Tessier és
Caceres 2004, Stelzer és Lehtonen 2016).

A mérsékelt égov szezonalis kornyezetében a kdrnyezeti viszonyok évrél évre
kiszamithatéan valtoznak, ami a kedvez6 és a kedvezé6tlen idoszakok
valtakozasat eredményezi. Kedvez6tlen idészakok el6fordulhatnak nyaron
amikor a szarazsag a f6 mortalitasi forrds vagy télen amikor a fagyas a f6
mortalitast okozé faktor. Az évszakos él6helyekre jellemzd kornyezet
rendszeres valtozasai mindkét esetben jelzést adnak a kdrnyezet romlasanak
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észleléséhez és a nyugalmi stadiumba valé atallas elinditasahoz. A vizibolhak
esetében a taplalék, a fényperiodus és a populaciosiiriség valtozasai indukaljak
a himek parthenogenetikus termelését. A himek jelenléte viszont ivaros
szaporodast és tartos petetermelést valt ki a n6stényekben (Tessier és Caceres
2004, Camp és mtsai, 2019). A nappalok hosszanak és homérsékletének
csokkenése az ivartalanrél az ivaros szaporodasra val6 atallast indukalja a
levéltetvek esetében (Simon és mtsai, 2002), mig a hidrdk esetében a
hémérséklet emelkedése és csokkenése egyarant (fajtél fliggden)
gametogenezist kivalté jel lehet. Példaul az tun. ,,warm-crysis” hidrafajok
(Hydra wvulgaris, H. circumcincta, H. viridissima) nyaron, amikor a
hémérséklet emelkedése révén fennall annak a veszélye, hogy a fajok
élohelyéiil szolgald viztestek kiszaradnak, meginditjak az ivaros szaporodast,
(Reisa 1973, Schuchert 2010, Kaliszewicz és Lipifiska 2013), mig az un. ,,cold-
crysis” hidra fajok (H. oligactis, H. oxycnida) a tél beélltat és a viztestek
esetleges befagyasat jelzd tartés homérséklet csokkenésre valaszul valtanak
ivaros szaporodasra (Reisa 1973, Schuchert 2010).

Hiadba szolgaltatnak megbizhaté informdacidkat a kornyezeti valtozasokrdl a
szezondlisan valtozo kornyezeti jelzések, egyetlen kornyezet sem lehet teljesen
kiszamithat6. Ezen tul a kornyezeti jelek és a kdrnyezeti valtozasok kozotti
Osszefiiggések sem tokéletesek. Ilyen helyzetben az él6lényeknek
kompromisszumot kell talalniuk a korai reagalas (igy az ivartalan szaporodas
lehet6ségének elvesztése kozott, ha a kdrnyezet nem vart médon valtozik) és
a késoi reagalas kozott (megndvekedett mortalitast kockaztatva, ha a kornyezet
megvaltozik). E kockazatok mérséklése érdekében az évszakok
elorehaladtaval megnovekvl érzékenység az ivaros szaporodast elinditd
kornyezeti ingerekkel szemben optimalis stratégia lehet, egy ilyen szezonalis,
de kiszamithatatlan kdrnyezetben. A kerekesférgeknél kimutattak, hogy egyes
kornyezeti jelzésekre (pl. zstfoltsag) valaszul kozvetleniil a kikelés utan
alacsony a hajlamuk az ivaros ndstények képzésére, de ez a hajlam fokozatosan
novekszik az ivartalan szaporodas tobb generaciojat kovet6en (Schroder és
Gilbert 2004). A Daphnia fajok esetében a parthenogenetikus anyak altal
tapasztalt kornyezeti allapotokrdl (taplalék mennyisége, napszakok hossza)
kapcsolatos informaciok tovabbadédnak az utédaik szamara, ami biztositja az
utébbiak tartos pete képzésének pontos id6zitését (Alekseev és Lampert 2001).
Hasonloképpen, a laboratoriumban, standard koriilmények kozott tartott
hidratérzsekben (amelyeket egy tartospetébdl kikelt polipbol hoztak 1étre), az
ivaros szaporodasra valé hajlandésag alacsony, de tobb éves ivartalan
szaporitas soran mégis megnovekszik (Noda, 1982). Ezek a példak arra
utalnak, hogy az ivaros szaporodas indukciodja a kérnyezeti jelzésekre valaszul,
ezekben a fakultativan ivartalan fajokban sokkal dsszetettebb lehet, mint egy
egyszerl ingerre adott konkrét reakcio. Viszonylag keveset tudunk azonban
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arrél, hogy a fakultativan ivartalan fajok életciklusa soran hogyan valtozik a
kornyezeti jelzésekre valo érzékenység, valamint a jelenség mogott
meghtizod6 mechanizmusokat sem ismerjiik még.

Az édesvizi H. oligactis a mérsékelt égov erésen szezonalis kdrnyezetében él.
A H. oligactis polipok az év nagy részében ivartalanul szaporodnak, de a
lehiilés hatdsara ivaros szaporodasra valtanak (Reisa 1973). Az elterjedési
teriiletiikon 1évo természetes populaciékban az ivaros szaporodas a nyar
végétol decemberig tart (Welch és Loomis 1924, Ribi és mtsai 1985, Sebestyén
és mtsai, 2018) és tartds peték termel6dését eredményezi, amelyek jol tiirik a
hideget (Steele és mtsai, 2019). Ennél a fajnal tgy tiinik, hogy az ivaros
szaporodas nagyon koltséges a feln6tt egyedek szaméra, igy az ivarosan
szaporod6 polipokban kevesebb az intersticidlis Gssejtek és a csalansejtek
(nematocitdk) szama, amelyek a taplalék elfogasdhoz sziikségesek. E
hatranyos kovetkezmények miatt, az ilyen egyedeknek jelentésen gyengébb a
regeneracios képessége, valamint elveszitik taplalkozasi képességiiket és
végs6 soron nagymértékii mortalitast szenvednek el (Yoshida és mtsai 2006,
Sebestyén és mtsai 2018, Tomczyk és mtsai, 2020). Tekintettel a H. oligactis
ivaros szaporodasi koltségeire, talan nem meglepd, hogy nem minden polip
szaporodik ivarosan még akkor sem, ha ugyanazon kornyezeti ingernek van
kitéve. A természetben a populdcionak csak egy része szaporodik ivarosan az
0sz folyaman (Welch és Loomis 1924, Ribi és mtsai, 1985, Sebestyén és mtsai,
2018). Az azonos populacidbdl szarmazé és standard koriilmények kozott
laboratériumban tartott térzsek ivaros szaporodasra valé hajlandosagukban is
kiilonboznek (Tokolyi és mtsai, 2017b). Még az egyetlen polip ivartalan
szaporodasabol szarmazé torzsekben is eltérések mutatkoznak az ivaros
szaporodasra valé hajland6sagban ugyanazon kornyezeti jelzés hatasara
(hiités; Sebestyén és mtsai, 2020).

Vizsgalatunkhoz egyetlen populaciobol két éven keresztiil tavasszal és Gsszel
gyljtottiink hidra polipokat (6sszesen négy gyljtési esemény) és ezekbdl
laboratériumi torzseket hoztunk létre. Ezeket a torzseket standard
koriilmények kozott tartottuk a laboratoriumban (allandé 18°C homérséklet és
12/12 é6ras sotét/vilagos ciklus; hetente kétszer etettiik; minden polipot
egyenként tartottunk 6 lyuku szovettenyészt6 edényekben mesterséges Hydra-
médiumban), majd indukaltuk ivarsejt termelésiiket a tél bealltanak
szimulalasaval, a laboratériumi hémérséklet csokkentésével (allandd 8°C
homérséklet és 16/8 oras sotét/vilagos ciklus). Rogzitettiikk az ivaros
szaporodas jelenlétét, valamint a gonadogenezisig eltelt id6t, hogy
megbecsiiljiik a polipok ivaros késziiltségi allapotat és Osszehasonlitottuk
ezeket a valtozokat az évszakok kozott. Tovabba annak megallapitasara, hogy
az évszakok kozotti kiilonbségek a hidrak ivaros késziiltségi allapotaban a
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fenotipikus plaszticitas kovetkezményei-e, ahogy azt a hipotézisiink alapjan
vartuk, egy meleg expozicids kisérleteket végeztiink el két laboratoriumi
torzsben (egy him és egy ndstény vonalon). Ebben a kisérletben megvizsgaltuk
az egyedek ivaros késziiltségében bekovetkezett valtozasokat valaszul a magas
hémérsékletnek valo kitettségre.

2.2.2. Anyagok és Modszerek

A mintavételek kivitelezése

A labortérzseink létrehozasahoz hasznalt polipokat egy kézép-magyarorszagi
hullamtéri holtagb¢l (Tiszadorogma, 47,67 E, 20,87 K) gyiijtottik négy
idépontban: 2018. majus 31-én (a tovabbiakban 2018 tavasz), 2018. oktober
1-jén (2018. 6sz), 2019. majus 16-an (2019. tavasz) és 2019. szeptember 24-
én (2019. 6sz). Ez a viztest egy kis méret(i, sekély holtag, amely egy kis
csatornaval kozvetleniil kapcsolodik a Tiszahoz. Az e téban él6 H. oligactis
populacidot korabbi tanulmanyaink soran mar t6bbszor vizsgaltuk, amely
vizsgalatok a hidrak életmenetében megfigyelt eltérések okainak magyarazatat
céloztak meg (Tokolyi és mtsai, 2017a, 2017b, Sebestyén és mtsai, 2018,
Miklés és mtsai, 2021). A mintavételi modszeriink részletes leirasa és a faj és
ivarmeghatarozasra vonatkozo informaciok megtalalhatoak az el6z0
tanulmanyunkban (1. tanulmany, Miklos és mtsai, 2021).

A torzsek laboratériumi tartasa és az ivaros szaporodas indukalasa

A laboratoriumba hozott hidrapolipokat azonnal hidra médiumba helyeztiik
(M-médium 6sszetétele: 1 mmol/L Tris, 1 mmol/L. NaCl, 1 mmol/L CaCl2, 0,1
mmol/L. KCI, 0,1 mmol/L. MgSO4 pH 7,6-on; Lenhoff 1983). Legfeljebb 6t
polipot valasztottunk ki minden gytjtési helyrdl, hogy ivartalan szaporodas
utjan torzseket hozzunk létre beldliik. Mindegyik egy-egy torzs alapito
polipjaként szolgalt, mivel az azonos helyen gylijtott egyedek gyakran
kiilonb6z6 genotipusokhoz tartoznak (Tokdlyi J. és M. Miklos, nem publikalt
adatok; Miklos és mtsai, 2021). Mind a természetbdl gytijtott polipokat, mind
az ivartalan utddaikat kiilon-kiilon 6-lyukd edényekben tartottuk, lyukanként
5 ml M-médiumban. Hetente kétszer etettiik 6ket 20 pl frissen kikelt Artemia
(sorak) szuszpenzioval (az etetési mod leirasat lasd Tokolyi és mtsai, 2016) és
minden etetés utan kb. 1 o6raval friss hidra médiumba helyeztiik 6ket. 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 id6szakban keletkezett ivartalan polipokat megtartottuk és az
edényekben friss médiumot tartalmazo tires lyukakba helyeztiik at 6ket. Mind
a természetbdl gytijtott, mind a laboratériumi eredet(i polipok ivartalan utodait
felhasznaltuk erre a célra. A mintdk kezelhet6 mennyiségének megdrzése
érdekében hetente csak két bimbot tartottunk meg a magas bimbdzasi arannyal
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rendelkez6 torzsek esetében is és a polipok/térzs maximalis szamat N = 18
(azaz harom 6-lyukd edényben) maximalizaltuk. 10 hét elteltével a
természetbdl gyljtott polipokat és laboratoriumi eredetli ivartalan utodaikat
egy 8°C-os klimakamraba helyeztiik at 8/16 oras vilagos-sotét ciklussal, hogy
ezzel szimulaljuk a tél bealltat és indukaljuk a gametogenezist (,,hideg fazis”).
A lehiilés napjan minden egyedet lefényképeztiink egy szabvanyos 1 mm-es
racslapra helyezve (sztereomikroszkop alatt) és igy testméretiik késébbi
meghatarozasahoz megmértiik a polipok feliiletét. Mérésekkel ellendriztiik a
testméretek kozotti kiillonbségeket a tavasszal és Gsszel gyljtott polipokbdl
szarmazo torzsek kozott. A lehiités utan levalt ivartalan utédokat mar nem
tartottuk meg a tovabbi fenotipus adatok gy(jtésére. A kisérleti allatokat 6t
honapig tartottuk 8 °C-on, 8/16 oras vilagos-sotét ciklusban és hetente kétszer
ellendriztiik a polipokat sztereomikroszkép alatt, hogy azonositsuk a
gonadogenezisiik kezdetét.

Meleg expozicios kisérlet

Két laboratériumi H. oligactis torzset hasznaltunk a meleg expozici6 ivaros
szaporodasra valé hajlanddsagra gyakorolt hatasanak vizsgalatara: egy him
(C2/7) és egy nbstény (X11/14) torzset. Mindkett6 ugyanabbdl a
tiszadorogmai populaciobol szarmazik, de korabban (2016 6szén) gytijtottiik
Oket és azota 18°C-on, 12/12 éras vilagos/sotét ciklusban tartottuk Oket a
laboratériumban (ezek leirasat lasd Sebestyén és mtsai, 2020). A hémérséklet
és a meleg expozicio szezondlis valtozasainak az ivaros késziiltségi allapotra
gyakorolt hatasanak tesztelésére, el6szor létrehoztunk a ,hideg torzseket” a
C2/7 és X11/14 torzsekbdl. A hideg torzsek 8°C-on ivartalanul szaporodd
hidrapolipok. A hémérséklet 18 °C-rdl 8 °C-ra val6 csokkentése a legtobb
feln6tt egyednél ivaros szaporodashoz vezet és gyakran mar csak néhany
bimbo valik le még réluk, miel6tt a gonadogenezis meggatolja a tovabbi
bimbézast. Ezeknek az ivartalan utédoknak alacsonyabb az ivaros
szaporodasra valo hajlandsaga és magasabb a bimbozasi rataja 8°C-on tartva
Oket (Sebestyén és mtsai, 2020). E bimbok ivartalan szaporitasaval 8°C-on
nagyszamu ivartalan utod generalhaté (hideg torzsek). A hideg torzseket ugy
alapitottuk meg, hogy 18°C-on tartott C2/7 és X11/14 feln6tt polipokat
szelektaltuk (mindkett6bdl N = 19) és athelyzetiik 6ket 8°C-ra, majd 8°C-on
ivaros sziileikrél leval6 bimbdkat ivartalanul szaporitottuk. Ez a szakasz 3
honapig tartott. Miutan ily modon nagyszamu ivartalan utodunk sziiletett, a
hideg torzseket harom csoportra osztottuk: (I.) kontrollcsoport, amelyet 8 °C-
on, (II.) csoport, melyet melegen 1 hétig és (III.) csoport, melyet melegen 4
hétig tartottunk. A melegnek kitett csoportokat 18 °C-ra helyeztiik 1 vagy 4
hétre, majd visszahelyeztiik 6ket 8 °C-ra az ivaros szaporodas indukci6ja miatt.
A kisérlet soran a polipokat hetente négyszer etettiik, majd tisztitottuk meg
edényeiket.
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Statisztikai analizis

A tavaszi és 6szi gyiijtésb6l szarmazo egyedek méretét Gauss-eloszlasra
alkalmazhaté kevert linearis modellekkel hasonlitottuk 0ssze (a torzs
azonositdja véletlenszerli hatasként szerepelt az 6sszehasonlitasban).
Altalanositott kevert linearis modelleket hasznéltunk binomiélis eloszlassal az
évszak szaporodasi modra (ivartalan vs. ivaros) gyakorolt hatasanak
elemzésére, illetve kevert linearis modelleket Gauss-eloszlassal, hogy
elemezziik az évszak hatasat a gonadogenezisig eltelt id6re a lehiilés utan. A
gonadogenezisig eltelt id6t az analizis el6tt log-transzformaltuk. Mindkét
modellben véletlenszerli hatasként alkalmaztuk a torzsazonositét, hogy
figyelembe vegyiik a torzsenkénti polipok szamanak valtozasat. Az évszak, az
év, a polipok kora a lehtitéskor (napok szdma az ivartalan sziil6rél valé bimbé
levalasa és a lehiités kozott) és tipus (természetbdl gydijtott vs. természetbdl
gyjtott polip ivartalan leszarmazottja) szerepelt prediktorként a modellben. A
himeket és a ndstényeket kombinaltuk a modellben, elemezve az
gonadogenezisig eltelt id6t és a nemet is bevontuk az 6sszes tobbi prediktorral
valo interakcioba. A teljes modellbdl 1épésenként, a legnagyobb P-értékek
alapjan kizartuk a nem szignifikans prediktorokat. A binomialis kevert linearis
modelliinket (GLMM) az LME4 csomaggal (v. 4_1.1-21; Bates és mtsai, 2015;
v. 3.6.3; R Core Team 2021), mig a Gauss-féle LMM-ek az NLME R csomaggal
(v. 3.1-144; Pinheiro és mtsai, 2020) hoztuk 1étre R-ben. A binomialis GLMM-
nél az effektusméreteket esélyhanyadosként (a modellparaméter becslések
hatvanyozasaval), mig a Gauss-féle LMM-ek esetében Cohen’s d-vel
szamoltuk az EMATOOLS R csomag (v. 0.1.3; Kleiman 2017) segitségével.
Végiil mindkét modell szerinti elemzést megismételtiik a laboratoriumi eredetii
egyedekre is, hogy megbizonyosodjunk arrél, hogy a természetes
populaciokbol  gytijtétt egyedek ismeretlen életkora nem torzitja
eredményeinket. A meleg expozicios kisérletekben Fisher’s exact tesztet
hasznaltunk R-ben, hogy dsszevessiik az ivaros és ivartalan egyedek aranyanak
kiilonbségeit. Ezzel szemben az ivaros szaporodas kezdeti id6pontjat nem
tudtuk bevonni az elemzéseinkbe, mivel egyes csoportokban nagyon alacsony
volt az ivaros egyedek szama.

2.2.3. Eredmények

A hasznalt torzsek leirasa

At6 19, 11, 20 és 13 kiilonb6z6 pontardl gyljtottiink polipokat a négy gyfijtési
idopontban (2018 tavaszan, 2018 Oszén, 2019 tavaszan és 2019 6szén). Az
alabbi zardjelben 1évé mintaméretek erre a négy mintavételi datumra
vonatkoznak. A vizsgalt torzsek 6sszesen N = 211 polipbdl lettek l1étrehozva
(54, 40, 59, 58). A lehtiléskori torzsek szama a mortalitds miatt alacsonyabb
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volt: N = 183 (50, 33, 53, 47) volt a lehiilés idépontjaban. A hémérséklet
csokkentése el6tt elpusztult N = 198 (40, 35, 53, 70) egyed, valamint még N =
123 (18, 31, 63, 11) polip is elpusztult a lehiilés utan bimbé vagy gonad
képzése nélkiil (valosziniileg a hirtelen leh{iléssel jaro stressz miatt). Mivel
ezeket az egyedeket nem tudtuk ivaros vagy ivartalan kategoriaba sorolni,
kizartuk 6ket a tovabbi elemzésbdl. A végs6 mintaméret, igy N = 1254 polip
(403, 204, 452, 195) volt, amely torzsenként atlagosan 6,9 (8,1, 6,2, 8,5, 4,2)
polipot jelentett. Nem talaltunk szignifikans méretbeli kiilonbséget a tavasszal
és Osszel gylijtott egyedekrdl szarmazo polipok kozott (Gauss linearis vegyes
hatasti modell, 6sz vs. tavasz, B = -0,106, standard hiba [SE] = 0,065, t = -
1,642, P = 0,102).

Az ivaros késziiltségi allapot szezonalis valtozasa

Az évszak szignifikans hatassal volt a szaporodasi modra és a gonadogenezisig
eltelt idére mind a himek, mind a néstények esetében. Az Gsszel gyfijtott
polipokbdl szarmazé térzsek nagyobb valoszinliséggel szaporodtak ivarosan
(3. tablazat, 6. abra).

3. tablazat Az évszak, a polipok életkora, a gytijtési év és a szarmazasuk (hogy a
természetbdl lettek-e gytijtve vagy laboratériumban keletkeztek-e), hatasa az 6sszes polip
szaporodasi modjara (ivartalan vs. ivaros) (N = 1254) és az ivarmirigyek megjelenésének

idejére a lehtilés utan az ivaros egyedek esetében (N = 1030). Csokkentett modelleket is
létrehoztunk a legnagyobb P érték{i paraméterek visszafelé torténo lépésenkénti
eliminalasaval. Minden modell random faktorként tartalmazza a térzsazonositét. A hatés
mértéket a binomiadlis GLMM-ek esélyhanyadosaként, a Gauss-féle LMM-ek Cohen-féle d-
jeként szamitottuk ki.

Teljes Modell Redukalt modell
Hatas Becsiilt Hatas  Becsiilt
Prediktor mértéke (SE) t(P) mértéke  (SE) t (P)

Reprodukcioés méd
(binomialis GLMM)
. L 2.022 4.311 2.013 4.298
Evszak (6sz vs. tavasz) 7.550 (0.469) (<0.001) 7.484 (0.468) (<0.001)

. 0.020 3.272 0.019 3.708
Polip kora 1021 0006y 0oo1) 9?0 (0.005)  (<0.001)
- -0.354 -0.844
Ev (2019 vs. 2018) 0702 0750)  (0.398)
Természetbdl gytijtott (igen vs. 0.926 -0.076 -0.178
nem) : (0.429)  (0.859)

Az ivarmirigyek
megjelenésének ideje
(kevert linearis modell)
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Evszak (6sz vs. tavasz)
Polip kora

Ev (2019 vs. 2018)

Természetbdl gytjtott (igen vs.

nem)

Ivar (him vs. néstény)
Ivar (him vs. ndstény) x
Evszak (6sz vs. tavasz)

Ivar (him vs. nGstény) x
Polip kora

Ivar (him vs. néstény) x
Ev (2019 vs. 2018)

Ivar (him vs. nGstény) x
Természetbdl gytijtott
(igen vs. nem)

-1.080

-0.368

-0.102

0.043

-0.408

0.025

0.082

-0.012

-0.107

-0.415
(0.060)

-0.030
(0.001)

-0.040
(0.061)

0.022
(0.035)

-0.362
(0.061)

0.026
(0.071)

0.001
(0.001)

-0.013
(0.072)

-0.071
(0.045)

-6.939
(<0.001)

-5.376
(<0.001)

-0.653
(0.514)

0.629
(0.527)

-5.959
(<0.001)

0.373
(0.709)

1.203
(0.229)

-0.178
(0.859)

-1.572
(0.116)

-1.858

-0.637

-0.705

-0.400
(0.033)

-0.003
(<0.001)

-0.330
(0.032)

-11.970
(<0.001)

-9.336
(<0.001)

-10.341
(<0.001)

Reprodukciés méd [] Ivaros[] lvartalan

2018

400

2019

Polipok szama

100

Tavasz Osz

Tavasz

Evszakok

Osz

6. abra a) Az ivaros és ivartalan egyedek aranya a természetes eredetii torzsekben (tavasszal
és 6sszel gytijtott Hydra oligactis polipokbdl alapitott torzsek, amelyeket standard
laboratériumi koriilmények kozott tartottunk, valamint ivartalan és ivaros egyedek

fényképei: b) ivartalan, c) ivaros néstény, d) ivaros him.
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Az 0Osszel gyljtott polipokbol létrehozott torzsek is lényegesen hamarabb
képeztek gonadokat (atlag + SD id6 az ivarmirigyek megjelenéséig lehtilés
utan: himek, tavaszi: 29,2 + 10,2 nap; himek, 6szi: 20,7 + 6,9 d; ndstények,
tavaszi: 40,8 + 13,3 nap; néstények, 6szi: 28,4 + 5,4 d; 3. tablazat, 7. abra).

Evszak

100 Tavasz
Osz

0 h\

0 25 &0 75 100 125 0 25 50 75 100 125

Tesztiszek megjelenése (hiités utan eltelt napok szama)

b 1= 2018 = 2019
I - -

—

| Evszak

Tavasz
Osz

Polipok szama

o
o

o
o

Polipok szama
-9
o

"o
o

]

25 50 75 100 125 25 50 75 100 125
Peték megjelenése (hiités utan eltelt napok szama)

o

7. abra A gonadogenezis meginditasanak ideje a tavasszal és Gsszel gytjtott H. oligactis
himekbdl (a) és néstényekbdl (b) szarmazo torzsekben, amelyeket azonos koriilmények
kozott tartottunk laboratériumban. A két év (2018 és 2019) adatait kiilon jelenitettiik meg.

Az évszakon kiviil a polipok életkora volt az egyetlen olyan tovabbi tényezd,
amely befolyasolta a szaporodasi modjukat: az id6sebb polipok kicsivel
nagyobb valoszinliséggel szaporodtak ivarosan (3. tablazat). Az ivar és a polip
életkora befolyasolta a gonadok kialakulasaig eltelt id6t: a himeknél és az
id6sebb polipoknal korabban fejlddtek ki az ivarmirigyek, bar ezek a tényezdk
kisebb hatast fejtettek ki, mint az évszak (3. tablazat). Nem taldltunk
szignifikans kolcsonhatast az ivar és a tobbi valtozé kozott a gonadogenezisig
eltelt id6 meghatarozasaban (3. tablazat). Végill ugyanazokat az
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eredményeket kaptuk akkor is, amikor megismételtiik az elemzéseket a csak
laboratériumi eredet(i egyedeket tartalmazo adatallomanyon is.

Meleg expozicios kisérlet

A 3 hénapos ivartalan szaporodasi id6szak utan 8°C-on a kisérletben, N = 125
polipot hasznaltunk fel a néstény térzsbol és N = 162 polipot a him térzsbol.
A kisérlet soran e polipok koziil N = 9 egyed pusztult el (N = 3 a ndstény
torzsben és N = 6 a him térzsben, mindegyik a 4 hetes expozicios csoportbol).
Az ivaros és ivartalan egyedek aranya mind a himek, mind a néstények
esetében jelentGsen eltért a csoportok kozott (Fisher-féle egzakt teszt, P <
0,001 mindkét nemnél; 8. abra). A folyamatosan 8°C-on tartott csoportban
nem figyeltiink meg ivaros szaporodast. Az 1 hétig 18°C-os hémérsékletnek
kitett polipok koziil egyik sem ment at ivaros szaporodason a him térzsben, de
a nostény csoportban 41 polipbol N =9 (22%) elkezdte a gonadogenezis-t. A
median kezdénap ebben a csoportban 63 nap volt a lehiilés utan. A 4 hétig
18°C-on tartott csoportokban a ndstény torzsben 37-b6l 31 (84%), a him
torzsben pedig 47-b6l 40 (85%) kezdett ivaros szaporodasba. A kezdénapok
medianjai 31, illetve 40 nappal a hémérséklet csokkentés utan voltak
meghatarozhatok.

Reprodukciés méd [ Ivaros [] Ivartalan

Néstény torzs Him torzs
601

404

201

Polipok szama

Kontroll 1hét  4hét Kontroll 1hét  4hét
Meleg expozicios id6
8. abra 1 és 4 hetes meleg expozici6 hatasa az ivaros egyedek ardnyara a him és néstény

laboratériumi torzs hideghez akklimatizalt egyedei kozott. A polipok nagyobb
val6szintiséggel szaporodtak ivarosan a hosszabb meleg expozicids id6szak utan.
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2.2.4. Diszkusszio

Ebben a tanulmanyban megvizsgaltuk a tavasszal és 6sszel gytijtott polipokbdl
alapitott, standard laboratériumi koriilmények kozott tartott H. oligactis
torzsek ivaros szaporodasra vonatkozé késziiltségi allapotat. Megallapitottuk,
hogy ugyanaz a kornyezeti jelzés, amely a tél bealltat jelzi, eltérd reakciokat
valtott ki a tavasszal és Osszel gyljtott torzsekben. Az &sszel gyiijtott
polipokbdl szarmazé torzsek ivaros szaporodasra valé készenléte magasabb
volt: nagyobb aranyban mentek at ivaros szaporodason és tébb mint egy héttel
kevesebb id6be telt, a gonadogenezisiik megindulasa.

A természetes populaciokban a H. oligactis ivaros szaporodasa kizarolag nyar
végétol a tél elejéig fordul el6 (Welch és Loomis 1924, Reisa 1973, Ribi és
mtsai, 1985, Sebestyén és mtsai, 2018). Az ivaros szaporodas
eredményeképpen tartos peték képzédnek, amelyek tilélik a telet, ellenben a
feln6tt egyedekkel, amelyek vélhetGen a viztestek fagyésa és/vagy a csokkent
taplalék-elérhet6ség miatt nagy aranyban elpusztulnak (Reisa 1973). Azok a
polipok, amelyek a homérséklet csokkenésére az ivaros szaporodasra valo
valtassal reagalnak, megnovekedett fittnesszel rendelkeznek, mivel génjeiket
tovabbadhatjak a kovetkez6 generacionak, miel6tt elpusztulnanak. Ezzel
szemben, a kdrnyezeti jelzésekre adott gyors reagalas nem lehet optimélis, ha
a hémérséklet csokkenés csak atmeneti és az ivartalan szaporodast elGsegitd
feltételek hamar visszaallnak az adott kornyezetben. Az az egyed, amely ilyen
koriilmények kozott fektet be az ivaros szaporodasba, alacsonyabb fitnesszel
rendelkezhet, mint egy olyan egyed, amely késlelteti az ivaros szaporodast és
addig is az ivartalan szaporodasba fektet be (Harvell és Grosberg 1988, Walsh
2013, Stelzer és Lehtonen 2016, Franch-Gras és mtsai, 2017, Gerber és mtsai,
2018).

Tekintettel a kornyezeti feltételek kiszamithatatlansagara és a kitarto
képletekbe val6 befektetéssel kapcsolatos kompromisszumokra, az él6lények
varhatoan erds szelekci6 alatt allnak arra, hogy életmenet dontéseiket pontosan
idozitsék. Ennek az egyik lehetséges kovetkezménye, hogy a kornyezeti
jelzésekre val6 altalanos érzékenység a kdrnyezet kiszamithatdsagatol fiigg6en
valtozhat. Példaul, ha a kornyezet rovid tavi romlasa gyakori, a kérnyezeti
jelzésekre valo érzékenység csokkenhet, hogy elkeriilhet6 legyen az ivaros
szaporodasra vald valtas, amikor a klonalitast el6segit6 koriilmények még
gyorsan visszatérhetnek. A nyugalmi id6szakot kivalto kdrnyezeti jelekre valo
érzékenység nagymértékben kiilonbozik a rokon fajok és a fakultativan
ivartalan allatok kiilonb6z6 populaciéi kozott (Schroder és Gilbert 2004,
Tessier és Caceres 2004, Walsh 2013, Franch-Gras és mtsai, 2017). Egyeldre
nem vilagos, hogy ez a valtozds a kornyezet rovid tavi romlasanak
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gyakorisdgaban (és ezaltal a kornyezeti jelzések megbizhat6sagaban)
tapasztalhat6 kiilénbségekbdl adodik-e.

A kiszamithatatlan szezonalis kérnyezetben a pontos id6zités optimalizacios
stratégidjanak része lehet, a kdrnyezeti jelzések iranti érzékenység novelése az
évszakok el6rehaladtaval, amely esetben a kedvezdtlen évszak kozeledtével
megnovekszik a dipauzalé formakba valo befektetés aranya. Példaul korabban
mar leirtak az évszakokkal jar6 diapauzat kivalté jelzésekre valo fokozott
érzékenységet vizibolhdk és kerekesférgek esetében is, amelyek
transzgeneracios jelzések segitségével biztositjak a tartos peték termelésének
optimalis id6zitését (Alekseev és Lampert 2001, Schroder és Gilbert 2004). A
transzgeneracios anyai hatasokat a rovarok esetében altalanos stratégianak
vélik diapauza indukci6janak elkeriilésére tavasszal, amikor is a h6mérséklet
és a fényperiddus hasonl6 az 6szi viszonyokhoz (Reznik és Samartsev 2015,
Tougeron és mtsai, 2020). Az id6 mulasaval névekvd érzékenység hasonlo
mint4jat leirtak mar laboratériumban tartott hidratorzsek esetében is, amelyben
a polipok csokkent hajland6sagot mutattak az ivaros szaporodas meginditasara
a tartds petékbdl valo kikelés utan, de a laboratériumban tartas harom éve alatt
ez a hajlandosaguk megnovekedett (Noda 1982). Megfigyeléseink kiegészitik
Noda (1982) megfigyeléseit, mivel kimutattuk, hogy az évszakok
elérehaladtdaval megnodvekedett ivaros szaporodasra valé hajlanddsag, a
természetben €16 egyedeknél is megfigyelhetd volt. Az idével ndvekvo ivaros
késziiltségi dallapotra vonatkoz6 megfigyelések arra utalnak, hogy a
hidrapolipok alacsony késziiltséget tartanak fenn kora tavasszal, de novelik a
késziiltségi allapotukat a tél kozeledtével.

Laboratériumi kisérleteink a tavasszal és &sszel gytijtott hidrak ivaros
késziiltségi allapotat jellemz6 mintazatok leirasa mellett tampontokat adtak
ezen eltérések hatterében all6 mechanizmusokhoz is. A H. oligactis polipok
altalaban az ivaros szaporodas meginditasaval reagalnak a hémérséklet
csokkenésére. Ebben a valaszban azonban eltérések mutatkoznak: a fiatalabb
polipok csokkent ivaros szaporodasi hajlandésagot mutatnak, alacsonyabb a
fekunditasuk és magasabb a szaporodas utani tilélési aranyuk (Sebestyén és
mtsai, 2020). Korabban megfigyeltiik, hogy az ivaros szaporodas utan tulélé
polipok esetében valésziniitlen, hogy ismét ivaros szaporodason menjenek
keresztiil, ha folyamatosan 8°C-on tartjuk &ket (Tokolyi J. személyes
megfigyelés). Ebben a tanulmanyban bemutattuk, hogy 8°C-on (akar tébb
hénapig) ivartalanul szaporitott allatokban nem fordul eld ivaros szaporodas.
Ez az ivartalan szaporodasi szakasz valoszinlileg a faj természetes
életciklusanak része akar a télen is, mivel az ivartalan polipok az ivaros
szaporodas utan is megmaradhatnak a populaciéban és igy létrehozhatjak a
nagy denzitast a populacioban (Welch és Loomis 1924; Tokolyi J., személyes
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megfigyelés). Ezek a megfigyelések egyiittesen azt tdmasztjak ala, hogy a
hideg expozici6 6nmagaban nem elegend6 az ivaros szaporodas el6idézéséhez
ebben a rendszerben.

Mivel a hémérséklet csokkenése, de nem a folyamatos hideg expozicio, a
kulcsfontossagli az ivaros szaporodds indukaldsaban, egy egyszeri
laboratériumi kisérletet végeztiink, hogy megvizsgaljuk, hogyan befolyasolja
a hideg és meleg id6szakok valtakozasa az ivaros késziiltségi allapotot két
laboratériumi H. oligactis torzsben. Ezek ugyanabbol a populaciébol
szarmaztak, mint a fentiekben vizsgalt egyedek, de a kisérlet el6tt harom évig
standard koriilmények laboratoriumi koriilmények kozott tartottuk 6ket. Ebben
a laboratériumi kisérletben a szezonalis h6mérsékletvaltozasokat szimulaltuk:
el6szor csokkentettiik a hémérsékletet, majd 18°C-ra emeltiik a kezelt
csoportokban 1-4 hétre, mig a kontrol csoport végig hideg koriilmények kozott
volt tartva. Végiil a melegnek kitett hidrakat visszahelyeztiik 8 °C-ra, hogy
megprobaljuk indukalni az ivaros szaporodasukat. Ennek a kisérletnek az
eredményei azt mutatjdk, hogy az ivaros szaporodas nagyon alacsony az 1
hétig melegnek kitett csoportban, de sokkal magasabb volt abban a csoportban,
amely 4 hétig volt meleg koriilmények kozott. Osszességében ez a kisérlet azt
mutatja, hogy a meleg expozicié ndveli az ivaros késziiltségi allapotot és a
hideg/meleg id6szakok kolcsonds valtakozasara van sziikség az ivaros
szaporodas el6idézéséhez ebben a fajban. Az ilyen reciprok hémérséklet-
valtozasokra valé tamaszkodas biztosithatja az ivaros szaporodas idépontjanak
megfelel6 id6zitését, mivel ez mindig akkor kovetkezik be, amikor egy
hosszabb meleg id6szakot (vagyis a nyarat és az 6szt, amint az e faj természetes
él6helyein altalaban megfigyelhetd) kovet egy hideg iddszak. Mig
kisérletiinkben a meleg id6szakok nem voltak olyan hossztiak, mint altalaban
e torzsek természetes élGhelyein, ezek mégis kell6en mutattak az altalunk
altalaban tapasztalt szezonalis ingadozasokat. S6t, a meleg expozicios kisérlet
egyértelmlien megmutatta, hogy a szaporodasi késziiltség szezonalis
kiilonbségei pusztan az azonos genetikai vonalon beliili plaszticitassal is
magyarazhaték (bar jelenleg nem zarhat6 ki, hogy genetikai kiilonbségek is
szerepet jatszhatnak a tavaszi és Oszi kiilonbség kialakulasaban az ebben a
vizsgalatban gyijtott torzsek kozott).

Kozelebbrél nézve t6bb mechanizmus magyarazhatia a megfigyelt
mintazatokat. E16szor is, szamos fakultativan ivartalan szervezetben az ivaros
szaporodasba vald befektetés a testmérett6l fiigg, azaz a nagyobb egyedek
nagyobb valészinliséggel kezdik meg az ivaros szaporodast (pl. tengeri rézsa:
Carlisle és mtsai 2017, Ryan és Miller 2019; hidra: Ngo és mtsai, 2021). A
méret is szerepet jatszhatott vizsgalatunkban, mivel azt talaltuk, hogy az
id6sebb polipok (amelyek nagyobbak is) nagyobb valdszinliséggel kezdtek az
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ivaros szaporodasba és kevesebb id6be telt szamukra a gonadok kialakitasa is.
Ezzel szemben nem tapasztaltunk egyértelm{i méretbeli kiilénbséget a
tavasszal és Gsszel gytijtott polipok és az azokbdl szarmazé térzsek kozott.
Ezért valdszintitlennek tartjuk, hogy az 6sszel gyjtott polipokbdl szarmazo
torzsek nagyobb méretiik miatt lennének hajlamosabbak az ivaros
szaporodasra. Masodszor, a meleg expozicié lehet6vé teheti a polipok
szamara, hogy tobb er6forrast halmozzanak fel a kedvezd id6szak folyaman,
lehet6vé téve szamukra, hogy tobbet fektessenek be késébb az ivaros
szaporodasba. Bér ezt a lehetGséget nem zarhatjuk ki, a H. oligactis bioldgiaja
alapjan ez val6sziniitlen magyarazat, mivel ez a faj hideghez alkalmazkodott
és csak gyenge hdsokk-reakciéval rendelkezik (Bosch és mtsai, 1988). Nyaron
viszont a tiszadorogmai holtdg vizhOmérséklete elérheti a 25°C feletti
hémérsékletet is (Tokolyi J., Gergely R. és Miklos M. személyes
megfigyelések), ami e faj szdmadra stresszesnek tekinthet6 (Bosch és mtsai,
1988). Figyelembe véve ezeket a megfontolasokat, a meleg expozicié6 nem
valészindi, hogy olyan id6szak, amely soran a H. oligactis polipok forrasokat
halmozhatnak fel az ivaros befektetésekhez. Harmadszor, a meleg expozici6
hatasara megndvekedett ivaros szaporodas mértéke miatt csokkenhet az ivaros
fenotipusért felel6s sejtpopulaciok fejlédésének megvaltozasa miatt. Az
ivarmeghatarozas és az ivarsejtek termelése a hidraban a csiravonal Gssejtek
populacigjatol fiigg (Nishimiya-Fujisawa és Kobayashi 2018). Ezek a
csiravonali Gssejtek lehetnek himek vagy ndstények és olyan kozos
multipotens intersticidlis 6ssejtekb6l szarmaznak, amelyek a szomatikus
sejttipusokat is létrehozzak (példaul nematocitak, idegsejtek; Nishimiya-
Fujisawa és Kobayashi 2018). A H. oligactis esetében jél ismert, hogy a
csiravonal Ossejtek ivarsejtekké tortén6 differencidlédasa 12 °C alatti
hémérsékleten megy végbe (Littlefield 1991, Littlefield és mtsai, 1991).
Sokkal kevesebbet tudunk azonban azokrél a tényezOkr6l, amelyek
befolyasoljdk a csiravonali Gssejtek proliferaciéjat vagy differencialodasat a
multipotens intersticialis 6ssejtekbdl. Megfigyeléseink alapjan feltételezziik,
hogy a csiravonali Ossejtek hianyozhatnak vagy nagyon alacsony szamban
fordulhatnak eld a hideg ivartalan térzsekben. El6szor is, a folyamatosan 8°C-
on tartott polipok nem mennek keresztiil ivaros szaporodason, hanem
folyamatosan ivartalanul szaporodtak. Masodszor, a 18°C-os rovid ideig tarto
expozicié nem volt elegendd az ivaros szaporodas kivaltasahoz, hiszen a
nostény torzsnek csak kis szazaléka inditotta el a gonadogenezist. Ezzel
szemben ugyanazon mértékli homérséklet csokkenés a hosszabb meleg
expozicio utan elegendd volt ahhoz, hogy nagy valdsziniiséggel ivaros
szaporodast valtson ki. Az altalunk megfigyelt mintazat elfogadhat6
magyarazata az lehet, hogy ebben a fajban a csiravonali dssejtek magas
hémérsékletet igényelnek a fejlédéshez és/vagy szaporodashoz, valamint,
hogy 1 hét a 18°C-os homérsékleten nem elegend6 a csiravonali 6ssejtek kell6
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felhalmozddasahoz. Ennek a hipotézisnek a teszteléséhez sziikség lesz a
csiravonal Gssejtek szamszeriisitésére a kiilonb6z6 hémérsékleti viszonyok
kozott.

Osszefoglalva, kimutattuk, hogy a H. oligactis az ivaros szaporodasat el6idéz6
kornyezeti jelzésekre valé érzékenysége évszakonként valtozik. Ugy tiinik,
hogy a polipok alacsony ivaros késziiltségi allapotot tartanak fenn tavasszal,
de ez novekszik a kedvezotlen idészakok bekdszontével. Ezek a megfigyelések
kiegészitik Noda (1982) korabbi tanulmanyat, amely hasonlé hatasokat
mutatott ki laboratériumi koriilmények kozott, valamint mas fakultativan
ivartalan fajokon (kerekesférgek és vizibolhdk; Alekseev és Lampert 2001,
Schroder és Gilbert 2004) végzett vizsgalatokat, amelyek dokumentaljak a
diapauzat kivaltd érzékenység szezonadlis valtozasait a kornyezeti jelzések
hatdséra. A természetb6l gytjtott torzsekkel kapcsolatos megfigyeléseinket
kiegészitettiik laboratériumi torzsekkel végzett kisérletekkel, amelyek arra
utalnak, hogy a hidrak kérnyezeti ingerekre val6 érzékenységének novekedése
a polipok hosszu tavii magas hémérsékletnek valé kitettségével magyarazhato.
Viszont a jelenség hétterében all6 pontos fejlédési mechanizmusok
magyarazata még varat magdra.
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2.3. Egy magyarorszagi Hydra oligactis populacié szezonalis
genetikai valtozasanak leirasa egy kétéves periodus alatt (3.
tanulmany)

2.3.1. Irodalmi attekintés és célkitiuzések

A fakultativan ivartalan organizmusok, mint példaul a csaldnozék vagy a
Cladocerak nagyon fontos elemei a vizi 6koszisztémaknak és nagy szamuk
miatt nélkiil6zhetetlenek a taplalékhalézatok felépitéséhez. A fakultativan
ivartalan organizmusok gyakran datmeneti vagy erdsen szezonalis
kornyezetben élnek, ahol a kedvez6 idGszakok el6re lathatoan vagy el6re nem
lathatd6 médon valtakoznak a kedvezdtlenekkel. Kedvezd id6szakokban
gyakori a klonalis szaporodas, ami lehetové teszi a rendelkezésre allo
er6forrasok maximalis kihasznalasat (Hadany és Otto, 2007; Stelzer, 2012;
Stelzer és Lehtonen, 2016). Masrészt a kedvezdtlen id6szakok megjelenése
gyakran beinditja az ivaros szaporodast, ami végsd soron tartds peték
kialakulasahoz vezet, példaul a levéltetvek (Simon és mitsai, 2002) a
kerekesférgek (Schroder, 2005; Stelzer és Lehtonen, 2016)), vizibolhak
(Tessier és Caceres, 2004) és hidrak (Steele és mtsai, 2019) esetében is. Az
ilyen szaporodasi rendszerek vizsgalata napjainkban egyre fontosabba valt,
mivel a kozelmult gyorsulé klimavaltozasa miatt jelent6sen megnétt az
éléhelyeket érintd extrém kornyezeti koriilmények gyakorisaga. E vizsgalatok
jelent6ségét tovabb erdsiti a fakultativ klonalis fajok altal létrehozott
okoszisztémak (pl. korallzatonyok, mangroveerd6k) nagyaranyu elt{inése és
kihalasa (Carpenter és mtsai, 2008; Polidoro és mtsai, 2010; Waycott és mtsai,
2009). A fakultativan ivartalan fajok populaciégenetikai szerkezete azonban
segitheti O6ket a rendkiviil valtozé koérnyezetben val6 tulélésben, mivel a
kiilonboz6, ivaros tton eldallitott, de utdna klondlisan szaporod6 vonalak
eltér6en reagalnak a kornyezeti valtozasokra, amelyekkel szembesiilnek, mig
az ivartalan szaporodas miatt a populaciok gyors novekedés elérésére is
képesek maradnak. Ezek lehet6vé teszik az ilyen fajok szamara, hogy jobban
alkalmazkodjanak az éghajlatvaltozas okozta kihivasokhoz és még valtozo
koriilmények kozott is fenntartsak a nagy populaciéméretiiket (Pistevos és
mtsai, 2011).

A fakultativan ivartalan organizmusok populdciégenetikai jellemzéi eltérnek a
kizarolagosan ivaros szervezetekét6l részben azért, mert a populacioik
egyedszamanak novekedése nem feltétleniil jar egyiitt 1j genotipusok
megjelenésével, részben pedig azért, mert a szelekcid eltéré modon hat rajuk.
A fakultativan ivartalan organizmusok esetében a Nunney-féle ,vonal-
szelekcios” modell szerint csak az ivartalan vonalak élvezik a révid tava
elényoket (az er6forrasok gyors kiaknazasa és magas szaporodasi rata

43



kovetkeztében), de hosszu tavon hatranyokat szenvednek a kizarélag ivarosan
szaporodokhoz képest a magasabb kihalasi aranyuk miatt (Nunney, 1989). Ez
a leszarmazasi modell valésziniileg még nagyobb jelent6séggel bir a véltozo
kornyezetben (pl. szezonalis él6helyek), mivel a kitarté képletek l1étrehozasa
az ivaros szaporodashoz kapcsolodik (pl. Daphnidk, Decaestecker és mtsai,
2009; kerekesférgek, Stelzer, 2012; vagy hidrdk Steele és mtsai, 2019
esetében) és az ivartalanul szaporod6 vonalak természetes szelekcioval
konnyen kipusztulhatnak a populaciébol, ha a koriilmények leromlanak
(Stelzer és Lehtonen, 2016). A csak ivarosan szaporod6 genotipusok azonban
jelent6s hatranyba is keriilhetnek ilyen kdrnyezetben (Kokko, 2020), mivel az
optimalis novekedési id6szakban nem tudnak kell6en nagy egyedszamot
eléri. Ennek eredményeként ezekben a populdciokban varhatéan azok a
genotipusok érvényesiilnek, amelyek olyan stratégiat kovetnek, amelyekben
mindkét szaporodasi mod megjelenik. Ebben az esetben az ivaros
szaporodasuk gyakorisagaban és id6zitésében mutatkozo kiilonbségek (a
szaporodas fenotipikus plaszticitasa, Stelzer és Lehtonen, 2016), amint azt a
kerekesférgeknél mar megfigyelték (Tarazona és mtsai, 2017), nagymértékben
befolyasolhatjak az ivaros szaporodasuk soran létrejott genotipusok tulélését.
fgy kialakulhat egy specidlis, szezonalisan valtozé genetikai struktiira,
amelyben a f6 hajtéerd a klonalis szelekcié és az ivaros szaporodas miatti
szakaszos, de nagy léptékii genetikai rekombinacio.

A fakultativan ivartalan organizmusok, példaul a Daphnia fajok (ciklikusan
parthenogenetikus) populacioinak genetikai szerkezetét az ivaros és ivartalan
szaporodas egyazon életciklusban torténd kombindlasanak genetikai
kovetkezményei hatarozzak meg (Carvalho, 1994; De Meester és mtsai, 2006;
Decaestecker és mtsai, 2009), amelyek mintazatdt nagymeértékben
befolyasolhatja a szezonalis kornyezet. A ndvekedési periodus kezdetén
(altalaban tavasszal) az ivaros uton eloallitott tartds peték kikelése megnoveli
a populacio genetikai varianciajat, az utodok és az igy a létrejovo egyedi
klonok kozott (De Meester, 1996; De Meester és mtsai, 2006). Ezzel szemben
az ivartalan szaporodas a kedvezd évszakban a klonok sokféleségének
eroziojat eredményezi a természetes szelekcio és altala a klonok egy részének
kipusztulasa révén, ami végs6 soron alacsonyabb genetikai varianciahoz és a
populaciék Hardy-Weinberg egyensulytol vald eltéréshez vezet a kedvezd
id6szak végére ("klonalis er6zid", De Meester, 1996; De Meester és mtsai,
2006; Ortells és mtsai, 2006; Tessier és mtsai, 1992). Ezen tilmenden jelentds
mennyiségli rejtett genetikai variacié lehet jelen ezekben a populacidkban,
amelyek genetikailag nem expresszal6dnak, mikézben az egyedek klonalisan
szaporodnak, de kifejez6dnek az ivaros szaporodas sordan a rekombinacid
kovetkeztében (Deng és Lynch, 1996; Pfrender és Lynch, 2000). A természetes
szelekcié eltér6en miikodik a két szaporodasi fazisban (King és Schonfeld,
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2001; Pfrender és Lynch, 2000), mivel az ivartalan fazisban minden gén
tulajdonképpen egy kapcsolt csoporthoz tartozik, igy a szelekci6 az egész
genomot érinti. Emiatt a klondlis szelekci6 a genetikai variaciok
kolcsonhatasat is alakitja, ellentétben az ivaros szaporodassal, amely
megszakitja ezen kapcsolt allélok 6sszefonddasat (Decaestecker és mitsai,
2009). De Meester és munkatarsai (2006) harom kulcsfontossagu tényezot
(populacié mérete, a kedvezd id6szak hossza és a klonalis szelekcié eréssége)
azonositanak, amelyek befolyasoljdk a ciklikusan parthenogén populéciok
genetikai szerkezetét. Azt, hogy a ,klondlis er6zi6” milyen mértékben
befolyasolja a ciklikusan parthenogén populdciok genetikai szerkezetét,
els6sorban a fent emlitett harom tényez6 hatarozza meg (De Meester és mtsai,
2006). A klondlis er6zié figyelemremélté hatdsat a populaciok genetikai
Osszetételének szezondlis valtozadsaira mar kimutattdk (Yin és mtsai, 2010)
Daphniak esetében, ahol a klonalis genotipusok tulélése populacionként eltért
egymastol, jelent6sen megvaltoztatva a genotipus dsszetételét, a kovetkezd évi
populacidban. A képet tovabb bonyolitja, hogy az egyedek életmenet stratégiai
és fizioldgiai allapota (pl. életkor, testméret, taplaltsagi allapot, stressz-allapot)
is jelent6sen befolyasolhatjak a populaciok genetikai dsszetételét (genotipus
diverzitds), mivel ezek olyan tényezdk, amelyek egyértelmiien szerepet
jatszanak az ivaros szaporodas meginditasaban és ezaltal megvaltoztatjak a
populacié dinamikajat (Hadany és Otto, 2007). A genotipus-specifikus
életmenet stratégiak pontos szerepét azonban a korabbi vizsgalatok nem
vizsgaltak kell6képpen.

A mérsékelt égov szezondlis él6helyein él6 Hydra oligactis kivalo
mintaallatként szolgalhat a fakultativan ivartalan szervezetek szaporodasi
rendszerének okolégiai vizsgalatdhoz. A H. oligactis polipok ivartalanul
szaporodnak (bimbozas) az év nagy részében, de a lehiilés hatasara atvaltanak
ivaros szaporodasra (Reisa, 1973). Természetes élohelyeken a H. oligactis
elterjedési tartomanyan beliil az ivaros szaporodas nyar végét6l decemberig
tart (Ribi és mtsai, 1985; Sebestyén és mtsai, 2018; Welch és Loomis, 1924).
Az ivaros szaporodas soran perzisztens/diapauzalé embriok (tartds peték)
keletkeznek, amelyek elviselik a viz lehiilését és a taplalékhianyt (Steele és
mtsai, 2019). Megfigyeléseink alapjan azonban a természetes populaciok egy
részében az ivartalanul és ivarosan szaporodo egyedek egyidejiileg fordulnak
el a kedvez6tlen idészakok el6tt és alatt, valamint a feln6tt egyedek nagy
szamban tul is élhetik a kedvezd6tlen id6szakokat (Miklos és mtsai, 2021; MM
és JT, személyes megfigyelések). Ezért nem tisztazott, hogy a diapauzald
petékkel ivaros egyedek hogyan jarulnak hozza e faj genetikai szerkezetéhez
és szezonalis populaciodinamikajahoz, mivel ezt eddig még nem vizsgaltak.
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Az els6 tanulmanyunkban (1. tanulmany; Miklés és mtsai, 2021) a H.
oligactis ivaros és ivartalan populacionak térbeli 6sszehasonlitasat végeztiik el
és irtuk le a szaporodasi stratégiak hatterében allé genetikai struktarat. Ez a
vizsgalat jelentds fenotipikus plaszticitast mutatott ki a szaporodasi médban,
az azonos genotipushoz tartozo, egymas mellett él16 hidrapolipok szaporodasi
modjaban. Azonban még mindig nem vildgos, hogy létezik-e finomabb
genotipusos eltérés az ivaros szaporodasi hajlandésagban és ez a valtozas
hogyan befolyasolja a populaciék dinamikajat. Ennek az az oka, hogy a terepi
vizsgalatok kevésbé valoszindi, hogy kis kiilonbségeket képesek kimutatni a
klonélis vonalak életmenetében a kovetkez6k miatt: I) a megfelel6 mintavételi
stratégia kialakitasanak nehézségei és a klénvonalonkénti kisszamu egyed,
amelyet gyakran természetes populaciokbdl csak véletlenszeri mintavétellel
tudunk csak vizsgalni ( Halkett és mtsai, 2005) és II) az a tény, hogy az
egyedek természetes kornyezetiikkben sokféle kornyezeti hatdsnak lehetnek
kitéve, ami igy a klonalis vonalakon beliil is variaciokat general, amelyek
elfedhetik a potencidlis genotipusos varidciékat (Deng és Lynch, 1996;
Thorson és mtsai, 2017). E problémak megoldasahoz nagyszamdu, tdbb
genotipusbdl szarmazod, standard laboratériumi koriilmények kozott tartott,
klondlis leszarmazott egyed vizsgalatara lenne sziikség. Jelen tanulméanyban
ezt a hianyt igyekeztiink potolni egy H. oligactis populaci6 idébeli genetikai
variaciéinak és az érintett genotipusok fizioldgiai és viselkedési jellemzdinek
egyidejii azonositasaval. Ebb6l a célbol olyan laboratériumi térzsekbdl
szarmaz6 reprodukcios stratégiara vonatkoz6 adatokat hasznaltunk fel,
amelyeket egyetlen populaciobol gytijtottiink be tavasszal és Gsszel két év alatt
(6sszesen négy gylijtés) és ezeket a torzseket Restriction-site Associated DNA
Sequencing (RAD-Seq) segitségével genotipizaltuk. Ezen adatok alapjan
el6szor is megvizsgaltuk, hogy a klonvonalak ttilélik-e a kedvez6tlen id6szakot
és ha igen, ez hogyan befolyasolja a populacio genetikai dsszetételét egy ilyen
mérsékelt égovi szezonalis kornyezetben. Masodsorban a kiilénb6zo
genotipusok szerepét kivantuk feltarni az ivaros szaporodasra vald
hajlandosagban és annak id6zitésében, valamint az ezekhez kapcsolodo
populacids dinamikaban.

2.3.2. Anyagok és Modszerek

A Hydra polipok gyiijtése

A vizsgalatainkra laboratoriumi hidra térzseket hoztunk létre, természetbdl
begylijtott egyedekbdl. Ezeket az el6z6 tanulmanyban (2. tanulmany) is
bemutatott egyetlen kelet-magyarorszagi holtagbél (Tiszadorogma, 47.6712 E,
20.8641 K) gytijtottiik be. A gylijtéseket négy id6pontban: 2018. majus 31. (a
tovabbiakban 2018 tavasz), 2018. oktéber 1. (2018 6sz) 2019. majus 20. (2019
tavasz) és 2019. szeptember 24 (2019 8sz) végeztiik. A gy(jtési helyeink a 4
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mintavétel soran ugyanazon a partszakaszon helyezkedtek el (9. abra). A
mintavételi modszeriink részletes leirdsa és a faj és ivarmeghatarozasra
vonatkoz6 informaciok megtalalhatéak az els6 tanulmanyunkban (1.
tanulmany; Miklés és mtsai, 2021).

2018 Spring i ; 2018 Autumn

DA . 3

9. abra A térképen a H. oligactis polipok gy(ijtési partszakasza lathat6 két kiilénb6z6
évszakban (tavasz és 0sz) két egymast kovet6 évben (2018 és 2019, ami 6sszesen négy
mintavételt jelent) egyetlen k6zép-magyarorszagi populaciobol (Tiszadorogmai holtag). A

térképen a pontok jelentik a polipok konkrét gytijtési pontjait.

A laboratériumi hidra toérzsek alapitasa és az ivaros szaporodas
indukcidja

A hidrapolipok standard részletes tartasi koriilményei és az ivaros szaporodas
indukcidjanak leirasa az el6z6 tanulmanyunkban megtalalhat6 (2. tanulmany;
Tokolyi és mtsai 2021).

A szaritas és DNS-kivonas

A Kkisérleti allatok szaritasra és az azokbdl torténé DINS izolalasi médszer
részletes leirasat lasd (1. tanulmanyunk; illetve Miklos és mtsai, 2021; 1.
kiegészit6 moddszerek)). A mintdkat fagyasztoban (-20 °C) taroltuk a
konyvtarak elkészitéséig.

A RAD-Seq kényvtarak elkészitése

A konyvtar készitési protokollunk részletei és a szekvenaldsra vonatkozo
egyéb részletek megtalalhatéak az 1. tanulmanyunkban (illetve Miklos és
mtsai 2021; 1. kiegészitd modszerek). Mintainkat harom kiilénall6 RAD
konyvtarban szekvenaltuk (56 torzs volt az els6ben, 53 térzs a masodikban és
30 torzs a harmadikban). Valamennyi konyvtar esetében ugyanazt a
modszertant alkalmaztuk, de a harmadik kényvtarban mindossze 15 ciklust
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alkalmaztunk a PCR amplifikaci6 soran, hogy csokkentsik a PCR
duplikatumok mennyiségét.

A szekvenciak feldolgozasa és tisztitasa

A szekvencidk tisztitdsanak és feldolgozasanak modszerét részletesen
bemutatjuk az 1. tanulmanyban (illetve Mikl6s és mtsai 2021; Miklos és
mtsai, 2022).

Klénok azonositasa és rokonsagi kapcsolatok feltarasa
A klénok azonositasanak részletes leirasa az 1. tanulmanyunkban talalhato
(illetve Miklés és mtsai 2021).

Szezonalis genetikai szerkezet azonositasa

A genotipusok szezonalis eloszlasanak vizualizalasara az MSN-t hasznaltuk,
aminek részletes leirasa az 1. tanulmanyban talalhato (illetve Miklés és mtsai
2021). Az alapvet6 populaciogenetikai statisztikakat (varhaté heterozigocitas,
megfigyelt heterozigocitas, fixaciés index, allélgazdagsag, privat allélok
szama és klonalis gazdagsag, egyenletesség és diverzitas) mind a két
adatkészletiinkre kiszamitottuk. Az els6 elemzésbe minden mintat bevontunk.
Mivel azonban a H. oligactis egy klonalis faj, a klénok jelenléte torzithatja a
populaciégenetikai statisztikak eredményeit, ezért elkészitettiink egy redukalt
adatkészletet is, amely mintavételenként minden MLG-bdl csak egy torzset
tartalmazott (a COLONY-bol kapott eredmények alapjan) és megismételtiik a
szamitasokat ezen a redukalt adatkészleten is. A vart heterozigocitas, a
megfigyelt heterozigocitas és a fixaciés indexet a HIERFSTAT R csomagban (v.
0,5-7; Goudet és mtsai, 2020), az allélgazdagsagot a POPGENREPORT R
csomaggal (v. 3.0.4; Adamack és Gruber, 2014), mig a privat allélok szamat a
POPPR R csomaggal szamitottuk ki (v. 2.9.0; Kamvar és mtsai, 2014). A
klongazdagsagot a kovetkezoképpen szamitottuk ki: R = (G-1) / (N-1), ahol G
az MLG-k szama, N pedig a torzsek szama (Dorken és Eckert, 2001). Az
egyenletességet és a Shannon-Wiener diverzitast poppr-ben szamitottuk ki. A
mintavételi idépontok alapjan a genetikai szerkezet azonositasa érdekében a
fékomponens diszkriminancia analizist (DAPC; Jombart és mtsai, 2010)
végeztiik el a redukalt adatkészletiinkén. A DAPC elemzést az ADEGENET (V.
2.1.1) csomag hasznalataval végeztiik el az R-ben (Jombart, 2008; R Core
Team, 2021). A DAPC analizisben hasznalt f6 komponensek szdamat 13-ra
allitottuk be az alfa-pontszam optimalizalas utan és minden populacional a
pontfelhé ~67%-at lefed6 tehetetlenségi ellipsziseket generaltunk. A DAPC
elemzéshez minden MLG-b6l csak egy egyedet hasznaltunk fel. Végiil
elvégeztiik az évszakok kozotti molekularis variancia elemzést (AMOVA) is.
Az AMOVA-t R-ben a PEGAS (v. 0.10) csomag (Paradis, 2010) alkalmazasaval
végeztiik 1000 permutacio segitségével.

48



2.3.3. Eredmények

A gyiijtott torzsek laboratériumi felépitése

N = 211 polipbdl hoztuk létre a torzseket (N = 54, 40, 59, 58 a négy gytijtési
idopontban). E torzsek egy része azonban a mortalitas miatt elveszett, miel 6tt
felhasznélhat6 adatokat és DNS-mintakat nyerhettiink volna bel6liik. Osszesen
138 torzs genotipizalasat tudtuk elvégezni (N=40, 30, 38, 30 a négy mintavételi
alkalommal).

A szekvenciak statisztikai kiértékelése és dekontaminacioja

Osszesen 699,8 millié nyers paired-end olvasasunk volt. A nyers leolvasasok
93,6%-a megmaradt, az alacsony mindségli  leolvasasok, az
adapterszennyezodeések, a kétértelmii barcode-ok és a kétértelmi{i RAD-cimkék
lesziirése utan is. Ez atlagosan 4,7 millio leolvasast jelentett mintanként
(tartomany: 2,3-20,9 milli). A STACKS de novo pipeline alapértelmezett
beallitasokkal torténd lefuttatasa 1 602 803 milli6 RAD-l6kuszt azonositott. E
l6kuszok 46,9%-a nem mutatott talalatot az nt adatbazisban, tovabbi 13,6%-uk
pedig csalanozé szekvencidkra volt leképezve. A maradékot mas taxonomiai
csoportokhoz rendeltiik hozza és kiszlirtik azokat. A legfontosabb
szennyezO6dések két baktériumcsoport tagjai adtdk, a Pseudomonadales és a
Burkholderiales, amelyek gyakran megtalalhatok a hidrak mikrobiomjaban
(Fraune és mtsai, 2015). A feltételezett szennyez6 16kuszok eltavolitasa utan a
masodlagos GC csucs is jelentdsen csokkent. A szennyez6dések eltavolitasa
utan PCR duplikatumként azonositott leolvasasi parok aranya 27,2% volt. Az
atlagos lefedettség a szennyezddések és a PCR duplikatumok eltavolitasa utan
13,7-szeres volt mintanként (tartomany: 4,1-25,7). A STACKS de novo
futtatasakor ezekkel a végso beallitasokkal 1417 RAD-l6kuszt kaptunk sziirés
utan. Hat minta (mindegyik a 2019-es tavaszi kollekciobdl) 50%-nal nagyobb
egyedi hianyt mutatott, ezért eltavolitottak azokat. A 16kuszok szlirésének
megismétlése e mintak nélkiil 2257 RAD-l6kuszt eredményezett. Az egyedek
atlagos hianyossaga 15,2% volt (tartomanya: 2,3-54,1%).

Klénazonositas

A genetikai diverzitas spektrumanak vizsgalata nem mutatott ki egyértelmi
kiiszobot az ML G-k kériilhatarolasara. Mig az alacsony genetikai tavolsagnak
volt egy egyértelmii csticsa (kevesebb mint ~0,06), egy kisebb, masodlagos
csucsot is észleltiink ~0,11 genetikai tavolsagnal. Ez a masodlagos cstics abbdl
a ténybdl fakadhat, hogy egyes mintdkban magasabb volt a genotipizalasi
hibaarany (amint azt korabbi, alacsony lefedettségli mintakra vonatkozo
vizsgalatunkban is lathattuk; Miklos és mtsai, 2021), vagy abbol, hogy a
szomatikus mutaciok gyakrabban fordulnak el6 bizonyos mintakban.
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Tekintettel arra, hogy az SNP-ékre nagyon szigoru sziirését alkalmaztuk
(minimalis genotipus min6ésége=30 és minimalis olvasasi hossza/10), a
genotipizalasi hibaaranynak altalaban alacsonynak kell lennie. Mindazonaltal
ennek a masodlagos cstcsnak a jelenléte a genetikai diverzitas spektrumaban
megneheziti a klonok azonositasat. A COLONY elemzés is feltarta ezeket a
nehézségeket. N=53 MLG-t azonositottunk az elemzésbe bevont N=132
torzsbdl allo halmazban (10. abra). Azonban ebbdl az 53 MLG-bdl 11-et
(mindegyik egyetlen torzsb6l allt) 0,9-nél kisebb valdsziniiséggel
azonositottuk (mig az 6sszes tobbi MLG-re 1,0 val6szinliséggel), ezért ugy
dontottiink, hogy ezeket az egyedket eltavolitjuk a késdbbi elemzésekbdl,
mivel nem tudjuk egyértelmiien hozzarendelni 6ket az adott MLG-khez.
Kovetkezésképpen a kovetkezé elemzéseket a 42 MLG-hez tartoz6 N=121
torzson hajtottuk végre. A legtobb ilyen MLG-t (N=35, 83,3%) csak egy
szezonban észleltiik. Ot MLG-t (11,9%) észleltiink két szezonban, egyet
(2,4%) harom szezonban és még egyet (2,4%) mind a négy szezonban.
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10. abra Az abra a genetikai tdvolsadgot mutatja N=121 genotipusu Hydra oligactis torzs
egyedei kozott, amelyeket négy kiilonb6z6 idépontban gy(ijtottiink (az abra atléjatdl lefelé).
A COLONY analizis soran klénoknak itélt térzsparok piros szinnel lathatok az dbra atléjatél

felfelé esd részén.
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Szezonalis genetikai szerkezet

A klonok gazdagsaga és egyenletessége nem mutatott egyértelmi{i szezonalis
trendeket, bar a Shannon-Wiener diverzitas valamivel magasabb volt a tavaszi
mintdkban. A megfigyelt heterozigocitas, a varhat6 heterozigocitas, a Fis, az
allélgazdagsag és a privat allélok szama sem mutatott markans szezonalis
trendeket. A Minimum Spanning Network kimutatta, hogy a kiilénb6z6
évszakokbol gylijtott egyedek nem mutattak szignifikans elkiiloniilést
egymastol, hanem a gyiijtés id6pontjatél fiiggetleniil 3 nagyobb &gba
csoportosultak (11. abra).

Populaciok

[ 2018 tavasz
[ 2018 Gsz
M 2019 tavasz
B 2019 6sz

MINTAK/NODUSZ
o1

11. abra Két egymast kovet6 évben (2018-ban és 2019-ben) két kiilonb6z6 évszakban
(tavasz és 0sz) egyetlen kelet-magyarorszagi populaciobdl gyfijtott polipokbdl 1étrehozott
N=121 H. oligactis térzs genetikai adatai alapjan létrehozott Minimum Spanning Network.

A DAPC elemzés szintén jelentds atfedést mutatott az évszakok kozott, de az
utols6 mintavétel lényegesen jobban kiilonbézik a tébbitdl (12. abra). Ezt a
tényt tiikrozve az is, hogy az AMOV A alapjan szignifikansan eltérd genetikai
struktuarat talaltunk az évszakok kozott (02 = 0,003, p=0,01).
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2018 tavasz
2018 gsz
® 2019 tavasz
® 2019 sz

eigenvalues

12. abra A fékomponens diszkriminancia analizis (DAPC) a négy kiilonb6z6 mintavételbdl
(2018 tavasz, 2018 6sz, 2019 tavasz, 2019 6sz) szarmaz6 térzsekre, amelyet a redukalt
adatkészleten végeztiink, amely minden ML G-b8l mintavételenként egy torzset tartalmazott.

Genetikai szerkezet és szaporodasi mod

A szaporodasi médokra N = 921 polip adatai alapjan kovetkeztettiink (ezek az
el6z6 tanulmanyunkban elemzett egyedek egy részét tették ki, amelyek
0sszesen 121 kiiloén genotipusu térzshoz tartoztak (2. tanulmany; Tokolyi és
mtsai, 2021)). Atlagosan 7,74 polip volt torzsenként a szaporoddsi méd
becsléséhez (tartomany: 1-18). Nem tudtuk meghatarozni a reprodukcios
modot két olyan torzs esetében, ahol az 6sszes polip elpusztult az adatgyfijtés
elott. A genotipizalas utdn MLG-nként 21,9 polip allt rendelkezésiinkre a
reprodukcios mod becsléséhez (tartomany: 2-136). Egy teljesen ivartalan
MLG kivételével az 6sszes MLG ivaros és ivartalan egyedek keverékét
tartalmazta. Az ivaros egyedek atlagos aranya ML G-nként 74,0% volt és a 42
MLG-bdl 11 (26,2%) csak ivaros egyedeket tartalmazott. A binomialis GLMM
alapjan az MLG ID-vel (MLG azonositd) magyarazott reprodukciés mod
variancia aranya 46,7% volt, mig a szezonalis hovatartozas és a polipok
életkora dsszesen csak 10,1%-at magyaraztak a megfigyelt variancianak. Nem
volt kiilonbség a tobb évszakban észlelt ivaros egyedek aranyaban az MLG-
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kben azokhoz képest, amelyeket csak egyetlen szezonban talaltunk meg
(Kruskal teszt, x2 = 0,014, p = 0,905).

2.3.4. Diszkusszio

Vizsgalatunk elsédleges célja annak vizsgalata volt, hogy egy kozonséges
édesvizi fakultativan ivartalan organizmus, a Hydra oligactis populéaci6janak
genetikai dsszetétele hogyan valtozik mérsékelt 6vi szezonalis kérnyezetben.
Kimutattunk (I.) korlatozott mértéki valtozasokat a populacié szezonalis
genetikai 6sszetételében és megallapitottuk, hogy: II.) egyes hidraklonvonalak
évek és évszakok kozott is fennmaradhatnak (talélhetnek). Tovabba azt is
megallapitottuk, hogy III.) a kiilonb6z6 genotipusok ivaros szaporodasi
gyakorisdgukban kiillénboznek egymastol. Végiil (IV.) a fenti kiilonbségek
nem befolyasoltak, hogy ezek a genotipusok djra megjelentek-e a mintavételek
(szezonok) kozott.

Nem talaltunk egyértelmii bizonyitékot a tavaszi genotipus b6ségére a vizsgalt
hidra populacioban, annak ellenére, hogy ez logikus kdvetkezménye lenne a
téli ivaros szaporodasuk magas aranyanak (4j genotipusok generaldsa) és
korabban mas fakultativan ivartalan szervezeteknél is leirtak mar (Daphnia; De
Meester, 1996; De Meester és mtsai, 2006). Korabbi vizsgalatok alapjan azt
vartuk volna, hogy az ivartalan szaporodas a kedvez6 id6szakban a klonalis
diverzitds csokkenéséhez vezet (természetes szelekci6 és a klonok
véletlenszeri kihalasa révén), ami a kedvez6 id6szak végén alacsonyabb
genetikai diverzitast és nagyobb eltéréseket eredményezne a Hardy-Weinberg
egyenstlytol (klonalis erézio; De Meester, 1996; De Meester és mtsai, 2006;
Tessier és mtsai, 1992), de a vizsgalati populaciénkban ezt a klondlis er6ziot
nem tudtuk egyértelmiien kimutatni. Ennek egyik egyszerii oka lehet, hogy
nem vontunk be elegend6 egyedet a vizsgalatba, igy a véletlenszer
mintavételbdl adodo sztochasztikus hatasok torzithattak eredményeinket. Egy
masik ok az lehet, hogy az adatok elemzésekor nem tudtuk megfelel6en
azonositani az 0sszes klént. A klénok azonositasa ebben a vizsgalatban
nehéznek bizonyult, mivel viszonylag nagy gyakorisaggal fordultak el olyan
egyedparok, amelyek genetikai tavolsaga koztes volt a klonok és a kiilonb6z6
genotipusok kozott. Az SNP-k nagyon szigoru sziirését alkalmaztuk a
genotipizalas pontossaganak névelése érdekében, ami igy tovabb csdkkentette
a mintaméretiink. A COLONY analizis soran azonban minden megtartott torzset
nagy biztonsaggal az adott MLG-ekhez tudtuk hozzarendelni, ezért tugy
gondoljuk, hogy a kapott eredményeink egy valddi biologiai mintazatot
tiikkroznek. Altalanossagban elmondhat6, hogy a populdciéban hatérozottan
létezik egy olyan genotipus-készlet, amely a szezonalitastél fiiggetleniil
viszonylag hosszu ideig fennmarad a természetben. Raadasul a masodik Oszre
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a genotipus 0sszetételében is jelentds valtozas kdvetkezett be, bar ennek pontos
okat nem ismerjiik (elképzelhet6, hogy ez a korabbi szokatlanul meleg nyar
kovetkezménye volt, ami felerdsithette, vagy modosithatta a megszokott
szelekcios hatasokat).

Ez a fakultativan ivartalan szaporodasi rendszer szdmos hatassal van az ilyen
populéciok genetikai szerkezetére és evolticidjara. Az egyik, hogy a szelekcid
révén a gyenge kompetitiv képességli genotipusok eltlinnek a populaciobdl,
igy csak a talél6é genotipusok szaporodhatnak ivarosan a jévében. Egy masik
hatas, hogy a kiilénb6z0 rejtett genetikai variaciok nem az ivartalan szaporodas
soran, hanem az ivaros rekombinaciot kovetden fejez6dhetnek csak ki (Deng
és Lynch, 1996; Pfrender és Lynch, 2000), igy lehet6vé vélik, hogy a
populaciék  dj, alkalmazkoddéképességiiket noveld  tulajdonsagokat
szerezzenek. Emellett meg kell emliteniink, hogy a tavaszi genotipusok a mas
populaciékbol szarmazé egyedekbdl és a tartds petékbdl szarmazo
génaramlason keresztiil is hozzajarulhatnak a genotipusok abundanciajahoz,
amint azt korabbi tanulmanyunk is bizonyitotta (Miklés és mtsai, 2021).
Azonban még nem rendelkeziink elégséges informaciéval az ezen populaciok
kozotti vandorlds mechanizmusarol, gyakorisagarol és idébeli eloszlasarél. A
valészinisithetd terjeszt6 vektorok a vizimadarak lehetnek, amelyek nagyobb
1éptékii vonulasa els@sorban tavasszal és Gsszel torténik ezen az éghajlaton, igy
valdszindi, hogy ezekben az idGszakokban a génaramlas is jelent6sebb lehet.
Ezzel szemben, akar 6sszel, akar tavasszal vandorolnak az egyedek, els6sorban
tavasszal jarulhatnak hozza a genotipusok abundanciajahoz, mivel a tavasszal
belép6 egyedekre a novekedési szakaszban torténé szelekcié egyforman
hatassal van, mig az Osszel beérkez6 egyedek sokkal kisebb eséllyel
maradhatnak életben és szaporodhatnak ebben az id6szakban (a nagyobb
versengés kovetkeztében). Osszességében sikeriilt kimutatnunk, hogy a
természetes szelekcid hatasa és az egyes genotipusok ivaros szaporodas nélkiili
tilélése fontos tényez6 a fakultativan ivartalan hidrapopulaciok genetikai
Osszetételének kialakitasaban.

Megbizhat6an kimutattuk, hogy egyes klonalis vonalak évszakokat, s6t éveket
is tulélnek, ellentétben az irodalomi adatokkal, amelyek szerint a hidrapolipok
télen elpusztulnak elsGsorban a befagyé vizek miatt és csak az ivaros
szaporodas soran képzett tartos peték maradnak életben (Brien, 1953). A tartos
petéken alapuld tulélési stratégia gyakori a mérsékelt vagy hideg éghajlaton
fakultativan ivartalan szaporodast folytat6 vizi gerinctelen fajoknal, mint
példaul a kerekesférgek (Walsh és mtsai, 2014) vagy a Cladocerak esetében
(Decaestecker és mtsai, 2009). Azokon az éghajlatokon, ahol gyakran
el6fordulnak enyhe telek, a klonok tilélése esélye is jelent6sen megnd, ami igy
elénnyel jarhat egy adott klon genotipus tekintetében és jobb megtériilését
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eredményezheti a téli ivartalan szaporodas fenntartasaban. A Cladocerak
esetében mar megfigyelték, hogy az ivartalan szaporodasba val6 nagyobb
befektetés adaptiv lehet egy viszonylag enyhe téli klimaval rendelkezd
tertileten, ahol télen kicsi a fagyveszély és emiatt alacsony a nyugalmi idészak
fenntartdsanak adaptiv értéke (Tessier és Caceres, 2004). Ez hasonl6an
megvaldsulhat mas mérsékelt égovi fajoknal is, példaul hidrdk esetében is.
Populaciédinamikai szempontbdl az ilyen tilél6 egyedek jelentGsen
befolyasolhatjdk a kora tavaszi populacié Osszetételét, hiszen mar meg is
kezdhetik a klonalis szaporodasukat és a forrasok kiaknazasat, mikézben az uj
genetikai vonalak még nyugalmi allapotban véarakoznak. fgy az ilyen
hidravonalak nagyobb egyedszammal indulhatnak az djonnan megjelend
genotipusokhoz képest, igy jelent6s idéel6nyre tehetnek szert az er6forrasok
kiaknazasaban. Ennek ellenére két éven at gy(ijtott adatkészletiink arra utal,
hogy ez a tilélés nem jelent akkora el6nyt az ilyen vonalak szamara, hogy a
legtdbb 1j genotipust kiszorithassak, de még igy is jelent6sen hozzajarulhatnak
e genotipusok tartos jelenlétének fenntartasahoz a populaciéban.

Azt is megfigyeltiik, hogy a kiilonb6z6 genotipusok ivaros szaporodasi
gyakorisaga kiilonbozik. Néhany kordbbi tanulmany (T6kolyi és mtsai, 2017a;
Tomczyk és mtsai, 2015) alapjan azt gondoltuk, hogy a genotipusok
kiilonbségei hozzdjarulhatnak a hidrak ivaros szaporodasi hajland6saganak
valtozasaihoz, mivel normal laboratériumi kériilmények kozott a H. oligactis
torzsek kiilonbdznek az ivaros szaporodas megkezdésének valdszintiségében
és a tulélési aranyukban (Ngo és mtsai, 2021). Ezzel szemben egy masik
korabbi, a természetes koriilmények kozott zajlé szaporodasi médot elemzd
vizsgalatban magas aranyu fenotipikus plaszticitast észleltiink a szaporodasi
stratégidkban ennél a fajnal (Miklds és mtsai, 2021). Tovabba ez felveti annak
lehet6ségét is, hogy egy genotipus eltérden reagal ugyanarra a kornyezeti
ingerre (akar belsd allapotatol fiiggéen; Hadany és Otto, 2007), igy az
évszaktol fiiggben valtozatos szaporodasi allapotot hozhat létre a
populaciokban (Tokolyi és mtsai, 2021). Korabbi allitasunkat ebben a
tanulmanyban is megerdsitettiik, azonban azt is kimutattuk, hogy a kiilonb6z8
genotipusok eltér6 hajlandésagot mutatnak az ivaros szaporodas
megkezdésére azonos feltételek mellett is. Ennek jelentds szerepe lehet az
ilyen populaciok genetikai 6sszetételének hosszu tavu valtozasaban, hiszen az
adott kornyezeti allapothoz legjobban alkalmazkod6 genotipusok lehetnek a
legelterjedtebbek az adott él6helyen. Ezenkiviil egy ilyen fakultativan
ivartalan szaporodasi rendszer valdsziniileg lehetové teszi a helyi
koriilményekhez val6 gyors adaptaciét a genotipusok szelekciojan keresztiil, a
fenotipikus plaszticitasi valaszok adaptiv kombinaciéjaval (De Meester és
mtsai, 2004). Egyes tanulmanyok mar korabban bizonyitékot szolgaltattak a
kornyezeti valtozasok idovel torténd hatékony nyomon kovetésére Daphnia
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populéciok esetében (Cousyn és mtsai, 2001; Hairston és mtsai, 2001). Ez azt
jelenti, hogy enyhe éghajlaton, ahol a tél kevésbé zord, azok a genotipusok
részesiiltek elényben, amelyek kisebb hajlamot mutattak az ivaros szaporodas
meginditasara. Ezenkiviil korabbi esetekben jelentds kiilonbségeket irtak le
egyes tengeri fajok klonvonalai (genetikai egyedei) kozott a kornyezeti
ingerekre adott valaszukban, beleértve a szaporodasi mod megvalasztasat is
(Langer és mtsai, 2009; Pistevos és mitsai, 2011). Ez a tulajdonsag nagy
jelent6séggel bir ezeknél a fajoknal a kornyezethez valé alkalmazkodasban,
hiszen tovabbi mutaciok nélkiil, csak a szelekci6 altal iranyitott. Ez azért is
fontos, mert az ilyen metazodk konnyebben tudnak alkalmazkodni a gyors
globalis valtozasokhoz a meglévé genotipus varidciokat befolyasold
természetes szelekcio révén (Balanya és mtsai, 2006; Bradshaw és Holzapfel,
2001), annak ellenére, hogy mutaciés valtozasaik lassan torténnek (Hoffmann
és mtsai, 2003).

Erdekes médon a genotipus-tulajdonsagok kiilonbségei nem befolyasoltak a
specifikus genotipusok 1ijbéli megjelenését a kiilonb6z6 mintavételeink kozott.
Ennek az lehet a legegyszerlibb magyarazata, hogy egy ilyen mintavételi
id6intervallum nem elegendd0 a populdciédinamikai hatdsok ilyen
kovetkezményeinek pontos leirasahoz, mert a véletlenszerti hatasok kénnyen
elfedhetik azokat. Alternativ magyarazat lehet az is, hogy az egyes
genotipusok annyira plasztikusak, hogy még ha a genetikailag azonos
szarmazasu egyedek jelent6s része ivarosan szaporodik is, az ivartalanul
szaporodo polipok igy is talélhetik Oket és igy fenntartjak az adott genetikai
vonalat (bet-hedging; Simons, 2009; Steele és mtsai, 2019).

Osszességében korlatozott eltéréseket tudtunk kimutatni a populaci6
szezonalis genetikai 0sszetételében és azt, hogy egyes hidraklénvonalak évek
és évszakok kozott is tulélhetnek. Azt is megfigyeltiik, hogy a kiilonb6z6
genotipusok kiilénboznek az ivaros szaporodas gyakorisagaban. Fenti
eredmények azt mutatjdk, hogy a fakultativan ivartalan organizmusok
genetikailag elég plasztikusak ahhoz, hogy péarhuzamosan fenntartsak a
kiilénb6z6 szaporodasi stratégiakat (ivartalan és ivartalan szaporodas), ami
jelent6s el6nyhoz juttathatja ket a kiszamithatdan valtozo kérnyezetben, igy
novelve alkalmazkodéképességiiket még az ivartalansag ellenére is, az elGre
nem lathato valtozasokkal szemben. Emiatt ennek a képességnek a vizsgalata
ma még aktualisabb, mivel az ilyen tulajdonsagokkal rendelkez6 populacidkra
épiil6 okoszisztémdak kulcsfontossagiak lehetnek az éghajlatvaltozas okozta
okologiai karok mérséklésében.
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2.4. Karpat-medencei Hydra oligactis populaciok mikrobiom
osszetételének vizsgalata kiilonb6zo szaporodasi modok és
¢l6helytipusok fiiggvényében (4. tanulmany)

2.4.1. Irodalmi attekintés és célkitiuzések

Azok a mikrobialis organizmusok, amelyekkel az allatok egyiitt élnek
(egyiittesen a gazda-asszocialt mikrobiota néven (Berg és mtsai, 2020))
jelentds hatast gyakorolnak gazdaikra (McFall-Ngai és mtsai, 2013). A
mikrobiota gyakran befolydsolja a gazdaszervezet egészségi allapotat
(Shreiner és mtsai 2015, Rathje és mtsai 2020), a viselkedést (Vuong és mtsai
2017, Murillo-Rincon és mtsai 2017) és bizonyos esetekben kimutattak, hogy
befolyasolja a gazdaszervezet fittneszét meghatarozé tulajdonsagokat is, mint
példaul a gazda névekedési iiteme, szaporodasa, ttlélése és dregedése (Shin és
mtsai 2011, Sison-Mangus és mtsai, 2015, Gould és mtsai, 2018, Popkes és
Valenzano 2020).

A mikrobiota egyik legfontosabb tulajdonsaga annak Osszetétele és
sokfélesége. A mikrobidta diverzitasa befolyasolja a mikrobialis kozdsségben
el6forduld interakciok szamat és tipusat (Coyte és mtsai, 2015), valamint
befolyasolja a gazdaszervezet, a mikrobidta és a korokozoik kozotti
haromoldalt kolcsonhatasokat is (Fraune és mtsai, 2015, Harrison és mtsai,
2019). Ezenkiviil a diverzitas befolyasolhatja a mikrobialis kozdsségek
stabilitasat és a zavarasokkal (perturbaciokkal) szembeni ellenall6 képességét
is (Vieira-Silva és mtsai, 2016). A diverzitas csokkenése gyakran
diszbiézishoz vezet a kornyezeti stresszorokra vagy a gazdaszervezet
taplalkozasi valtozasaira valaszul (Infante-Villamil és mtsai, 2020). Ezért a
természetes populdciékban a mikrobialis diverzitast meghatarozé tényezok
megértése kulcsfontossagii a gazdaszervezetek fiziologiai eltéréseinek
magyarazatahoz.

A természetes populaciokban a gazdaszervezethez kapcsolodé baktériumok
diverzitasat és Osszetételét szamos tényezd befolyasolja, példaul a
gazdaszervezet taplaléka (Sullam és mtsai 2015, Youngblut és mtsai 2019,
Lutz és mtsai, 2019), a gazdaszervezet genotipusa, a populacié genetikai
sokfélesége (Sullam és mtsai 2015, Webster és mtsai 2018, Griffiths és mtsai,
2018), az él6hely jellemz6i, mint példaul a sotartalom (Schmidt és mtsai, 2015,
Mortzfeld és mtsai, 2016), a viz hémérséklete (Vargas és mtsai, 2021), vagy a
pH (Sylvain és mtsai, 2016), valamint a f6ldrajzi fekvés (Mortzfeld és mtsai,
2016, Llewellyn és mtsai, 2016) és akar az éghajlat is (Kueneman és mtsai,
2019, Woodhams és mtsai, 2020). Ezeknek a tényezOknek a fontossaga
azonban csak a kozelmultban kezdett feltarulni el6ttiink és a mikrobidlis
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sokféleség valtozasat okoz6 mechanizmusok még mindig kevéssé ismertek.
Dont6 fontossagu, hogy a felhalmozod6 bizonyitékok azt mutatjak, hogy e
tényezOk relativ jelent6sége taxononként eltérd lehet. Példaul azt talaltak, hogy
a gazdaszervezet evoliuciés torténetének a mikrobidlis sokféleség erds
mozgatorugoja lehet szamos allatcsoport esetében, a szivacsoktdl és
korallokt6l a kiilonféle gerinces csoportokig (Franzenburg és mtsai 2013,
Easson és Thacker 2014, Pollock és mtsai, 2018, Youngblut és mtsai, 2019).
Ezzel szemben ugy tlinik, hogy a kornyezeti tényezok lehetnek a dominans
szerepl6i az evolicios torténetnek mdas taxonokban (példaul édesvizi
zooplankton fajok esetében), filoszimbi6zisra utalé bizonyitékok nélkiil
(Eckert és mtsai, 2021).

A hidrak rendkiviil gazdag baktérium kozoséggel élnek egyiitt. Ezek a
baktériumok megtelepednek a kiilsé hamfeliiletiikon (Fraune és mtsai 2015,
Deines és Bosch 2016), sejtek kozotti terekben (Rathje és mtsai, 2020), s6t
egyes fajoknal endoszimbiontaként a sejtek belsejében is el6fordulhatnak
(Fraune és Bosch 2007). A Hydra mikrobiéta valtozatos hatdssal van a
gazdaszervezetre. Amikor kisérleti uton eltavolitottak a mikrobiotat az
allatokrol, azok mozgasi és kontraktilitasi képessége csokkent (Murillo-
Rincon és mtsai, 2017), valamint karosodott az ivartalan szaporodasi
képességiik is (Rahat és Dimentman 1982). A mikrobidlis elemek kozotti
kolcsonhatasok is befolyasoljak az allatok fiziolégiai allapotat (Taubenheim és
mtsai, 2020) és akar tumorgenezist is indukalhatnak (Rathje és mtsai, 2020),
ellenben az eredeti mikrobialis elemek jelenléte megvédi a gazdat a gombas
fert6zésekt6l (Fraune és mtsai, 2015).

A hidrapolipok antimikrobidlis peptidek termelése révén aktivan alakitjak a
hozzajuk tartozo baktériumkozosség Osszetételét (Fraune és mtsai 2010,
Franzenburg és mtsai, 2013, Augustin és mtsai, 2017). Ennek eredményeként
a laboratériumban tartott Hydra fajok kiilonbéznek a baktériumkozosségeik
Osszetételében (Franzenburg és mtsai, 2013), valamint ezek a kozosségek
hosszu tav tartés kapcsolatot mutatnak a gazdaszervezettel, részben tiikrézve
a természetes él6helyeikben megfigyelt kiilonbségeket (Fraune és Bosch
2007). Ezenkiviil a mikrobiéta komponenseit legalabb részben vertikalisan
tovabbadjak az embrioknak az anydak, egy anyai antimikrobialis peptidek altal
szabalyozott folyamaton keresztiil (Fraune és mtsai, 2010, Minten-Lange és
Fraune 2020), ami lehet6séget ad a gazdafiziologia és a mikrobialis diverzitas
kozotti  koevoluciora is. A természetes hidrapopulaciok mikrobialis
Osszetételének és sokféleségének valtozasat okozd tényez6k azonban
mindeddig ismeretlenek maradtak.
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Ebben a tanulmanyban arra toérekedtiink, hogy megértsiik azokat a tényezoket,
amelyek befolyasoljdk a baktériumok sokféleségét a természetes
hidrapopulaciokban. Ebb6l a célbol 21 koézép-eurdpai viztestbdl gyiijtottiink
harom kiilonb6z6, de egytitt el6fordul6 fajhoz (H. oligactis, H. vulgaris és H.
circumcincta) tartoz6 polipokat. Megvizsgaltuk, hogy a Hydra
baktériumdiverzitdsit befolydsolja-e 1.) maga a mintavételi populéci6
egyedisége, 1II.) a viztest tipusa III.) a mintavételi populacié
tapanyagterheltsége, IV.) maga a gazdafaj és V.) a gazdaszervezet szaporodasi
allapota. A korabbi tanulmanyokkal 6sszhangban (pl. Fraune és Bosch 2007)
azt vartuk, hogy a harom Hydra faj kiilonall6 mikrobakozosségekkel fog
rendelkezni és arra voltunk kivancsiak, hogy ezek a fajok kozotti kiillonbségek
mennyire konzisztensek kiilonb6z6 populaciokban. Feltételeztiik tovabba,
hogy az él6hely tipusa befolyasolhatja azt a mikrobiéalis diverzitast, amelybdl
a gazdaszervezethez kapcsolodo mikrobialis kozosségek létrejonnek és ezért
minden helyszinen rogzitettiik, hogy az allovizrél vagy vizfolyasrol van-e szo,
valamint tdpanyagterhelés szerint is kategorizaltuk ¢ket, mezoeutr6f, eutr6f
vagy hipereutréf kategoridkba. Végiil azt feltételeztiik, hogy a gazdaszervezet
szaporodasi 4llapota befolyasolhatja a gazdaszervezethez kapcsol6do
mikrobialis taxonok sokféleségét, mivel az ivaros szaporodashoz megvaltozott
fizioldgia is kapcsolodik. A harom faj koziil legalabb egynél (H. oligactis) az
ivaros szaporodas a szomatikus fenntart6 funkciék jelent6s csokkenésével jar,
ideértve a regeneracios képesség elvesztését, az Ossejtek elvesztését és a
taplalékfelvétel szempontjabol fontos nematocitdk (csalansejtek) eltlinését
(Sebestyén és mtsai, 2018), igy ezek a fiziologiai valtozasok befolyasolhatjak
a gazdaszervezethez kapcsol6do6 baktériumok szabalyozasanak képességét is.

2.4.2. Anyagok és Modszerek

Mintavételi modszer

21 viztestr6l (20 Magyarorszagon, 1 Romaniaban talalhat6; 4. tablazat)
gyljtottiink mintakat 2019. november 7. és november 27. kozétt. Mindegyik
gyljtési populacioban t6bb, egymastdl legalabb 2 meéteres tavolsagra 1évd
helyr6l gytijtottiik be a hidra polipokat. A mintazott viztesteket alloviz (tavak)
vagy vizfolyas (folyok, patakok és csatornak) viztest tipusokba soroltuk be.
Ezen tilmenden a viztestek trofikus szintjét mezoeutrof, eutr6f vagy
hipereutrdf kategoriaba soroltuk, a kovetkezd tényezdk alapjan: a vegetacios
id6szak alatti algaviragzas gyakorisdganak és a makrofita vegetacio
jelenlétének nagysaga szerint a személyes megfigyeléseink alapjan, valamint
a mez6gazdasagi teriiletek kozelsége és az ebbdl ad6dd potencidlis befolyo
terhelés, a kereskedelmi céld haldszati és horgaszati hasznositas szerint. A
hipereutr6f kategéridban altaldban nagy tapanyagterhelés (leginkabb
mezOgazdasagi teriiletekr6l és haltenyésztésb6l szarmazé terheléssel)
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jelentkezik, ami gyakori és jelentds algaviragzasokat eredményez. Az eutrof
kategoriaju viztestekben gyakori az algaviragzas, de a tapanyagterhelés nem
olyan jelentOs (f6leg haltenyésztésbol és horgaszatbdl szarmazik a terhelés. A
mezoeutrof kategéridba tartoz6 vizekben esetenként kisebb tapanyagterhelés
mellett ritkan algaviragzas is megfigyelhet6 volt.

A mintavételi modszeriink részletes leirasa és a faj/ivaros éallapot
meghatarozasara vonatkozé informacidk megtaldlhatéak az 1. tanulmanyban,
(illetve Miklos és mtsai, 2021).

A DNS-t teljes polipokbdl vontuk ki, amelyeket el6szor sziirt tovizzel finoman
megmostunk, hogy eltavolitsuk a polipokhoz tapadt térmeléket. A DNS teljes
polipokbdl valé izolalasa azt jelenti, hogy minden egyes hidra egyednél mintat
vettiink az {irbélben, a polipok kiils6 feliiletén és a szovetekben elhelyezkedd
baktériumokbol is. Ez tovabba azt is jelenti, hogy a gazdaszervezethez csak
atmenetileg kapcsolodd baktériumok (példaul a hidrdk altal elfogyasztott
taplalékbol, a kornyezé vizb6l vagy a makrofitdkat borité biofilmbdl) is
kimutathatéak voltak a vizsgalatunkban. Mosas utan a polipokat -80 °C-on
lefagyasztottuk és a kovetkez6 1 héten beliil DNS-izolalast végeztiink bel6liik,
kloroform/izoamil-alkohol extrakciés moddszerrel (az extrakciés protokoll
részletes leirasa Miklos és mtsai, 2021. mellékletében megtalalhatd). A
kivonatokbol 5 pl-t hasznaltunk a 16S szekvenalashoz.

A gyljtott hidrak fenotipus alapjan tortén6 fajazonositasi eredményeinek
tovabbi igazolasara minden mintan PCR-reakciot is végeztiink a H. vulgaris
HSP70-re specifikus primerekkel (Steele és mtsai, 1996). A PCR reakciokat
két hodmérsékleten hajtottuk végre: 56 °C és 64 °C. Ez a primerpar mindkét
hémérsékleten egyértelmli jelet ad a H. vulgaris esetében, mig a H.
circumcincta esetében nem észlelhetd jel. A H. oligactisban csak 56 °C-on
mutathato6 ki tiszta PCR termék. A mintakhoz rendelt végso fajazonossag a
fenotipus ellen6rzés és a PCR-eredmények konszenzusa volt.

16S rRNS gén amplikon szekvenalasa

A 16S rRNS gént a V1 és V2 hipervariabilis régiot (27F-338R) szegélyezd,
egyedi barcode-okkal rendelkezd primerek segitségével, fuzionalt MiSeq
adapterekkel és heterogenitasi spacerekkel amplifikaltuk 25 pl-es PCR-ben
(Fadrosh és mtsai, 2014). Az alkalmazott PCR protokoll 1épéseinek leirasa
megtalalhaté a kovetkezd cikkben: Taubenheim és mtsai, (2022). A shotgun
szekvenalashoz a konyvtar el6készitését a NexteraXT kit (Illumina)
segitségével végeztiik a hasznalt DNS fragmentéalasara és multiplexelésére a
gyarté utasitasait kovetve. A szekvenalas részletes leirasa szintén megtalalhaté
a Taubenheim és mtsai, (2022) k6zleményében.

60



Adatelemzés

A szekvenalasi leolvasdsok elemzésének, zajtalanitasanak, taxondmiai és
filogenetikai annot4cidjanak leirdsa a kovetkezd cikkben (Taubenheim és
mtsai, 2022) részletesen megtalalhato. Az igy kapott adatok elemzéséhez és
abrazolasahoz az R statisztikai programozasi nyelvet (v4.1.0) hasznaltunk (R
Core Team 2021). Ebben végeztiik el a kapott szekvenciak ESV sziirését,
aminek részletes leirdsa Taubenheim és mtsai, (2022) kozleményében
megtalalhat6. Az altalanos adatkezeléshez és abrazolashoz a DATA.TABLE
v1.14.0, GGPLOT2 v3.3.5 és COWPLOT R csomagokat hasznaltuk (Wickham
2016, Wilke 2020, Dowle és Srinivasan 2021). A -diverzitas szamitasokhoz
normalizaltuk és variancia stabilizal6 transzformaléast végeztiink a nyers
olvasasi adatokkal a DESEQ2 v.1.32.0 csomag vst() fiiggvényével (Love és
mtsai, 2014), mig az a-diverzitast kdzvetleniil a nyers leolvasasi adatmatrixon
keresztiil szamitottuk ki. Az o- és [-diverzitds mértékét a PHYLOSEQ és a
VEGAN csomagok felhasznélasaval szamitottuk ki (McMurdie és Holmes 2013,
Oksanen és mtsai, 2020). Az UMAP ordinaciét a B-diverzitds mértékére
szamitottuk az UMAP v0.2.7.0 csomag (Konopka 2020) umap() fiiggvényével,
a dist-opciét alkalmazva, mig a PCA szamitast ugyanezen adatokon a
PRCOMP() alapcsomag segitségével végeztiik. Az alapvet6 statisztikai
elemzéseket az R alapcsomaggal (linearis modellek, Kruskal-Wallis tesztek),
mig a PERMANOVA-val a B-diverzitas vizsgalatat a VEGAN csomagba foglalt
adonis2() fiiggvény segitségével végeztik. A PERMANOVA teszteknél a
populaciot (a populacié azonositot) véletlenszerli tényezonek tekintettiik a
permutaciés blokk tervezésében és a tesztelés mddszerének a ,, Terms” opci6
volt kivalasztva, ami egyenértékii a f6 hatasok I. tipusi ANOVA tesztjeivel.
Lineéris vegyes modelleket és statisztikai tesztelést alkalmaztunk az LME4
v1.1.27.1, LMERTEST 3.1.3, CAR v3.0.11 és LSMEANS v2.30.0 csomagokkal is
(Bates és mtsai, 2015, Lenth 2016, Kuznetsova és mtsai, 2017, Fox and
Weisberg 2019). A kiilénb6z6 indikator fajokat a DESEQ2 v.1.32.0 csomag
hasznalataval szamitottuk ki alapbeallitasokkal és a kovetkez6 tervezési
képletet kovetve: ,,~szaporodasi mod + faj + tapanyagterhelés + viztest tipusa”.
A baktériumokat akkor tekintettiik differencialisan diverznek, ha a korrigalt p-
érték kisebb, 0,05 volt és az olvasasi szamok t6bbszoros valtozasa legalabb
kétszeres volt (abszolut log2-szeres valtozas > 1). Az elemzés teljeskorii
részletes leirasa megtalalhat6 Taubenheim és mtsai, (2022) kozleményében.

2.4.3. Eredmények

Mikrobioldgiai diverzitas a harom kiilonb6z6 hidrafaj populaciéiban
2019-ben 265 (mindségi sziirés utan 251) hidrapolipbdl vettiink mintat, ami 20
kiilonbdz6 magyarorszagi és egy romaniai populaciobdl lett gyiijtve (13. abra,
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4. tablazat). A mintavétel soran 12 holtagbdl, 1 t6bdl, 3 folydbdl, 3 patakbdl
és 3 csatornabdl vettiink mintat (4. tablazat) koriilbeliil 460 km-es foldrajzi
tartomanyon beliil (13. abra). Osszességében harom kiilonb6zd egyiitt
el6fordulé hidra fajbél azonositottunk polipokat: Hydra oligactis, Hydra
vulgaris és Hydra circumcincta. Mig a H. oligactis 20 viztestben volt
kimutathat6, a H. vulgaris kilenc, a H. circumcincta pedig négy helyen volt
jelen. A viztest trofikus allapotatél fiiggetleniil szinte minden mintavételezett
él6helyen a H. oligactis volt a dominans faj. Csak két téban (M89 és M90)
észleltiik mindharom faj egyenletes eloszlasat.

Hidra fajok
B H. circumcincta
B H. oligactis
E H. vulgaris

M107 M83
M1,

Maa

R12

M31

‘ M89

M0

M348 7 M7O Me7 ’
& @

13. abra A mintavételi helyeket és a Hydra fajok aranyat bemutaté térkép. A koérdiagramok
az egyes viztestekben kimutatott fajok ardnyat mutatjak, mig a kiilénb6z6 szinek a
kiilonb6z6 hidra fajokat jelzik.

4. tablazat Azon viztestek elhelyezkedése, mintanagysaga, tipusa és trofikus allapota,
amelyekbdl a hidrapolipokat gytijtottiik.

Populaglc’) Mintaméret Koordinatak Viztértipus Kategoéria T'roflkus
azonosito allapot
47.58746 °N; . . . . ]
M26 9 21 14895 °F folyo vizfolyas hipertrof
47.67119 °N; . ae ]
M28 21 20.86334 °F holtag alloviz eutrof
47.04021 °N; ] A .
M31 7 18.06975 °F to alléviz eutrof
46.76484 °N; . . .
M34 6 17 26994 °F csatorna  vizfolyas eutrof
48.03405 °N; . g . .
M44 17 2107803 °F holtag alloviz hipertrof
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M67 10 ﬁ%gﬁ%‘:ﬁ "ol\é folyo vizfolyas hipertrof
M70 8 ﬁgzgg%% °0l\é patak vizfolyas mezoeutrof
M71 15 ﬁ%%};%ﬁ °0l\é patak vizfolyas eutrof
M72 21 ﬁgg%?;;% (:'\é csatorna  vizfolyas hipertrof
M78 2 22%%26556 Z'\é patak vizfolyas mezoeutrof
M79 18 2267?103%21 Zl\é csatorna  vizfolyas hipertrof
M83 15 ‘;%'_1671%88‘; Z'\é holtag ~ &lléviz eutrof
M84 15 %‘_252%‘82 W hottig  alloviz  hipertrdf
M85 15 %‘_271%%% Z'\é holtag  &lléviz  hipertrof
M86 3 %‘_1245%852 Z'\é holtag  &lléviz  hipertrof
M89 28 ﬁ%g%%%ﬁ (:,'\é holtag  &lléviz  hipertrof
M90 25 ‘;%%20104777 (:,'\é holtag  &lléviz  hipertrof
M107 10 o hotag  alloviz  eutrof
M108 11 ‘g'ﬁﬁ% (:,"é holtag  alléviz eutrof
M109 10 %‘%82215355 00'; holtag  &lléviz  hipertrof
R12 10 Aég%ﬁ%g i'\é folyo vizfolyds mezoeutréf

Annak érdekében, hogy értékeljiilk a baktériumok megtelepedésének
valtozatossagat a Hydra-ban, DNS-t vontunk ki az 6sszes mintazas soran
gyljtétt Hydra polipbol és osszehasonlitottuk a hozzajuk kapcsolodd
mikrobiotat 16S rRNS szekvenalassal. A PC és UMAP klaszterezési
elemzések kimutattak, hogy a mintavételezett Hydra polipok mikrobialis
diverzitasat féként az adott populaci6é azonosit6ja befolyasolja (14A, B abra,
5. tablazat). Ez a Bray-Curtis tavolsagban is megmutatkozott, ahol a
kiilénb6z6 viztestekb6l szarmazd polipok lényegesen nagyobb eltéréseket
mutatnak, mint az azonos viztestbdl szarmazé polipok (14C. abra). A béta-
diverzitasbeli kiilonbségek mellett a Hydra-polipokhoz kapcsolodo
baktériumkozosségek alfa-diverzitasat a populacidazonossag is jelent6sen

63



befolyasolta (14D abra). Erdekes médon a legszembetinébb UMAP-
klaszterez6dést (M26, M72, M85) mutaté viztestekbdl szarmazé mintak
mutattak a legnagyobb baktériumdiverzitast a chao 1 és Shannon index alapjan
(14D. abra).
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14. abra A populaciéazonossag hatasa a baktériumok kolonizaci6jara Hydra-ban. Az UMAP
(A) és a B-diverzitas PC-analizise (B) (Bray-Curtis) a mintdk populaciénkénti, igy kdrnyezeti
feltételek szerinti elvalasztasat mutatja. A mikrobialis kozosségek populacionkénti
elkiilonitését az Adonis-teszt tdmasztja ala (R2 = 0,41, p <= 0,001 999 permutacioval). A
Bray-Curtis (C) tavolsagok egy populacion beliil 4ltalaban kisebbek, mint a populacidk
kozotti kiilonbségek. Ezenkiviil a populacié azonosité az alfa-diverzitas (D) f6
meghatarozéja (linearis modell a Shannon-indexen, p <= 0,001).
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5. tablazat A Hydra baktériumdiverzitasat befolyasol6 gazda- és kornyezeti tényez6k
statisztikai elemzése PERMANOVA elemzés alapjan.

Tobbvaltozos Egyvaltozos

PERMANOVA PERMANOVA
Valtozok R? F p-érték R? F p-érték
Populacio 041 799 <000L| NNA NA  NA
azonosito

Viztértipus 0.04 10.64 <0.001 | 0.03 9,04 0.0001

Trofikus 005 705 <0.001| 004 616 0.2570
allapot
Faj 004 546 <0.001| 0.04 584 0.0001

Szaporodas 0.01 1.78 0.0012 | 0.01 1.72 0.2848

Kornyezeti tényezok hatasa a baktériumok diverzitasra a kiilonbozo
Hydra fajok esetében

Tekintettel arra, hogy a populdci6azonossag volt a legfontosabb tényezd,
amely magyarazza a baktériumok diverzitasanak kiilénbségeit, a tovabbiakban
elemeztiink a két kdrnyezeti tényez6 (a ,,viztest tipusa” és a ,,trofikus allapot™)
hatasait hidrapolipokhoz kapcsol6do bakterialis diverzitas magyarazatahoz (4.
tablazat). A 21 kiilonb6z6 viztestet két kiilonboz6 kategoériaba soroltuk:
vizfolyasok (folyok, patakok és csatornak) és allovizek (tavak és holtagak; 4.
tablazat). Ennek a faktornak a hidrdkon él6 baktériumdiverzitashoz valo
hozzajarulasanak tesztelése szignifikans 6sszefiiggést mutatott ki (15. abra, 5.
tablazat), amely a bakteriélis varidciok koriilbeliil 4%-4t magyarazta. Erdekes
modon a Bray-Curtis tavolsagok a vizfolyasok kozott voltak a legkisebbek,
mig a csak allovizek, illetve a vizfolyasok és az allovizek kozott nagyobbak
voltak (15C. abra). Ez azt jelzi, hogy a Hydra-k mikrobio6tajanak diverzitasa
korlatozottabb volt a vizfolydsokban, mint az allovizekben. Ezt az eredményt
alatamasztja, hogy a vizfolyasokban €16 polipok, mint példaul a folydk és a
patakok, lényegesen alacsonyabb bakterialis a-diverzitast mutatnak, mint az
allo vizben €16 polipok (15D. abra). Az vizfolyasokban €16 hidra polipokon
gyakrabban el6fordulé bakteridlis taxonok a Sphingobacteriaceae,
Myxobacteria és Pseudomonadales csaladba tartoznak, mig a
Betaproteobacteriumok inkabb az allévizben él6 hidra polipokon voltak
dominansak.
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15. abra A viztest tipusanak hatasa a baktériumok kolonizacidjara a Hydra esetében. Az
UMAP (A) és még egyértelmiibben a -diverzitads PC-analizise (B) (Bray-Curtis) a mintak
viztesttipus szerinti elkiilonitését mutatja. A mikrobialis kdzosségek szétvalasztasat a
PERMANOVA teszt timogatja (R? = 0,04, p <= 0,001 és R? = 0,03, p <= 0,001, 999
permutéciéval egy- és tobbvaltozés PERMANOVA esetén). A Bray-Curtis (C) eltérések az
aramlé viztestek kozott a legkisebbek, mig a csak 4llo, illetve a folyd és az all6 viztestek
kozott nagyobbak az eltérések. Ezt az eredményt aldtdmasztja, hogy az a-diverzitas
lényegesen kisebb a vizfolyasokban, mint az allévizekben a chao 1 (D) és Shannon (E) a-
diverzitasi mérészamok esetében (egyvaltozdés linedris modell: p <= 0,001, to6bbvaltozés
linedris vegyes modell Shannon-indexen populdciéazonositéval, mint véletlenszer( hatassal
p <=0,001).

Az él6helytipuson tilmenden a kiilonb6zé mintavételi helyeket trofikus
allapotuk szerint mezoeutrof, eutrof és hipereutr6f vizekbe is besoroltuk (4.
tablazat, 16. abra). A kiilonb6z6 trofikus szinti koérnyezetekbdl gytijtott
Hydra polipok bakterialis diverzitasanak 0Osszehasonlitdsa szignifikans
klaszterez6dést mutatott, ha a faktort egyedileg vizsgaltuk (5. tablazat, 16A,
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B. abra). Konkrétan, a mezoeutrof viztestekbdl szarmazd, hidraval asszocialt
baktériumkozosségek lényegesen kevésbé valtozatosak voltak, mint az eu-
vagy  hipereutr6f  viztestekben él6  hidrapolipokhoz  kapcsol6do
baktériumkozosségek (16D. abra). Ezt a kiilonbséget az is bizonyitja, hogy a
mezoeutrof él6helyen é16 Hydra polipokbdl szarmazé baktériumkozosségek
jobban hasonlitottak egymadsra, mint az eu- vagy hipertréf él6helyeken é16
polipokbél  szarmaz6é  baktériumkozosségekre  (16C.  abra). Az
indikatorelemzés kimutatta, hogy a Campylobacterales és Cytophagales
csoportokba tartozé baktériumok kifejezetten mezoeutr6f él6helyeken é16
polipokon voltak nagy mennyiségben jelen. A statisztikai kiilonbség azonban
elveszett, ha a trofikus szintet tobbvaltozés modellekkel teszteltiik (5.
tablazat, 6. tablazat), ami azt jelzi, hogy a tapanyagterhelés hatasa csak kis
meértékben jarult hozza a baktériumok sokféleségéhez. A bakterialis diverzitas
magyarazo ereje valoszintileg a viztesttipuson beliil van kédolva (vizfolyas
vagy alléviz), ahol a tényez6k kozott a legmagasabb korrelaciot észleltiik.

6. tablazat A Hydra tarsult baktériumainak diverzitasat meghatarozé biotikus és
abiotikus tényezdk statisztikai elemzése, linearis modellek alapjan.

Egyvaltozés linearis Tdébbvaltozos linearis
modell modell

Valtozok Rz F p-érték b G p-érték
Populacic 0.343  6.013 5.4E-12 N/A N/A
azonositd
Viztértipus 0.085 23.205 6.3E-6 7.148 0.008
Trofikus 0070 9355 02E-4 | 4.385 0.112
allapot
Faj 0.021 2.673 0.089 19.014 7.4E-5
Szaporodas | 0.001 0.172 0.842 9.892 0.007
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16. abra A viztest trofikus allapotanak hatdsa a baktériumok megtelepedésére Hydra
esetében. A B-diverzitds UMAP (A) és PC ordinacidja (B) (Bray-Curtis) a mintak elvalasat
mutatjak a viztest trofikus allapota szerint. A mikrobidlis kdzosségek trofikus allapot szerinti
elvélasat timogatja az egyvaltoz6s PERMANOVA (R2 = 0,05, p <= 0,001 999
permutaciéval, de nem a tobbvéltozés PERMANOVA (R2 = 0,04, p = 0,2570, véletlenszeri
hatasok szerint 999 populacié azonosité és minden mas tényez6, mint kofaktor). A Bray-
Curtis tavolsag (C) a mezoeutrdf viztestek kozott a legkisebbek, mig az 6sszes tébbi trofikus
allapotpar kozott nagyobbak. Ez azt jelzi, hogy a Hydra mikrobi6tajanak diverzitasa
korlatozottabb a mezoeutro6f viztestekben, mint tobbi csoportban. Ezen eredmény
alatamasztasara az o-diverzitas szignifikansan kisebb a mezoeutr6f viztestekben, mint az
eutrof és hipereutréf viztestekben (D) az egyvaltozoés lineéris modellekben (R2 = 0,070, p <=
0,2E-4, Shannon index alapjan). A tobbvaltoz6s modellek azonban nem tdmasztjak ala a
trofikus allapot hatasét a baktériumok diverzitaséara (lineéris vegyes modell Shannon-
indexen, populacid, mint véletlenszer(i hatas, minden més tényez6 kofaktor, X2 = 4,385, p =
0,112).

A gazdafaj hatasa a baktériumok kolonizaciéjara a Hydra-ban

A kornyezeti tényez6k mellett a gazdafaj is magyardzta a kiilonb6z6
hidrapolipokhoz = kapcsolédé 4%-os baktériumdiverzitas-variaciot (5.
tablazat). Mig a H. oligactis egyedeken €16 baktériumkozosségek csak gyenge

68



klaszterez6dést mutattak, a H. circumcincta egyedeken el6fordul6 bakterialis
diverzitas nagyon eltérd volt (17A, B abra). Ezt az is bizonyitja, hogy a Bray-
Curtis elemzésen beliil a H. circumcincta baktérium kdzosségének tavolsaga
volt a legkisebb, ezt kovette a H. vulgaris (17C. abra). A H. oligactis
egyedeken é16 baktériumkozosségek belsé tavolsagai mutattak a legnagyobb
tavolsagokat, ami a bakteridlis asszocidciok kevésbé korlatozott sokféleségét
jelzi. Hasonlé tendenciat mutatott a H. oligactis magasabb alfa-diverzitasa a
H. circumcincta és a H. vulgaris mikrobiotajahoz képest (17D. abra), amit a
statisztika elemzés is alatamasztott, ha a kornyezeti kofaktorok elemzésével
korrigaltunk (6. tablazat). Hasonlé hatasok voltak megfigyelhet6k, ha
egyetlen populaciobdl szarmaz6 mintdkat kiilon elemeztiink, hogy a hatast
kornyezetileg hasonl6 koriilmények kozott teszteljik. PERMANOVA
analizist végeztiink az M89 és M90 populaciéban a fajok hatdsanak
meghatarozasara és a [(-diverzitds esetében szoros Osszefiiggését talaltunk
vele, ami a variabilitast 23%-at magyarazta meg. Ezenkiviil hasonl6 tendenciat
figyeltiink meg a H. oligactis esetében is a magasabb Shannon-indexekkel vald
Osszefiiggésében, de statisztikai szignifikanciat csak az M90 populacié
esetében talaltunk. A H. oligactis-t gyakrabban kolonizal6 bakterialis taxonok
a Bacteroididkhoz tartoztak, mig a H. circumcincta gyakrabban tarsult a
Rickettsialeshez. Erdekes médon a legtébb baktérium, amely kifejezetten a
harom faj kozil csak az egyikhez kapcsolédott (indikatorfaj), a
Betaproteobacteria-hoz tartozott.
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17. abra A gazdafajok hatsa a mikrobidlis diverzitasra a Hydra esetében. Az UMAP (A) és
PCA (B) ordinacios parcelldk a Bray-Curtis tdvolsag a mintdk fajok szerinti mérsékelt
csoportosulasat mutatjdk. A klaszterez6dést a Bray-Curtis-féle tavolsagok PERMANOVA
altali tesztelése tAmogatja (R? = 0,04, p <= 0,001 999 permutéci6val, egy- és tobbvaltozds
modellekkel). A Bray-Curtis tavolsagokra vonatkozo boxplot (C) a -diverzitas csokkenését
mutatja a H. circumcincta mintakon beliil a tobbihez képest, mig agy tlinik, hogy a H.
oligactis rendelkezik a legnagyobb eltérésekkel egy fajon beliil, ami azt jelzi, hogy a H.
oligactis képes valtozatosabb mikrobialis kozosség fenntartasara, mint a tobbi faj. A H.
circumcincta és a H. vulgaris kozotti kiilénbség altalaban kisebb, mint a t6bbi fajpéar kozott,
ami azt jelzi, hogy a két faj kozott hasonlobb mikrobiélis kozosségek alakultak ki. Az a-
diverzitast hasonloképpen befolyasolja a gazdafaj (p = 0,089 és p <= 0,001 az egyvaltozos
linedris modellnél, illetve tobbvaltozos linearis vegyes modellnél). A H. circumcincta
mutatta a legalacsonyabb a-diverzitast, amely szintén szignifikdnsan eltér a tobbi fajt6l.

Ezen kiviil megvizsgaltuk a polipok szaporodasi allapotat és azt, hogy ez
befolyasolja-e a mikrobiélis diverzitast. A szaporod¢ allatokat az ivarmirigyek
jelenléte (ivaros), a bimbok jelenléte (ivartalan) vagy mindkett6 hianya (nem
szaporodd) szerint osztalyoztuk. Altaldnossagban elmondhat, hogy a
szaporodasi allapotnak csak csekély hatasai voltak, amelyek tiikr6zodtek a
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mikrobidlis kozdsségben. Sem az UMAP, sem a PCA szaporodasi mod szerinti
klaszterez6dés nem volt egyértelmiien lathaté (18A, B abra) és a Bray-Curtis
tavolsagok valamivel kisebbek voltak a nem szaporodé allatokon beliil, mint
az 6sszes tobbi parositasnal (18C. abra). Ez a kis hatas kimutathat6 volt az
egyvaltozos PERMANOVA modellben (p = 0,0012, 2. tablazat), mig a
tobbvaltozos PERMANOVA modellben mar nem (p = 0,2848, 2. tablazat),
ami azt jelzi, hogy a mas tényezokkel valé 0sszefiiggések fontosabbak voltak
a kis kiilonbségek magyarazatahoz (pl. fajhozzarendelés). Hasonl6képpen, a
szaporodasi modnak csak csekély hatasait figyeltiik meg az a-diverzitasra
(18D. abra), ahol nem talaltunk tamogatast az egyvaltozos linearis modellben
a Shannon-indexen (p = 0,842, 3. tablazat). Erdekes médon kimutathaté
kiilonbség volt a szaporodashoz rendelt a-diverzitasban a tobbvaltozos linearis
vegyes modelliinkben (p = 0,007, 3. tablazat), amelyet az ivaros és ivartalan
allatok kozotti kiillonbség vezérelt. Az a- és [B-diverzitds kiilonbségeinek
vizsgalata az M89-es és M90-es populaciokban nem mutatott ki szignifikans
Osszefiiggést a szaporodasi modok és diverzitasi mutaték kozott, kivéve az
egyvaltozos PERMANOVA-t az M89 populaciéban. Ezt a kiilénbséget f6ként
a fajok kozotti kiilonbségek okoztdk, amelyek ebben az esetben tokéletes
kollinearitast mutattak a H. circumcincta fajazonossag és az ivaros szaporodas
kozott. A szaporodasi modok kozotti bakterialis dsszetétel nagyon hasonlo
volt, alig észrevehet§ kiilonbségekkel a  Betaproteobaktériumok
megjelenésében a nem szaporodo6 allatokban, mig a Rickettsialak valamivel
nagyobb abundanciaval tarsultak az ivaros polipokhoz, 6sszehasonlitva a toébbi
allapottal. Ennek megfelel6en csak néhany indikatorfajt azonositottunk és ezek
tobbsége a Betaproteobaktériumokhoz tartozik.
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18. abra A szaporodasi mdd hatasa a mikrobialis diverzitasra a Hydra esetében. A Bray-
Curtis eltérésre vonatkozé6 UMAP (A) és PCA (B) ordinaci6s diagramok nem mutatjak a
mintak csoportosulasat szaporodas modja szerint. Az egyvaltoz6s PERMANOVA azonban a
szaporodasi mod szignifikans hatdsat talalta a B-diverzitasra (R?2 = 0,01, p = 0,0012, 999
permutéci6). A tobbvéltoz6s PERMANOV A-eredmények azonban nem tdmasztjak ald a
Bray-Curtis-féle tavolsdgok szaporodasi allapot miatti kiilonbségek statisztikai hatasat (R? =
0,01, p = 0,2848, 999 permutaci6). Hasonléképpen, a Bray-Curtis tdvolsag (C) boxplotja
nem mutat jelentds kiilonbséget a szaporodasi allapotok kiilonb6z6 pérjai kozott. Az a-
diverzitast azonban befolyasolja a szaporodasi allapot egy tébbvaltozds linedris vegyes
modellben (p = 0,007), de ezt a hatast az egyvaltozés linearis modellek nem tamasztjak ala
(p =0,842).

A Curvibacter-ek mennyisége a gyiijtott Hydra polipokban

A Curvibacter a baktériumok egyik legelterjedtebb csoportja, amely a
laboratériumi koriilmények kézott a Hydra polipokat kolonizalja (Franzenburg
el al 2013). Mig a Curvibacter a legtébb mintavételezett Hydra-populaciéban
kimutathaté volt (19A abra), ennek a baktériumcsoportnak az abundanciaja
sokkal alacsonyabb volt, mint a laboratériumban tartott polipok esetében.
Erdekes médon a Curvibacter fajok jelenléte erdsen eltér a kiilonbozé
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hidrapopuléaciokon beliil (19A. abra), de nem a vizsgalt kornyezeti tényezok:
a viztest tipusa és tapanyagterhelése mentén (19B, C abra). A Curvibacterek
altalanos megoszlasa a kiilonb6z6 Hydra fajok kozott 6sszhangban volt a
korabbi laboratériumi kisérletek eredményeivel (Franzenburg és mtsai, 2013),
ahol a H. vulgaris nagyobb Curvibacter kolonizaciét mutatott (19D. abra).
Ugy tlint, hogy a szaporodasi méd csekély mértékben befolyasolja csak a
Curvibacter kolonizacié6 mértékét, mivel az ivarosan szaporodd polipok
mikrobialis kozosségében csak kicsit volt alacsonyabb a Curvibacter-ek
mennyisége (19E. abra).
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19. abra A Curvibacter, a Hydra laboratériumi térzseinek f6 kolonizaléja, kovetkezetesen
megtalalhat6 a természetes populaciokban é16 Hydra-mintakban. A Curvibacter fajok
jelenléte a kiillonb6z6 mintavételi helyek kornyezeti viszonyaitol fiigg (A) (Kruskal-Wallis, p
<0,001). A viz tapanyagterhelése (B) és a viztér tipusa (C) azonban nincs szignifikdns
hatéssal a kolonizalé Curvibacter mennyiségére (Kruskal-Wallis, p > 0,05). A H. vulgaris
polipok nagyobb ardnyban mutatjdk a Curvibacter-ek kolonizaciét (D) (Kruskal-Wallis, p
<0,001). Ugy tiinik, hogy a szaporodasi allapot csekély mértékben befolyasolja a Curvibacter
kolonizacié mértékét (E) (Kruskall-Wallis, p <0,002). CIR - H. circumcincta, OLI - H.
oligactis, VUL - H. vulgaris, ASEX - ivartalanul szaporodé egyedek, NR - nem szaporodd
egyedek, SEX - ivarosan szaporod6 egyedek.
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2.4.4. Diszkusszio

Ebben a tanulmanyban k6zép-eurdpai viztestekben é16 édesvizi hidra fajokban
(Hydra oligactis, H. vulgaris és H. circumcincta) vizsgaltuk a
gazdaszervezethez  tartoz6  baktériumok taxonOmiai  diverzitdsanak
valtozasaval 0Osszefiiggd tényezbéket. Megallapitottuk, hogy: el6szor is, a
Hydra populaciok jelent6sen kiilénboztek a baktériumok dsszetételében és a
populacié azonossaga a mikrobidlis a- és -diverzitas legfontosabb tényezdje.
Masodszor, az él6hely tipusa magyardazza a baktériumok diverzitdsanak
kiilonbségeit. Harmadszor, szignifikans kiilonbségeket észleltink a
baktériumok diverzitdsaban a gazdafajok kozott (a legkevésbé valtozatos a H.
circumcincta-ban volt). Negyedszer, a szaporodasi mod (ivaros vs. ivartalan)
esetében nem talaltunk erds hatast a bakterialis 6sszetételre.

Az adott populacié azonossag a legfontosabb tényezdének bizonyult, amely
megmagyarazza a Hydra-gazdaszervezetekhez kapcsolodd baktériumok
kozosségének sokféleségét. Ez a megfigyelés némileg meglepd, tekintettel
arra, hogy a mintavétel foldrajzi kiterjedése nem volt tul nagy (a legtavolabbi
populacidk kozott is csak kb. 460 km volt) és a mintavételi helyek tobbnyire
hasonlé élGhelytipusok (alfdldi viztestek) voltak. Ezenkiviil ismert, hogy a
Hydra kiilonallé és nagyon specifikus mikrobafajokat tartalmaz (Fraune és
Bosch 2007, Franzenburg és mtsai 2013; ez a tanulmany), amelyek részben
vertikalisan terjednek at a sziil6kr6l az utédokra (Fraune és mtsai, 2010), ami
arra utalhat, hogy a mikrobiota 6sszetétele generaciokon at 6roklédik, nem
pedig a kornyezetb6l szarmazik. Mindazonaltal tgy tlinik, hogy a kiilonb6z6
élohelyekre jellemz6 mikrobialis kozosségek atmenetileg kolonizaljak a
hidrakat, ami végil hosszi tavi asszociaciokat eredményezhet a
baktériumokkal, amelyek vagy hozzaadodnak a gazdaspecifikus mikrobakhoz,
vagy helyettesitik azokat. Példaul, ha funkciondlisan hasonld, de
taxonomiailag eltér6 baktériumok vannak jelen kiilonb6z6 él6helyeken, akkor
a Hydra egyedek taxondmiailag eltér6, de funkciondlisan nagyon hasonlé
mikrobakozosségekhez  juthatnak. A mikrobidlis 0Osszetételben az
eredményeinkhez hasonlé populéacié-specifikus valtozast vizi gerinceseknél is
leirtak mar és az egymassal Osszefiiggd kornyezeti feltételek, példaul
hémérséklet, foldrajzi helyzet, vizmindség és kémia valtozasanak
eredményeként magyaraztak, amelyek befolyasoljak a helyi mikrobialis
kozosségek Osszetételét és igy végs6 soron a gazdaszervezethez kotddo
mikrobakat (attekintése: Sehnal és mtsai, 2021).

Ezenkiviil a populacionak a mikrobiélis sokféleségre gyakorolt hatasa tovabb

fokozodhat a gazdaszervezet genetikai differencidlédasa révén (példaul a
populaciok kozotti korlatozott génaramlas miatt). Ha a gazdapopulacié
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izolalédik, akkor az eredeti mikrobidlis Osszetételiik is differencidlédhat a
mikrobidlis taxonok sztochasztikus elvesztése és novekedése, illetve a
gazdaszervezet genetikai és immunitasbeli adaptiv kiilénbségei miatt (Chaston
és mtsai 2016, Glasl és mtsai, 2019). Ebben az esetben a mikrobialis
Osszetételben és diverzitasban mutatkoz6 populacids kiilonbségek a
gazdaszervezet evolucios torténetét és populacioszerkezetét tiikkrozhetik. Bar
jelenleg nem tudjuk teljesen kizarni ezt a lehetGséget, egy korabbi H. oligactis-
on végzett populaciégenetikai vizsgalatunk alapjan csak igen korlatozott
térbeli genetikai strukturaltsdg volt megfigyelhetd néhany, ebben a
vizsgalatban is mintavételezett populacioban (Miklos és mtsai, 2021). Ezért
valésziniitlennek tartjuk, hogy a populacié szerkezete vagy a gazdaszervezet
genotipusanak kiilénbségei magyarazzak a mikrobialis diverzitas populacio
fligg6ségét.

Azt is meg kell jegyezniink, hogy az ebben a tanulmanyban kimutatott
gazdaszervezethez kapcsol6dd baktériumok sokfélesége olyan taxonok
jelenlétéb6l eredhet, amelyek csak atmenetileg kapcsolédnak a
gazdaszervezethez. Példaul, ha lokalisan jelenlév6 bakteridlis taxonok
(amelyek a vizben, a szubsztratumokon, amelyekhez a polipok kétédnek, vagy
az altaluk fogyasztott taplalékban talalhatok) megtelepednek a polipok
felszinén vagy talpkorongjan, esetleg felhalmozdédnak a gasztralis tiregiikben.
Ezt a lehetGséget a jovOben laboratoriumi vizsgalatokkal lehetne felderiteni,
pl. kiilonb6z6 helyekrdl mintavételezett polipokat hasonl6 koriilmények kozott
(azonos kozegben és taplalékon) tartva, majd megvizsgalva, hogy az azonos
kornyezeti feltételek mellett fennmaradnak-e a mikrobakozosségiikben
mutatkozo kiilonbségek. Az ilyen atmenetileg asszocialt taxonok azonban nem
magyarazhatjak meg a tanulmanyban megfigyelt faji kiilonbségeket, mivel a
kiilonbdz6 fajokhoz tartozé polipokat gyakran ugyanabbol a populaciébol
gyljtottiik (lasd alabb). Tovabba, bar az atmenetileg asszocialt mikrobialis
taxonokat gyakran nem tekintik fontosnak és a legtdébb tanulmany az
ugynevezett ,,mag” mikrobialis kézosségre 6sszpontosit, a legtijabb kutatasok
azt mutatjak, hogy az ilyen atmenetileg asszocialt mikrobialis fajok erdsen
befolyasolhatjik a gazdaszervezetet (Amor és mtsai, 2020). Eppen ezért az
altalunk megfigyelt populaciés kiilonbségek a mikrobialis diverzitasban fontos
funkcionalis kdvetkezményekkel jarhatnak a gazdaszervezet szamara, bar ezt
az elképzelést a jovOben kisérletileg is tesztelni kell.

Tekintettel arra, hogy a mintavételi hely identitasa olyan fontos hatassal volt a
mikrobialis diverzitasra, mi lehet ezeknek a kiilénbségeknek a hajtéereje? A
kiilénb6z6 éléhelytipusokbol gytijtétt Hydra polipok mikrobialis diverzitasat
Osszehasonlitva azt talaltuk, hogy a trofikus szint és a viztest tipusa (azaz
alloviz vs. vizfolyas) szignifikansan befolyasolta a mikrobidlis diverzitast az
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elérejelz6 modelljeinkben, igy az vizfolyasok és/vagy alacsonyabb trofitast
él6helyek csokkentették a hidrak mikrobialis diverzitasat. Ez arra utal, hogy az
élohely fizikai tulajdonsagai vagy az eutrof/hipertrof viztestek magasabb
tapanyagtartalma megvaltoztathatja a gazdaszervezethez kapcsolodo
baktériumok sokféleségét, példaul azaltal, hogy befolyasoljak az ezeken az
éléhelyeken jelen 1év6 és az ott él6 allatokat kolonizalni képes baktérium
taxonok szamat és metabolikus funkciojuk sokféleségét (Dickerson és
Williams 2014, Kiersztyn és mtsai, 2019). Hasonl6 megfigyeléseket végeztek
korabban kisérletileg mddositott tapanyagterhelés mellett is, pl. korallokban
(Jessen és mtsai, 2013, Shaver és mtsai, 2017). Meg kell azonban emliteniink,
hogy adataink alapjan nehéz egyértelmtien felismerni a kiilonb6z6 él6helyi
jellemz6k szerepét a mikrobialis diverzitds elémozditasaban, mivel a két
kategorizalas (egyrészt trofikus szint, masrészt alloviz vs. vizfolyas) korrelal
egymassal, egyes esetekben a faktorszintek teljes elkiiloniilésével (pl. minden
mezoeutrof él6hely a vizfolyas kategéridba tartozott). Ezért a jovoObeli
vizsgalatokhoz kiegyensulyozottabb mintavételre lesz sziikség a kiilonb6z6
éléhelytipusokbdl, hogy egyértelmiien meg lehessen dllapitani, hogy az
él6hely, mely jellemz6i befolyasoljak a mikrobialis sokféleséget. Masrészt
figyelemre méltd, hogy a magyarazhat6 diverzitas a -diverzitasban a viztest
tipusara és a trofikus allapotra vonatkozoan alacsony (4%, illetve 3%) a
populaciéhoz rendelhetd valtozékonysaghoz (41%) képest, ami azt jelzi, hogy
az altalunk értékelteken kiviil mas kornyezeti tényezdk is hozzajarulnak a
mikrobi6ta felhalmozodasdhoz a Hydra-ban. Tekintettel arra, hogy a viztest
trofikus szintjei nagy hatassal vannak a szabadon él6 baktériumok
sokféleségére (Dickerson és Williams 2014, Kiersztyn és mtsai, 2019), ugy
tinik, hogy ez kevésbé lényeges a Hydra-hoz kapcsol6do baktériumok
szamara. Lehetnek él6hely-specifikus Bdellovibrio baktériumok és hasonld
organizmusok (BALO-k), amelyek a diverzitas valtozasanak egy részét
magyarazhatjak. A BALO-kat ragadoz6 baktériumokként irtak le, amelyek
mas Gram-negativ baktériumokkal taplalkoznak (Sockett, 2009) és
Osszefiiggésbe hoztdk a baktériumok sokféleségének novekedésével, ha jelen
vannak a kiilénb6z6 metazoak mikrobialis k6zdsségében (Johnke és mitsai,
2019). A BALO-k abundancidjdban és fajprevalencidjaban mutatkozé
kiilonbségek a vizsgalt él6helyeken igy hozzajarulhatnak a megfigyelt
diverzitasbeli kiilonbségekhez.

Azt is megallapitottuk, hogy a mikrobialis diverzitast a gazdafajok jelentsen
befolyasoltdk, még a populaciéra val6 kontrollalas utan is, ami arra utal, hogy
a fajok kozotti kiilonbségek konzisztensek. A vizsgalatunkban szerepld harom
kiilonallé fajhoz tartoz6 polipok gyakran egyiitt fordultak el6, néha fizikailag
nagyon kozel egymashoz, akar ugyanazon a szubsztratdarabon. Ezért az eltér6
mikrobiotajuk nagy valosziniiséggel fajspecifikus gazda-mikréba tarsuldsok
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eredménye. A specifikus mikrobialis taxonok és a gazdaszervezetek kozotti
hasonl6 konzisztens asszociacios mintazatokat szamos allatcsoportban leirtak
mar, a szivacsoktol az eml6sokig (Yildirim és mtsai 2010, Lee és mtsai 2011,
Carlos és mtsai 2013, Brooks és mtsai, 2016, Youngblut és mtsai, 2019) és
A fajspecifikus mikrobidlis 6sszetételt korabban a Hydra esetében is leirtak
mar (Fraune és Bosch 2007, Franzenburg és mtsai, 2013). Megfigyeléseink
megerdsitik Fraune és Bosch (2007) megfigyeléseit a nagyobb mintaméret és
a szélesebb foldrajzi hatokor tekintetében, amely igy tobb hidrapopulaciét is
magaba foglalt.

Baér szignifikans kiilonbségeket észleltiink a gazdafajok kozott, a fajok kozotti
eltérések viszonylag kicsik voltak (alacsonyabbak, mint a populaciék kdzotti
eltérések). A harom faj koziil a legkisebb mikrobidlis diverzitds a H.
circumcincta esetében, a legnagyobb a H. oligactis esetében volt
megfigyelhet6. Ezenkiviil azt talaltuk, hogy a H. circumcincta mikrobialis
Osszetétele konzisztensebb volt a masik két fajhoz képest. Ez a faj
filogenetikailag a legkiilonb6z6bb a harom koziil (Schwentner és Bosch 2015)
és biologiailag is kiilonbozik a tobbitél (pl. szimultdn hermafrodita; Reisa
1973), ami lehetséges magyarazatot kinal eltér6 mikrobidtajukra. A viszonylag
alacsony fajok kozotti eltérések megfigyelése egy kdzelmultbeli tanulmanyt
tiikkroz, amely korlatozott differencialodast talalt a taxonomiailag valtozatos,
de egyiitt 1étez6 édesvizi zooplankton szervezetek mikrobiotdja kozott (Eckert
és mtsai, 2021). Erdekes médon, mig egyes populaciékban a harom Hydra faj
vilagosan differencidlt mikrobiom &sszetételt mutatott, mas esetekben nem
volt ilyen kiilonbség, ami arra utal, hogy a gazdafajok és a mintavételi hely
kozotti kdlcsonhatas magyarazatot adhat a mikrobidlis diverzitas eltéréseire a
Hydra-ban. Mivel ebben a vizsgélatban a H. oligactis volt a legelterjedtebb faj,
a nagyobb mikrobialis diverzitasa a valtozatosabb kornyezetnek valo kitettség
eredménye lehet. Alternativ magyarazatként az ellenkezbje is igaz lehet,
vagyis a valtozatosabb mikrobiéta nagyobb alkalmazkodoképességet és
kolonizacios képességet biztosit a gazdanak a valtozatosabb élGhelyeken
(Voolstra és Ziegler 2020). Ismét meg kell jegyezniink, hogy a fajok hatéasa az
a- és P-diverzitasra kicsi a populdciok hatasahoz képest. Ebbdl arra a
kovetkeztetésre juthatunk, hogy a fajspecifikus kiilonbségek nagyon erések, de
kornyezetfiiggé kontextusban valésulnak meg — ami végiil is a mikrobialis
diverzitas f6 prediktora a Hydra-hoz kapcsolédd baktérium kozosségek
esetében. Azonban még ha a fajok kozotti kiillonbségek kicsik is,
funkcionalisan fontosak lehetnek. Példaul a Hydra-kal végzett laboratoriumi
kisérletekben az egyes bakteridlis taxonok fontos fitnesz el6nyoket
biztosithatnak a gazdaszervezet szamara (Fraune és mtsai, 2015, Taubenheim
és mtsai, 2020).
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A mintavételi helyhez és a gazdafaj azonossagahoz képest a Hydra polipok
szaporodasi allapota kevésbé tlint fontosnak a mikrobidlis diverzitas
meghatarozasaban. Szignifikans kiilonbséget vartunk az ivaros és ivartalan
polipok kozott, mivel az ivaros egyedek fizioldgiaja jelent6sen eltér az
ivartalanokétol. Ezt a kiilonbséget az a-diverzitasban egy tobbvaltozos
modellben észleltiilk az 0sszes tobbi kovarians figyelembevételével, ez a
kiilénbség nagyon gyenge volt, ami azt jelzi, hogy a szaporodasi mod csak
marginalis hatdssal van a mikrobiélis kozosségre. A H. oligactis esetében az
ivaros szaporodas a csokkent regeneracios képességgel, a szomatikus Gssejtek,
a taplalékfelvételben részt vevé nematocitak és az idegsejtek kimeriilésével,
valamint a mortalitasi kockazat novekedésével jar (Yoshida és mtsai, 2006,
Sebestyén és mtsai, 2018, Tomczyk és mtsai, 2020, Ngo és mtsai, 2021). A
Hydra idegsejtjei kiemelked6en részt vesznek a mikroba k6zdsség dsszetételét
alakit6 antimikrobialis peptidek eldallitasaban (Augustin és mtsai, 2017), ezért
elvesztésiik varhatéan hatassal lesz a mikrobialis Osszetételre. Ezenkiviil a
fejl6éd6 petékkel ivarosan szaporodé Hydra jelent6sen megnovekedett a
periculin antimikrobialis peptid expressziot mutat, amely aktivan alakitja a
fejlédé embrié mikrobialis Osszetételét, mikozben az még a sziilallathoz
kotodik (Fraune és mtsai, 2010). Végiil egy korabbi vizsgalat lényeges
kiilonbségeket mutatott ki a Potamopyrgus antipodarum csiga ivaros és
ivartalan egyedei kozott (Takacs-Vesbach és mtsai, 2016). Mindazonaltal csak
csekély eltérést talaltunk az ivartalan és ivaros Hydra polipok mikrobialis
diverzitasaban, ami azt jelzi, hogy a fent leirt fiziologiai valtozasok csak
korlatozott hatdssal vannak a teljes mikrobialis diverzitasra. Masrészt az is
lehetséges, hogy az altalunk gyjtott ivaros egyedek az ivaros fejlédés korai
szakaszaban voltak (mivel az ivaros szaporodasi iddszak kezdetén
mintavételeztiink) és a fiziologiai kiilonbségek igy még nem voltak olyan
kifejezettek, hogy a mikrobidlis dsszetételben kiilénbséget generaljanak.

Osszefoglalva, természetes populaciokbdl gyiijtott Hydra polipok nagy
adatkészletének felhasznalasaval azt talaltuk, hogy a gazdaszervezethez
kapcsolodo baktériumok diverzitasanak valtozasa els6sorban a helyi
kornyezettel fiigg 0ssze és az eutrofizacié potencialisan szerepet jatszhat a
mikrobidlis diverzitds novelésében. Ezen tulmenden, a mikrobialis 0sszetétel
jelent6sen eltérd a kiilonb6z6 gazdafajok szerint és a H. circumcincta hordozta
a legkevésbé valtozatos és legkonzisztensebb mikrobakozosségeket. Ezzel
szemben a gazdaszervezet szaporodasi modja nem magyarazza meg a
mikrobialis diverzitds valtozasait. Azok a mechanizmusok, amelyeken
keresztiil a helyi kérnyezet kolcsonhatasba 1ép a gazdafajjal/genotipussal a
mikrobiota 0sszeallitasa soran, tovabbra is érdekes témat jelent, a rendszer
tovabbi vizsgalataihoz.
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3. Osszefoglalas

Doktori dolgozatomban elssorban a molekularis genetika segitségével
igyekeztem feltarni a Karpat-medencei édesvizi hidrdk populdciégenetikai,
szaporodasbioldgiai tulajdonsagait és mutualisztikus kapcsolatait. Ezt munkat
4 tanulmanyon keresztiil végeztem el melyekbdl, az 1. tanulmany a hazai
populaciok populaciégenetikai szerkezetét vizsgalta, az allatok szaporodasi
stratégiainak szempontjabol, valamint az ezzel kapcsolatos genetikai
differenciaciot. A 2. tanulmany egy altalunk régdéta vizsgalt populaciébol
szarmazo egyedek szaporodasi stratégianak pontosabb megértését (ivaros
késziiltségi allapot) célozta laboratériumi vizsgalaton keresztil. A 3.
tanulmany az el6z6 tanulmanyban azonositott szaporodasi stratégiakat
vettette 6ssze az egyedek genotipusaval. A 4. tanulmany a karpat-medencei
hidrapopulaciok mikrobiom 6sszetételének és diverzitdsanak megismerését
célozta meg, a lehetséges befolyasold kiilsd és bels6 hatétényez6k azonositasa
és hatdsanak kimutatdsa mellett. Aldbb részletezem a legfontosabb
kovetkeztetéseinket, tanulmanyainkra lebontva.

Az els6 tanulmanyunk célja az volt, hogy megvizsgaljuk a kiilonb6z6
parhuzamosan létez6 szaporodasi stratégiak (ivartalan és ivaros) genetikai
hatterét és differencidlodasat a Hydra oligactis természetes populacidiban.
Megallapitottuk, hogy egyértelmii bizonyitékok vannak a szaporodasi mod
fenotipikus plaszticitasara (a klénoknak azonositott polipok szaporodasi
modjai eltéréek voltak) és nem volt észlelhet6 genetikai struktura a
szaporodasi mad tekintetében (az ivaros polipok nem mutattak kiilonbséget az
ivartalan polipokt6l). Emellett magas genetikai rokonsagot talaltunk a
populaciék kozott (masodrendii rokonsagot észleltiink a tavoli populacidkhoz
tartozd egyedek kozott is) és két latszolagos nemvaltast is megfigyeltiink
(azonos klonalis szarmazasu himek és nostények). Ezenkiviil nem talaltunk
bizonyitékot a kriptikus fajok létezésére a Karpat-medencei H. oligactis
populaciokban.

A masodik tanulmanyban megvizsgaltuk a tavasszal és Osszel gylijtott
polipokbdl alapitott, standard laboratériumi koériilmények kozott tartott H.
oligactis torzsek ivaros szaporodasra vonatkozd késziiltségi allapotat.
Megallapitottuk, hogy ugyanaz a kornyezeti jelzés, amely a tél bealltat jelzi,
eltérd reakciokat valt ki a tavasszal és Osszel gylijtott torzsekben. Az Gsszel
gyljtott polipokbdl szarmaz6 torzsek ivaros szaporodasra vonatkozd
késziiltsége magasabb volt: nagyobb aranyban mentek at ivaros szaporodason
és tobb mint egy héttel kevesebb id6be telt, mire megindult a gonadogenezisiik.
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A harmadik tanulmanyunk célja az volt, hogy az el6z6 vizsgalatban is
szerepld H. oligactis populacio genetikai 0sszetételének szezonalis valtozasat
vizsgaljuk meg, valamint dsszevessiik az egyedek ivaros késziiltségi allapotat
a genotipusokkal. Sikeriilt kimutatnunk korlatozott valtozasokat a populacio
szezonalis genetikai Osszetételében és ezentil megallapitottuk, hogy egyes
hidraklénvonalak évek és évszakok kozott is fennmaradhatnak (tilélhetnek).
Tovabba azt is megallapitottuk, hogy a kiilénb6z6 genotipusok ivaros
szaporodasi gyakorisdgukban kiilonboznek egymastél. Végiil a fenti
kiilonbségek nem befolyasoltak, hogy ezek a genotipusok tijra megjelennek-e
a mintavételek (évszakok és évek) kozott.

Az utolsé tanulmanyunkban kozép-eurdpai viztestekben €16 édesvizi hidra
fajokban (H. oligactis, H. vulgaris és H. circumcincta) vizsgaltuk a
gazdaszervezethez  tartoz6  baktériumok taxonomiai  diverzitasanak
valtozasaval Osszefiiggé kiils6 (viztest tipusa) és belsé tényezdket (faji
hovatartozas, szaporodasi allapot). Megallapitottuk, hogy a Hydra populaciok
jelent6sen kiilonboztek a hordozott baktérium kozosség Osszetételében és a
populacié azonossaga a mikrobidlis - és B-diverzitas legfontosabb tényezdje.
Ezen tilmenden kimutattuk, hogy az él6hely tipusa er6teljesen magyarazza a
baktériumok diverzitasanak kiilonbségeit. Szignifikans kiilonbségeket
észleltiink a baktériumok diverzitdsaban a gazdafajok kozott (a legkevésbé
valtozatos mikrobiomkézosség a H. circumcincta esetében volt). Végiil a
szaporodasi modnak (ivaros vs. ivartalan) nem taldltunk erés hatasat a hidrak
dltal hordozott bakteridlis kozosségek —Osszetételére.  Osszeségében
megallapitottuk, hogy az a- és B-diverzitasra a legerésebben a mintavételi hely
(populacid) van hatassal, ezt koveti a viztest tipusa, mig a gazdatényezok (faj
és szaporodasi méd) jéval gyengébb, de konzisztens hatast gyakoroltak a
bakterialis diverzitasra. Az eredmények azt mutattak, hogy a kdrnyezeti
tényezok a legerdsebben a mikrobaktzosség valtozasaihoz kapcsolddnak,
mikozben a baktériumkozosségek szerkezete tovabbra is kifejezetten a
gazdafajokat tiikrozik.
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4. Summary

In my doctoral dissertation, I explored the population genetic, reproductive
biological properties and mutualistic relationships of freshwater hydras in the
Carpathian Basin, primarily with the tools of molecular genetics. I carried out
this work through 4 studies, the 1. study of which examined the population
genetic structure of the Hungarian populations in terms of the reproductive
strategies of the animals and their related genetic differentiation. The 2. study
aimed at a more accurate understanding of the reproductive strategy (sexual
readiness) of individuals from a population we have long studied through
laboratory testing. The 3. study compared the reproductive strategies observed
in the previous study with the genotype of the individuals. The 4. study aimed
to understand the microbiome composition and diversity of the Carpathian
Basin Hydra populations, while identifying the potential external and internal
influencing factors. I detail our main conclusions below, broken down into our
studies.

The aim of our first study was to investigate the genetic background and
differentiation of different coexisting reproductive strategies (asexual and
sexual) in natural populations of Hydra oligactis. We found that there is clear
evidence for the phenotypic plasticity of the mode of reproduction (the modes
of reproduction of the polyps identified for the clones were different) and no
genetic structure was observed for the mode of reproduction (sexual polyps
showed no difference from asexual polyps). In addition, high genetic
relatedness was found between populations (a second-order relationship was
also observed between individuals belonging to distant populations) and two
apparent sex changes were observed (males and females 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.

In the second study, we examined the readiness for sexual reproduction of H.
oligactis strains based on polyps collected in spring and autumn under standard
laboratory conditions. We found that the same environmental signal that
indicates the onset of winter elicits different reactions in the strains collected
in spring and autumn. Strains derived from collected hydras 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.

The aim of our third study was to investigate the seasonal variation in the
genetic composition of the H. oligactis population included in the previous
study and to compare the sexual readiness of the individuals with their
genotypes. We have been able to detect limited changes in the seasonal genetic
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composition of the population and have henceforth found that some hydra lines
can persist between years and seasons. Furthermore, 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).

In our last study, we examined external (water body type) and internal factors
(species affiliation, reproductive status) related to changes in the taxonomic
diversity of host microbes in freshwater hydra species (H. oligactis, H.
vulgaris, and H. circumcincta) living together in Central European water
bodies. We found that Hydra populations differed significantly in the
composition of the carried bacterial community and that population identity
was a major factor in microbial a- and -diversity. In addition, we have shown
that habitat type strongly explains the differences in bacterial diversity.
Significant differences in bacterial diversity were observed between host
species (the least varied in H. circumcincta). Finally, we found no strong effect
of the mode of reproduction (sexual vs. asexual) on the composition of the
bacterial community of hydras. Overall, a- and B-diversity were found to be
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. The results showed
that environmental factors are most strongly associated with changes in the
microbial community, while the bacterial communities still specifically reflect
the host species.
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