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I. Bevezetés, célkitűzések 

A kovaalgák, mint elsődleges termelők, alapvető szerepet töltenek be a vízi ökoszisztémák 

életében, fontos tagjai mind a fitoplankton, mind a fitobentosz közösségeknek, a vízminőség 

indikátorai. Hagyományosan a kovaváz (frusztulum) morfológiai jellegzetességei alapján 

rendszerezik ezeket az élőlényeket (Round és mtsai. 1990). A fajok morfológiai alapú 

meghatározása azonban nagy tapasztalatot, emellett gyakran pásztázó elektronmikroszkópos 

vizsgálatot igényel. Ráadásul egyes fajok nagymértékű morfológiai variabilitása illetve 

fenotípusos plaszticitása is megnehezítheti a határozást. A kovaalgák tanulmányozásában 

ezért egyre inkább tért hódítanak a molekuláris biológiai módszerek, egyrészt az evolúciós 

vizsgálatokban, másrészt a fajok elválasztását és azonosítását illetően. Ez utóbbi területen 

használhatóak az ún. DNS vonalkódok (Hebert és mtsai. 2003), melyek rutinszerű gyakorlati 

alkalmazásának kidolgozása jelenleg is zajlik (pl. Zimmermann és mtsai. 2015).  

Doktori munkám során kiemelten két planktonikus kovaalga faj/fajkomplex (Skeletonema 

potamos, 1./A. ábra és Cyclotella ocellata, 1./B. ábra) filogenetikai illetve DNS vonalkód 

elemzésével foglalkoztam, melyet morfológiai és ökológiai vizsgálattal egészítettem ki. 

A Skeletonema potamos (C.I. Weber) Hasle a Duna nyári fitoplankton közösségének 

meghatározó tagja (Kiss és mtsai. 1994), emellett a Tisza fitoplanktonjának is jellegzetes 

eleme. Ez az eredetileg Microsiphonia potamos C.I. Weber néven leírt faj az egyetlen igazi 

édesvízi tagja az elsősorban tengeri fajokat magába foglaló Skeletonema Greville 

nemzetségnek (Kiss és mtsai. 2012). 

A C. ocellata Pantocsek Magyarországon igen elterjedt, számos vizünkben előforduló, 

jellegzetes, gyakran meghatározó (pl. Balaton) tagja a fitoplanktonnak. Nagy morfológiai 

variabilitást mutat, és gyakran képez folytonos morfológiai átmenetet más fajokkal, például a 

C. comensis Grunow komplex tagjaival valamint a C. trichonidea A. Economou-Amilli fajjal. 

Emiatt több szerző (pl. Edlund és mtsai. 2003) úgy véli, hogy a C. ocellata és közel rokon 

fajai egy fajkomplexbe tartoznak. A csoport tagjainak mikroszkópos elkülönítése nehéz (pl. 

Teubner 1995). 

A C. ocellata más szempontból is érdekes. A korábbi morfológiai vizsgálatok azt mutatták, 

hogy a Cyclotella (Kützing) Brébisson nemzetség leírása túl általános, ezért új morfológiai 

kritériumok szerint recens és fosszilis taxonok alapján új nemzetségeket írtak le. Továbbá 

molekuláris biológiai elemzések (pl. Alverson és mtsai. 2007, Jung és mtsai. 2010) 

bizonyították, hogy a Cyclotella nemzetség nem monofiletikus: a C. ocellata és C. bodanica 

Eulenstein ex Grunow valamint a Discostella ág elkülönült a C. meneghiniana Kützing 

csoporttól. Mindezek alapján az eredeti Cyclotella nemzetség négy utódnemzetségre vált szét: 
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Cyclotella sensu stricto, Discostella V. Houk et R. Klee (Houk és Klee 2004), Tertiarius H. 

Håkansson et G. Khursevich (Håkansson és Khursevich 1997) és Lindavia (Schütt) De Toni 

et Forti (Nakov és mtsai. 2015). A morfológiai vizsgálatokkal ellentétben az eddigi 

molekuláris biológiai elemzések jóval kevesebb taxonra terjedtek ki, a Lindavia ágon eddig 

csak két fajt (Cyclotella ocellata és C. bodanica) vontak filogenetikai vizsgálatba. Azonban e 

két faj kapcsolatát nem vizsgálták, ezért eldöntetlen maradt a kérdés, hogy ezek valóban 

ugyanabba a nemzetségbe tartoznak-e. 

 

 

1. ábra: A vizsgált fajok pásztázó elektronmikroszkóppal készült képe. A: Skeletonema potamos, 

skála: 2 µm; B: Cyclotella ocellata, skála: 2,5 µm. 

 

Munkám során a következő kérdésekre kerestük a választ a fent említett három téma köré 

csoportosítva: 

1. A Skeletonema potamosra vonatkozó kérdések: 

 Hol helyezkedik el a faj a filogenetikai fán? 

 Előfordulását, mennyiségi eloszlását milyen környezeti tényezők befolyásolják? 

2. A Cyclotella ocellata/Cyclotella comensis komplexre vonatkozó kérdések: 

 Milyen morfológiai csoportok különíthetők el a komplexen belül? Ezek előfordulása 

milyen környezeti változókhoz kapcsolódik? 

 A morfológiai eltérésekhez DNS-szekvencia különbségek is társulnak? 

3. A Cyclotella nemzetség filogenetikájára vonatkozó kérdés: 

 A C. ocellata és a C. bodanica egy nemzetségbe (Lindavia) sorolható-e? 
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II. Anyag és módszer 

II.1. Skeletonema potamos vizsgálata 

1979 óta heti rendszerességgel történik mintavétel a Dunából Gödnél a fitoplankton 

összetételének és biomasszájának vizsgálatára, valamint fizikai és kémiai változók mérésére. 

Ezeket az adatokat használtuk a S. potamos ökológiai vizsgálatára. A S. potamos relatív 

abundancia és biomassza adatokat összevetettük a környezeti változókkal lineáris kevert hatás 

modell segítségével (R program nlme csomag). Fény- és elektronmikroszkóppal vizsgáltuk a 

faj morfológiáját.  

DNS-vizsgálatra egy, a Dunából Gödnél és egy, a Tiszából Tiszaújvárosnál vett mintát 

használtunk fel. A dunai mintából mikromanipulátorral inverz fénymikroszkóp alatt S. 

potamos sejteket izoláltunk, és ezekből centrifugálással nyers lizátumot készítettünk. A tiszai 

mintából, mivel kevés S. potamos sejtet tartalmazott, közösségi DNS-t vontunk ki szilika 

oszlopon történő tisztítást tartalmazó eljárással (Qiagen DNEasy Plant Mini Kittel). A 

mintákból két sejtmagban kódolt (18S rDNS és 28S rDNS) és két kloroplasztisz genomban 

kódolt (rbcL és psbC) gén egy-egy szakaszát szaporítottuk fel polimeráz láncrekció (PCR) 

segítségével és az amplikonokat szekvencia-analízisnek vetettük alá. Erre a célra Skeletonema 

nemzetségre specifikus primereket terveztünk a National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) GenBank adatbázisából letölthető szekvenciák alapján. A kapott 

szekvenciákat az adatbázisból letöltött szekvenciákhoz és a Missouriból származó S. potamos 

tenyészet ismeretség útján megkapott, de még nem publikált szekvenciáihoz illesztettük 

(MEGA5.05 illetve 6 programmal), és Bayes-módszerrel (MrBayes 3.2 programmal) 

filogenetikai elemzést végeztünk. 

Szakirodalmi adatok alapján elkészítettük a S. potamos elterjedési térképét ESRI ArcInfo 

9.3 GIS programmal.  

 

II.2. Cyclotella ocellata/C. comensis komplex vizsgálata 

Vizsgálatainkhoz tíz víztestből (Balaton, Himódi, Dunaharaszti, Nyékládházi, 

Hegyeshalmi Szanyi bányató, Csiszlói-tó, a horvátországi Visovac-tó, a törökországi İnli 

forrás és Yalovai patak) származó mintákat használtunk, melyeket pásztázó 

elektronmikroszkóppal vizsgáltunk, és ennek során a C. ocellata/C. comensis komplex 

tagjairól készítettünk felvételeket. A képeken tíz morfometriai paramétert mértünk le illetve 

számoltunk meg. A morfológiai vizsgálat alapján morfotípusokat különítettünk el, melyeket 

morfometriai paramétereik alapján diszkriminancia analízissel (CVA, Past 2.16 programmal) 

hasonlítottunk össze. Spearman-féle rangkorrelációt számoltunk (szintén Past 2.16 
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programmal) a környezeti változók és a CVA-val elkülönített csoportok (morfofajok) relatív 

abundanciája, valamint a morfometriai paraméterek mintánként átlagolt értékei között. 

Nyolc mintán végeztünk DNS-vizsgálatot. Azokból a mintákból, melyekben az 

elektronmikroszkópos vizsgálat során a C. ocellata/C. comensis komplexnek csak az egyik 

tagját láttuk (és nem láttunk más Thalassiosirales fajt), közösségi DNS-t izoláltunk DNEasy 

Plant Mini Kittel. Azokból a mintákból, melyekben nemcsak az egyik vizsgált faj volt jelen 

(Nyékládházai bányató, Visovac-tó), mikromanipulátorral sejteket válogattunk, melyekből 

centrifugálással, hődenaturálással és enzimatikus emésztéssel nyers lizátumot nyertünk. A 

mintákból parciális 18S rDNS és rbcL szekvenciákat nyertünk ki PCR, majd az azt követő 

szekvencia-elemzéssel. Ehhez az előző vizsgálatban tervezett primerek közül, a több 

Thalassiosirales faj szekvenciáira is illeszkedő primereket használtuk. Az azonos 

szekvenciákat típusokba soroltuk, a különböző szekvenciatípusok közti eltérések kifejezésére 

p-távolságot számoltunk, illetve Bayes- és maximum likelihood módszerrel filogenetikai 

elemzést végeztünk. 

 

II.3. A C. ocellata filogenetikai vizsgálata 

Ebben a kutatásban a C. ocellata/C. comensis komplex vizsgálatához használt minták egy 

részét valamint külföldi kutatóktól kapott mintákat és szekvenciákat használtunk. A kérdés 

megválaszolására, hogy a két faj egy nemzetségbe (Lindavia) tartozik-e, bővítettük az 

elemzésbe bevont taxonok számát a C. comensis csoport tagjaival és a Lindavia radiosaval, 

melyek a diagnosztikus morfológiai bélyegeikben a C. ocellatához (előbbi) illetve a C. 

bodanicához (utóbbi) hasonlóak. A mintákat fény- és elektronmikroszkóp alatt is 

tanulmányoztuk. Parciális 18S rDNS és rbcL szekvenciáinkat a GenBank adatdázisból 

letöltöttekhez illesztve p-távolságot számoltunk a nemzetségeken belül illetve között, 

valamint Bayes- és maximum likelihood módszerrel filogenetikai elemzést végeztünk. 

 

III. Új tudományos eredmények  

III.1. Skeletonema potamos vizsgálata 

a) A két sejtmagban kódolt (18S és 28S rDNS) valamint a két kloroplasztisz gén (rbcL és 

psbC) közel teljes szekvenciáinak filogenetikai vizsgálatával igazoltuk, hogy az eredetileg 

Microsiphonia potamos néven leírt édesvízi faj valóban a Skeletonema nemzetségbe tartozik, 

valamint meghatároztuk, hogy legközelebbi rokona a brakkvízi S. subsalsum (2. ábra). A 

Dunából, a Tiszából gyűjtött S. potamos minta, valamint a Missouriból, illetve japán 

brakkvízből származó törzs 18S és 28S rDNS-ének azonossága alapján megállapítottuk, hogy 
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a S. potamos nem mutat intraspecifikus variabilitást, ami a nemzetség más fajaira jellemző. 

Ebből feltételezhető, hogy evolúciós szempontból fiatal fajról van szó, mely csak nemrég 

terjedt el a Földön.  

b) Az 1979 óta végzett rendszeres vizsgálatok lehetővé tették, hogy nyomon kövessük a 

dunai fitoplankton közösség összetételének, benne a S. potamos egyedszámának és 

biomasszájának hosszú távú változását. Ezek alapján megállapítható volt, hogy a faj 

részaránya jelentősen emelkedett. Ez korrelációt mutatott a Duna átlagos vízhőmérsékletének 

globális felmelegedés okozta hosszú távú emelkedésével. Részarányának növekedése azzal is 

összefügghet, hogy a Duna átlagos lebegőanyag-tartalmának hosszú távú csökkenése 

következtében a víz fényklímája javult. 

c) Szakirodalomból összegyűjtött adatok azt mutatták, hogy napjainkban a S. potamos a 

mérsékelt övben terjedt el, de ökológiai vizsgálatunk eredménye alapján elterjedési 

területének növekedése várható. 

 

III.2. Cyclotella ocellata/C. comensis komplex vizsgálata 

A vizsgált közösségek olyan egyedeket tartalmaztak, melyek morfológiája a C. ocellatához 

és közel rokon fajokhoz, a C. comensishez, C. pseudocomensishez, C. costeihez és C. 

trichonideához hasonlított. Ennek megfelelően öt morfotípust különítettük el, az átmeneti 

formák egy hatodikat képeztek. Az alkalmazott morfometriai paraméterek önmagukban 

illetve párban nem választották el egymástól a nominális taxonokat a közösségekben. 

Azonban a többváltozós diszkriminancia analízis két csoportot különített el. Az egyik csoport 

(C. cf. ocellata) elsősorban a C. ocellata és C. trichonidea morfológiájú egyedeket, a másik 

csoport (C. cf. comensis) pedig főleg a C. comensis, C. pseudocomensis és C. costei 

morfológiájú egyedeket valamint az átmeneti formákat tartalmazta. A C. cf. ocellata és C. cf. 

comensis csoport elválását a környezeti DNS, illetve izolált sejt mintákból nyert 18S rDNS és 

rbcL szekvenciák alapján is kimutattuk. Azonban a minták között kicsi volt szekvencia 

variabilitás és egyes csoportokon belül ugyanakkora mértékű szekvencia eltéréseket találtunk, 

mint amekkorákat a csoportok között, így nem zárható ki, hogy a két csoport egy fajba 

tartozik. Ez rávilágít arra, hogy a jelenleg ismert DNS-vonalkód markerek használatát tovább 

kell finomítani, mert az eddig tesztelt feltételek szerint nem alkalmazhatóak a kovaalgák 

minden csoportjára. Ennek oka, hogy az ilyen jellegű vizsgálatokba több kovaalga csoport 

képviselőit nem vagy csak korlátozott számban vonták be. Ilyen alulreprezentált csoportot 

képviselnek a korábban a Centrales rendbe sorolt kovaalgák, amelyek közé az általunk 
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vizsgált taxonok is tartoznak. A megfelelő variabilitást mutató DNS-szakasz kiválasztása 

mellett nagyon fontos megtalálni azt a küszöbértéket, amely már faji szintű elválást jelez. 

 

 

2. ábra: 18S rDNS és rbcL szekvenciákból Bayes-módszerrel készült filogenetikai fa. Az 

elágazásoknál a posterior valószínűségeket tüntettük fel. Skála = 0,02 szubsztitúció/hely. A két 

vizsgált fajt kiemelés jelzi. 

 

III.3. A C. ocellata filogenetikai vizsgálata 

A morfológiai vizsgálat, valamint a 18S rDNS és rbcL szekvenciák filogenetikai (2. ábra) 

és  p-távolság elemzése alapján megállapítottuk, hogy a C. ocellata és a C. comensis csoport 
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nem tartozik egyik korábban leírt nemzetségbe sem, hanem önálló nemzetséget alkot. Így egy 

új nemzetség, a Pantocsekiella nemzetség került leírásra. 
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