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I. Bevezetés, célkitiizések

A kovaalgédk, mint elsddleges termeldk, alapvetd szerepet toltenek be a vizi 6koszisztémak
¢letében, fontos tagjai mind a fitoplankton, mind a fitobentosz kézdsségeknek, a vizmindség
indikatorai. Hagyomanyosan a kovavaz (frusztulum) morfologiai jellegzetességei alapjan
rendszerezik ezeket az ¢lélényeket (Round és mtsai. 1990). A fajok morfoldgiai alapu
meghatarozasa azonban nagy tapasztalatot, emellett gyakran pasztazé elektronmikroszkopos
vizsgalatot igényel. Raadasul egyes fajok nagymértékii morfologiai variabilitasa illetve
fenotipusos plaszticitdsa is megnehezitheti a hatarozast. A kovaalgdk tanulményozasaban
ezért egyre inkabb tért hoditanak a molekuldris biologiai modszerek, egyrészt az evolucios
vizsgalatokban, masrészt a fajok elvalasztasat és azonositasat illetden. Ez utobbi teriileten
hasznalhatoak az in. DNS vonalkddok (Hebert és mtsai. 2003), melyek rutinszerti gyakorlati
alkalmazasanak kidolgozasa jelenleg is zajlik (pl. Zimmermann és mtsai. 2015).

Doktori munkam soran kiemelten két planktonikus kovaalga faj/fajkomplex (Skeletonema
potamos, 1./A. abra és Cyclotella ocellata, 1./B. abra) filogenetikai illetve DNS vonalkod
elemzésével foglalkoztam, melyet morfoldgiai és 6kologiai vizsgalattal egészitettem ki.

A Skeletonema potamos (C.I. Weber) Hasle a Duna nyari fitoplankton ko6zosségének
meghataroz6 tagja (Kiss és mtsai. 1994), emellett a Tisza fitoplanktonjanak is jellegzetes
eleme. Ez az eredetileg Microsiphonia potamos C.I. Weber néven leirt faj az egyetlen igazi
édesvizi tagja az elsOsorban tengeri fajokat magaba foglalo Skeletonema Greville
nemzetségnek (Kiss és mtsai. 2012).

A C. ocellata Pantocsek Magyarorszagon igen elterjedt, szamos viziinkben eléfordulo,
jellegzetes, gyakran meghataroz6 (pl. Balaton) tagja a fitoplanktonnak. Nagy morfoldgiai
variabilitast mutat, és gyakran képez folytonos morfoldgiai atmenetet mas fajokkal, példaul a
C. comensis Grunow komplex tagjaival valamint a C. trichonidea A. Economou-Amilli fajjal.
Emiatt tobb szerz6 (pl. Edlund és mtsai. 2003) ugy véli, hogy a C. ocellata és kozel rokon
fajai egy fajkomplexbe tartoznak. A csoport tagjainak mikroszkopos elkiilonitése nehéz (pl.
Teubner 1995).

A C. ocellata mas szempontbol is érdekes. A korabbi morfologiai vizsgalatok azt mutattak,
hogy a Cyclotella (Kiitzing) Brébisson nemzetség leirasa thl altalanos, ezért ij morfologiai
kritériumok szerint recens €s fosszilis taxonok alapjan j nemzetségeket irtak le. Tovabba
molekularis bioldgiai elemzések (pl. Alverson és mtsai. 2007, Jung és mtsai. 2010)
bizonyitottak, hogy a Cyclotella nemzetség nem monofiletikus: a C. ocellata és C. bodanica
Eulenstein ex Grunow valamint a Discostella ag elkiiloniilt a C. meneghiniana Kiitzing

csoporttol. Mindezek alapjan az eredeti Cyclotella nemzetség négy utddnemzetségre valt szét:
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Cyclotella sensu stricto, Discostella V. Houk et R. Klee (Houk és Klee 2004), Tertiarius H.
Hakansson et G. Khursevich (Hakansson és Khursevich 1997) és Lindavia (Schiitt) De Toni
et Forti (Nakov és mitsai. 2015). A morfologiai vizsgalatokkal ellentétben az eddigi
molekularis biologiai elemzések joval kevesebb taxonra terjedtek ki, a Lindavia agon eddig
csak két fajt (Cyclotella ocellata és C. bodanica) vontak filogenetikai vizsgalatba. Azonban e
két faj kapcsolatat nem vizsgaltak, ezért eldontetlen maradt a kérdés, hogy ezek valdban

ugyanabba a nemzetségbe tartoznak-e.

1. abra: A vizsgalt fajok pasztazo elektronmikroszkoppal késziilt képe. A: Skeletonema potamos,

skala: 2 um; B: Cyclotella ocellata, skala: 2,5 pm.

Munkam sorén a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt a fent emlitett harom téma koré
csoportositva:
1. A Skeletonema potamosra vonatkozo6 kérdések:
— Hol helyezkedik el a faj a filogenetikai fan?
— FEl6fordulésat, mennyiségi eloszlasat milyen kornyezeti tényezék befolyasoljak?
2. A Cyclotella ocellata/Cyclotella comensis komplexre vonatkozo kérdések:
— Milyen morfoldgiai csoportok kiilonithetdk el a komplexen beliil? Ezek eléfordulasa
milyen kornyezeti valtozokhoz kapcsolodik?
— A morfologiai eltérésekhez DNS-szekvencia kiilonbségek is tarsulnak?
3. A Cyclotella nemzetség filogenetikajara vonatkozo kérdés:

— AC. ocellata és a C. bodanica egy nemzetségbe (Lindavia) sorolhato-e?



1. Anyag és modszer

I1.1. Skeletonema potamos vizsgalata

1979 o6ta heti rendszerességgel torténik mintavétel a Dunabol Godnél a fitoplankton
Osszetételének €s biomasszdjanak vizsgalatara, valamint fizikai és kémiai valtozok mérésére.
Ezeket az adatokat hasznaltuk a S. potamos okoldgiai vizsgalatara. A S. potamos relativ
abundancia és biomassza adatokat dsszevetettiik a kornyezeti valtozokkal linearis kevert hatas
modell segitségével (R program nlme csomag). Fény- és elektronmikroszkoppal vizsgaltuk a

DNS-vizsgalatra egy, a Dunabol Godnél és egy, a Tiszabol Tiszaljvarosnal vett mintat
hasznaltunk fel. A dunai mintabol mikromanipulatorral inverz fénymikroszkop alatt S.
potamos sejteket izolaltunk, és ezekbdl centrifugélassal nyers lizatumot készitettiink. A tiszai
mintabol, mivel kevés S. potamos sejtet tartalmazott, kozosségi DNS-t vontunk ki szilika
oszlopon torténd tisztitast tartalmazo eljarassal (Qiagen DNEasy Plant Mini Kittel). A
mintakbodl két sejtmagban kodolt (18S rDNS és 28S rDNS) ¢€s két kloroplasztisz genomban
kodolt (rbcL és psbC) gén egy-egy szakaszat szaporitottuk fel polimeraz lancrekcidé (PCR)
segitségével és az amplikonokat szekvencia-analizisnek vetettiik ala. Erre a célra Skeletonema
nemzetségre specifikus primereket terveztink a National Center for Biotechnology
Information (NCBI) GenBank adatbazisabol let6lthetd szekvenciak alapjan. A kapott
szekvenciakat az adatbazisbol letoltott szekvencidkhoz és a Missouribdl szarmazo S. potamos
tenyészet ismeretség Utjan megkapott, de még nem publikalt szekvencidihoz illesztettiik
(MEGADS.05 illetve 6 programmal), és Bayes-modszerrel (MrBayes 3.2 programmal)
filogenetikai elemzést végeztiink.

Szakirodalmi adatok alapjan elkészitettiik a S. potamos elterjedési térképét ESRI Arcinfo

9.3 GIS programmal.

11.2. Cyclotella ocellata/C. comensis komplex vizsgalata

Vizsgalatainkhoz tiz viztestb6l (Balaton, Himoddi, Dunaharaszti, Nyékladhazi,
Hegyeshalmi Szanyi banyato, Csiszl6i-t6, a horvatorszagi Visovac-t6, a torokorszagi Inli
forras és Yalovai patak) szarmazo mintakat hasznaltunk, melyeket pasztazo
elektronmikroszkoppal vizsgaltunk, és ennek soran a C. ocellata/C. comensis komplex
tagjairdl készitettiink felvételeket. A képeken tiz morfometriai paramétert mértiink le illetve
szamoltunk meg. A morfoldgiai vizsgalat alapjan morfotipusokat kiilonitettiink el, melyeket
morfometriai paramétereik alapjan diszkriminancia analizissel (CVA, Past 2.16 programmal)

hasonlitottunk Gssze. Spearman-féle rangkorreldciot szamoltunk (szintén Past 2.16
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programmal) a kornyezeti valtozok és a CVA-val elkiilonitett csoportok (morfofajok) relativ
abundancigja, valamint a morfometriai paraméterek mintanként atlagolt értékei kozott.

Nyolc mintan végeztink DNS-vizsgéalatot. Azokbol a mintdkbol, melyekben az
elektronmikroszkopos vizsgalat soran a C. ocellata/C. comensis komplexnek csak az egyik
tagjat lattuk (és nem lattunk mas Thalassiosirales fajt), kozosségi DNS-t izolaltunk DNEasy
Plant Mini Kittel. Azokbol a mintakbdl, melyekben nemcsak az egyik vizsgalt faj volt jelen
(Nyékladhazai banyatd, Visovac-td), mikromanipulatorral sejteket valogattunk, melyekbdl
centrifugalassal, hddenaturalassal €és enzimatikus emésztéssel nyers lizdtumot nyertiink. A
mintakbol parcialis 18S rDNS ¢és rbcL szekvenciakat nyertiink ki PCR, majd az azt kdvetd
szekvencia-elemzéssel. Ehhez az el6z0 vizsgalatban tervezett primerek koziil, a tobb
Thalassiosirales faj szekvencidira is illeszkedd primereket haszndltuk. Az azonos
szekvencidkat tipusokba soroltuk, a kiilonb6zd szekvenciatipusok kozti eltérések kifejezésére
p-tavolsagot szamoltunk, illetve Bayes- és maximum likelihood moddszerrel filogenetikai

elemzést végeztiink.

11.3. A C. ocellata filogenetikai vizsgalata

Ebben a kutatasban a C. ocellata/C. comensis komplex vizsgalatahoz hasznalt mintak egy
részét valamint kiilfoldi kutatoktdl kapott mintdkat €és szekvencidkat hasznaltunk. A kérdés
megvalaszolasara, hogy a két faj egy nemzetségbe (Lindavia) tartozik-e, bovitettik az
elemzésbe bevont taxonok szamat a C. comensis csoport tagjaival és a Lindavia radiosaval,
melyek a diagnosztikus morfologiai bélyegeikben a C. ocellatahoz (el6bbi) illetve a C.
bodanicdhoz (utobbi) hasonldéak. A mintdkat fény- és elektronmikroszkop alatt is
tanulmanyoztuk. Parcialis 18S rDNS és rbcL szekvenciainkat a GenBank adatdazisbol
letoltottekhez illesztve p-tdvolsdgot szamoltunk a nemzetségeken beliil illetve kozott,

valamint Bayes- ¢s maximum likelihood modszerrel filogenetikai elemzést végeztiink.

I11. Uj tudoményos eredmények

I11.1. Skeletonema potamos vizsgalata

a) A két sejtmagban kodolt (18S és 28S rDNS) valamint a két kloroplasztisz gén (rbcL és
psbC) kozel teljes szekvenciainak filogenetikai vizsgalataval igazoltuk, hogy az eredetileg
Microsiphonia potamos néven leirt édesvizi faj valoban a Skeletonema nemzetségbe tartozik,
valamint meghataroztuk, hogy legkozelebbi rokona a brakkvizi S. subsalsum (2. abra). A
Dunabol, a Tiszabdol gyijtott S. potamos minta, valamint a Missouribol, illetve japan

brakkvizbdl szarmazo torzs 18S és 28S rDNS-ének azonossaga alapjan megallapitottuk, hogy
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a S. potamos nem mutat intraspecifikus variabilitdst, ami a nemzetség mas fajaira jellemzo.
Ebbdl feltételezhetd, hogy evolucids szempontbdl fiatal fajrol van szo, mely csak nemrég
terjedt el a Foldon.

b) Az 1979 ota végzett rendszeres vizsgalatok lehetové tették, hogy nyomon kovessiik a
dunai fitoplankton kozosség Osszetételének, benne a S. potamos egyedszamanak és
biomasszajanak hosszi tavi valtozasat. Ezek alapjan megallapithatdo volt, hogy a faj
részaranya jelentésen emelkedett. Ez korrelaciot mutatott a Duna atlagos vizhémérsékletének
globalis felmelegedés okozta hosszl tavli emelkedésével. Részaranyanak novekedése azzal is
Osszefiigghet, hogy a Duna 4atlagos lebegdanyag-tartalmanak hossza tdva csokkenése
kovetkeztében a viz fényklimaja javult.

c) Szakirodalombdl Gsszegyiijtott adatok azt mutattak, hogy napjainkban a S. potamos a
mérsékelt Ovben terjedt el, de okoldgiai vizsgalatunk eredménye alapjan elterjedési

teriletének novekedése varhato.

111.2. Cyclotella ocellata/C. comensis komplex vizsgalata

A vizsgalt k6zosségek olyan egyedeket tartalmaztak, melyek morfologiaja a C. ocellatihoz
¢és kozel rokon fajokhoz, a C. comensishez, C. pseudocomensishez, C. costeihez és C.
trichonideahoz hasonlitott. Ennek megfelelden 6t morfotipust kiilonitettiik el, az adtmeneti
formak egy hatodikat képeztek. Az alkalmazott morfometriai paraméterek Onmagukban
illetve parban nem valasztottdk el egymastdl a nomindlis taxonokat a kozdsségekben.
Azonban a tobbvaltozos diszkriminancia analizis két csoportot kiilonitett el. Az egyik csoport
(C. cf. ocellata) elsésorban a C. ocellata és C. trichonidea morfologiaji egyedeket, a masik
csoport (C. cf. comensis) pedig féleg a C. comensis, C. pseudocomensis és C. costei
morfologiaju egyedeket valamint az atmeneti formakat tartalmazta. A C. cf. ocellata és C. cf.
comensis csoport elvalasat a kornyezeti DNS, illetve izolalt sejt mintakbol nyert 18S rDNS és
rbcL szekvencidk alapjan is kimutattuk. Azonban a mintak kozott Kicsi volt szekvencia
variabilitas €s egyes csoportokon beliil ugyanakkora mértékii szekvencia eltéréseket talaltunk,
mint amekkordkat a csoportok kozott, igy nem zarhatd ki, hogy a két csoport egy fajba
tartozik. Ez ravilagit arra, hogy a jelenleg ismert DNS-vonalkdd markerek hasznalatat tovabb
kell finomitani, mert az eddig tesztelt feltételek szerint nem alkalmazhatdéak a kovaalgak
minden csoportjara. Ennek oka, hogy az ilyen jellegli vizsgalatokba t6bb kovaalga csoport
képviseldit nem vagy csak korlatozott szamban vontak be. Ilyen alulreprezentalt csoportot

képviselnek a korabban a Centrales rendbe sorolt kovaalgak, amelyek kozé az altalunk



vizsgalt taxonok is tartoznak. A megfelelé variabilitast mutatd6 DNS-szakasz kivalasztasa

mellett nagyon fontos megtalalni azt a kiiszobértéket, amely mar faji szintii elvalast jelez.

Bellerochea malleus
; Pantocsekiella ocellata LB3
Pantocseklella costei Genfi-td
[7 Llndawa comta Stechlin
Lindavia bodanica J98-1
0o Stephancdiscus agassizensis CHTC1
Stephanodiscus neoastraea Sneo4
Stephanodiscus binderanus ESB2
Stephanodiscus minutulus Y95-6
'f® Stephanodiscus oregonicus Y98-1
Stephanodiscus minutulus J95-21
Stephanod\scus hantzschii UTCC267
Stephanodiscus hantzschii WTC21
| — Stephanodiscus parvus FHTC11
Stephanod\scus niagarae OKA-A
® Stephanodiscus reimerii WLO-11
Stephanod\scus yellowstonensis Y7
— —— Praestephanos triporus HYK0210-A4
Cyclostephanos tholiformis FHTC15
a1~ Cyclostephanos invisitatus FHTC26
Cyclostephanos dubius
%ycloslephanos sp. WTC16
yclostephanos sp. WTC18

Discostella woltereckii L435
1ol Discostella stelligera L1360
Discostella sp. HYK0210-A2
Discostella pseudostelligera ROR01-1
Shionodiscus oestrupii var. venrickae CC03-15
Shionodiscus ritscheri LC01-12
Thalassiosira tumida CCMP1469
Thalassiosira eccentrica BER02-09
Thalassiosira punctigera FB02-06
Thalassiosira rotula CCMP1812
Thalassiosira antarctica CCMP982
[7 Minidiscus trioculatus CCMP495
Thalassiosira angulata BEN02-35
Jod Nalassiosira minima CCMP990
Thalassiosira nordenskioeldii FB02-19
Thalassiosira minuscula CCMP1093
Detonula pumila NB48
Thalassiosira pacifica FB02-35
Thalassiosira nodulolineata BEN02-33
Thalassiosira profunda X9lll12
Thalassiosira anguste-lineata BEN02-30
oo Thalassiosira mednterranea Cs16
Bacterosira sp. CCMP9
4‘3 Bacterosira balhyomphala NB04-B6
Thalassiosira sp. CCM
Thalassmsura oceamca CCMP1001
Skeletonema menzelii CCMP787
91 5 Skeletonema japonicum NB02-45
Skeletonema grethae CCAP1077-3
100 Skeletonema pseudocostatum CCAP1077-7
10 _Skeletonema potamos Duna
Skeletonema subsalsum CCAP1077-8
Cyclotella cryptica CCMP331
Cyclotella gamma cygamma
Cyclotella meneghiniana LS03-01
Cyclotella meneghiniana F8
Cyclotella quillensis L1263
Cyclotella meneghiniana TI1
100 Cyclotella meneghiniana WC03-01
5 Cyclotella striata CCMP1586
Cyclotella stylorum DA04-06
100 ,&yclotella choctawhatcheeana L1844
= Cyclotella sp. MCO1
Cyclotella atomus RORO01-04
Cyclotella distinguenda Tiplady

100

100/ Cyclotella nana ETC1

Cyclotella nana CCMP 1057
Thalassiosira sp. CCMP1065
Thalassiosira weissflogii CCMP1010
Thalassiosira sp. CCMP988
Thalassiosira gessneri AN02-08

Roundia cardiophora
rm — Porosira glacialis CCMP1099
100 Lauderia annulata CS30
Porosira pseudodenticulata CCMP 1433

= Helicotheca tamesis

’|_un|: Ditylum brightwellii

L lithodesmium undulatum

100

2. abra: 18S rDNS és rbcL szekvenciakbol Bayes-modszerrel késziilt filogenetikai fa. Az
elagazasoknal a posterior valoszintiségeket tiintettiik fel. Skala = 0,02 szubsztiticio/hely. A két

vizsgalt fajt kiemelés jelzi.

111.3. A C. ocellata filogenetikai vizsgalata
A morfologiai vizsgalat, valamint a 18S rDNS és rbcL szekvenciak filogenetikai (2. abra)

¢és p-tavolsag elemzése alapjan megallapitottuk, hogy a C. ocellata és a C. comensis csoport
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nem tartozik egyik korabban leirt nemzetségbe sem, hanem 6nallé nemzetséget alkot. igy egy

uj nemzetség, a Pantocsekiella nemzetség kertilt leirasra.
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