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Kdsz6ndm szépen dolgozatom alapos biralatat, az elgondolkodtatd kérdésfelvetéseket, és a
tdmogatd véleményt. A biralatdban részletezett javitasokat, kiegészitéseket nagyon
kdszondm. Dolgozatomban térekedtem a szabatos fogalmazasra, remélem az esetenként
hibas, hianyos vagy pontatlan megfogalmazasok nem fordultak el§ zavaré szamban. Tartalmi

észrevételeire és kérdéseire azok emlitésének sorrendjében valaszolok.

1. Irodalmi attekintés

Az 1.1. Tablazatban dsszesitettem az eddig megismert nyalkaspéras fejlédési ciklusokat. Az
itt emlitett fajok spoéra alakjait egyrészt laboratériumi kisérletekkel, masrészt DNS szekvencia
szintl egyezés alapjan azonositottak. A parazita fejlédésének részleteirdl kevés faj esetében
van ismertlink. A leginkabb tanulmanyozott ,referencia” fajok, tdbbek kdzott a Myxobolus
cerebralis esetében igazoltak, hogy az ivaros szaporodas a kevéssertéjl féreg gazdaban zajlik
(ElI-Matbouli et al. 1998, Morris et al. 2012). A legtdbb nyalkaspéras faj esetében azonban az
ivaros és ivartalan szaporodas médja és mikéntje csak feltételezhetd, kisérleti kdrilmények

k6zott nem bizonyitott.

A magyar nyelvii elnevezések hasznalatanal igyekeztem a szakirodalomban elfogadott
irasmodot hasznalni, annak ellenére, hogy magam is szembesultem azzal, hogy ez néha nem
konzekvens, s6t egyes esetekben egyfajta latin-magyar vegyes irdsmodnak tekinthetd (pl.
actinospéra, myxospéra). Az actinospora tipusoknal mind a magyar, mind a nemzetkozi
szakirodalom egységesen a latinos irdsmaodot alkalmazza. Ennek is vannak ,kulénlegességei”,
példaul a triactinomyxon, aurantiactinomyxon stb. spodratipusok -on végz8dést kaptak, a
neoactinomyxum, -um végzddéssel lett ellatva. Ezt koveti azdta is a szakirodalom, annyi
eltéréssel, hogy amig nem derdlt fény arra, hogy az actinospéra és myxospoéra tipusok egy
azon faj két megjelenési formai, addig az actinospérakat nagybetlivel irtak, pl. Triactinomyxon,
s6t néha a kettés nevezéktan szerint 6nallé fajként irtak le (pl. Raabeia magna, Janiszewska
1957).



A Myxozoa taxon besorolasat illetéen nagyon kdszéndém az észrevételét. Bar tébb adatbazis,

pl. a WoRMS és a NCBI taxonémiai rendszere is, néhany éve mar a Myxozoa-t a csalanozok

torzsének osztalyaként, a nyalkaspérasok ket f6 csoportjat, az Myxosporea-t és a
Malacopsorea-t pedig alosztalyként tuntetik fel, a hivatalos taxondmiai rendszerek ezt még
nem kovetik. igy annak ellenére, hogy mar évekkel ezelétt felmeriilt a modositas igénye a
nyalkaspérasokkal foglalkozé kutatok kérében, a hivatalos allaspont szerint a Myxozoa csoport

valéban be nem sorolt, torzs alatti rangban van a mai napig.

2. Anyagok és moédszerek

A 2.1. Tablazatban felsorolt fajok DNS szekvenciainak azonositasakor valoban nem tuntettem
fel 18S rDNS szekvenciak hosszat. Egyetértek opponensemmel, ezt annak ellenére érdemes
lett volna megtenni, hogy a génbanki adatlapon, és az eredeti kdzleményekben ez az
informacio rendelkezésre all. A molekularis vizsgalatoknal arra térekedtlink, hogy a 18S rDNS
lehetd legnagyobb szakaszat meghatarozzuk. igy a Myxobolus fajokra jellemzé kb. 2000 bp
hosszu génbdl atlagosan 1600 bp hosszu szakaszt, a Sphaerospora fajok esetében pedig
sokszor a teljes gént (akar 3714 bp) vagy legalabb egy 2000 bp hosszu részleges szekvenciat

azonositottunk.

A 2.2. Tablazatban szerepl6 oligonukleotidok listajaval kapcsolatban masik biralém is hasonlé
megjegyzést tett. A 15 év alatt alkalmazott, igen nagyszamu PCR rendszer egyik f6
Osszetevjét dsszesitettem itt. Végll azért dontéttem az oligonukleotidok iranyultsag szerinti
csoportositasa mellett, mert igen gyakran valtoztattuk a primerparokat, attél fliggéen, hogy
melyik parazita fajra és milyen célbdl alkalmaztuk, ezért nehéz lett volna egy atlathato listat

késziteni a primer kombinacidkrél, és a kapott PCR termékekrél.

3. Eredmények

Az actinospéra tipusok felmérd vizsgalata soran meglepé médon a vartnal kevesebb
myxospora—actinospora part sikerllt azonositanunk. Ezért sem gondoltam arra, hogy
szilkséges lenne az emlitett attekintd cikkben (Yokoyama 2003) megjelent abra aktualis
verzidjanak elkészitésére. Valdjaban sokkal tobb 0j informaciot az aktualizalt abra sem
tartalmazna. Ha csupan a spoéra tipusokat nézzik, nincs relevans dsszefliggés abban, hogy
melyik fajra vagy nemre milyen actinospéra tipus jellemzé. Tendencidak akadnak (pl. a
Myxobolus fajok actinospoéraja gyakran triactinomyxon), de lehetséges, hogy ez csupan a

Myxobolus fajok felllreprezentéltsaga miatt van.

Egyetértek opponensemmel abban, hogy valéban nem tinik monofiletikusnak a Myxobolus
genus. Régota tudjuk, hogy a 18S rDNS génen alapuld filogenetikai elemzésekben
parafiletikus taxonként jelenik meg, f6ként a Henneguya genus tagjaival egyutt. Mar évekkel

ezel6tt felmerUlt a nyalkaspéras kutatasok kétévente megrendezett, nemzetkdzi workshopjan,
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hogy az érintett nemeket egyesiteni kellene. Végul a kdzos allaspontunk az lett (amivel magam
is egyetértek), hogy ne nevezzink at kézel ezer fajt addig, amig csupan egy genetikailag igen
megdrzott, strukturalis gén igazolja a két genus parafiletikus jellegét. A Sphaerospora fajoknal
kicsit mas a helyzet. Ott mar részben megtdrtént a genus revizidja. Ebben az esetben
morfoldgiai bélyegek is tamogattak a Leptotheca nem beolvasztasat a Sphaerospora genusba
(Gunter & Adlard, 2010). Ennek ellenére van még teendd. Azéta tudjuk, hogy a Sphaerospora
sensu stricto fajok egy k6zos kladban helyezkednek el a filogenetikai fan. Az ezen kivul esé,
jérészt nem colozoikus fajok esetében a génbanki szekvenciak hibas faj szintl meghatarozasa

is felmerdlt. Ez viszont nem a teljes genust, hanem csak egyes fajok felllvizsgalatat igényli.

Az Uj Sphaerospora fajok leirasa kapcsan keérdezi opponensem a tudomanyosan Uj
nyalkaspéras fajok meghatarozasanak kritériumait. A fajleiras alapja a mai napig a gerinces
gazdaban kifejlddé myxospodra. A dolgozatban ismertetett morfologiai bélyegek mellett, fontos
ismérv a sporaképzddés helye (melyik szévetben vagy milyen szerv Gregében képez spérat)
€s modja (egy-, kettd-, vagy sokspéras plazmddium formajaban), valamint a gazda faja is
meghatarozé. Fontos szempont, hogy parazita legalabb egy génjének (altalaban 18S rDNS)
szekvenciaja alapjan uj fajnak legyen tekinthet6 (vagyis ne legyen azonos ismert DNS
szekvenciaval). A 18S rDNS szekvencia tekintetében valdban létezik egy javasolt faji hatar
(1% eltérés), azonban tébbek kozo6tt doktori dolgozatom alapjan képezd egyik kdzlemény is
(Forré & Eszterbauer, 2016) igazolta, hogy van néhany kivételt képez6 faj. A nyalkaspérasok
esetében valodi ,barcoding” gént nem azonositottak még. A mas taxonoknal gyakran hasznalt
citokrom c oxidaz gén |. alegység (coi) alkalmazasa tobb okbdl sem szerencsés. A
mitokondrialis gének azonositasa mindig is problémas volt a nyalkasporas fajoknal. Talan nem
véletlendl, ugyanis nemrég igazoltak, hogy a mitokontrialis genom erésen fragmentalt, sét van
olyan nyalkaspodras faj (Henneguya salminicola), amelynek nincs mitokondrialis genomja
(Yahalomi et al. 2020).

Az Uj Sphaerospora fajok tdbboldalas, részletes leirasat nem vettem at az eredeti
koézleménybdl, mert véleményem szerint tulzott hangsulyt kapott volna a munka a tobbi téma
rovasara. Opponensem azon felvetésével egyetértek, hogy a myxosporak sematikus rajza és

gazdafaj megadasa mellett a DNS szekvenciabeli eltéréseket is ki kellett volna emelni.

A 18S rDNS szekvenciak hossza a 3.10. abran valéban nem szerepel. A legtdbb esetben a
telies gént azonositottuk (>3000 bp Sphaerospora fajoknal), de legalabb 2000 bp hosszu
szakaszt vizsgaltunk. Ez a filogenetikai elemzés egy 3579 bp hosszu szekvencia-illesztés

(alignment) alapjan készlilt.

Egyetértek a Tubifex tubifex genetikai vonalak elkilénitése kapcsan tett megjegyzésével. A
16S rDNS-t valasztottuk anno, mert ebbdl allt rendelkezésre a legtdbb DNS szekvencia a

génbankban akkoriban, és a szakterulet képvisel6i is f6ként ezt a gént vizsgaltak. Viszont mi
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is szembesliltink azzal, hogy korlatozott a gén alkalmazhatdsaga genetikai vonalak szintjén
torténd elkuldnitésre. Valdban, azota a gylrisférgek filogenetikajaval foglalkozé szakirodalom
is igazolta, hogy a coi és az ITS2 jobban hasznalhato fajok és genetikai vonalak azonositasara
(pl. Vivien et al. 2015). A sebes pisztrang genetikai vonalainak elkulonitésére a mitokontrialis
DNS kontroll régioja mellett, kromoszomalis géneket is vizsgalatunk (a laktat-dehidrogenaz

gen C1 régiojat, és nyolc mikroszatellit markert).

A 3.2.2 alfejezetben ismertetett, kopoltylu- és izoméléskddd fajok esetében a 18S rDNS egy
kb. 1600 bp hosszu szakaszat azonositottuk (a teljes gén Myxobolus fajoknal kb. 2000 bp
hosszu). Kdszéndm a filogenetikai fan valo elhelyezkedés részletes elemzését és
Osszevetését Fiala & Bartodova (2010) munkgjaval. Valé igaz, hogy vannak latszolagos
eltérések, kuléndsen a M. cyprini elhelyezkedését tekintve. Annak ellenére, hogy 2010-ben
mar nagysagrendnyivel tébb nyalkaspéras DNS szekvencia volt ismert, mint 2004-ben, amikor
kézleményem megjelent, kivalé cseh kollégaim munkajabdl teljesen kimaradt az &ltalam
vizsgalt izoméléskddbk legtdbbje, és a kopoltyuéléskdddkbdl is szamos faj. Ez okozhatta a
kllénbséget a fa topologiaban. Emellett egyetértek opponensem észrevételével, miszerint az

agak mozgatasaval a csoportok latvanyosabban elkiléntlnének.

4. Megbeszélés

Elgondolkodtato kérdés, hogyan hivhatjuk azokat a hal és kevéssertéji féreg fajokat, amelyek
megfert6zédnek, de bennik fertéz6képes spora nem alakul. Nem tudok arrdl, hogy ezekre, a
gyakorlatilag bioldgiai szir6ként mikodé fajokra lenne konkrét szakkifejezés. E fajokat a
parazitara nem-fogékony fajok csoportjaba soroltam. A javasolt alkalmi gazda megnevezés
talalé, mert ezaltal elklldnitheték lennének ezek a fejlédési ,zsakutcak”. Masrészt viszont
kisérletek azt igazoltak (a gerinces gazdak esetében legalabbis), hogy a parazita nem tesz
kilonbséget halfajok kozott, barmelyiket gazdaként ismeri fel, és térekszik annak
kiltakardjaba valé bejutasra. llyen alapon leginkabb csak fogékony (érett sporak kialakulasat

lehetévé tevd) és nem-fogékony (a parazita fejlédését leallitd) gerinces fajok kuldnitheték el.

Magam is fontos kérdésnek talalom, hogy El-Matbouli és mtsai (1999) vizsgalata miért nem
mutatott ki ponty bérében M. cerebralis parazitat. Mi a parazita pontyba valdé bejutasanak
tényét fluoreszcens vitdlis festékkel jelolt parazitdk mikroszkdpos szamlalasaval, és
fajspecifikus valds-ideji PCR segitségével is igazoltuk (Kallert et al. 2009). A korai fejlédési
stadiumokat nagyon nehéz elkuloniteni a gazda kiltakarojanak sejttipusaitol. Mivel nem in situ
hibridizaciés technikat alkalmaztak EI-Matbouli és mtsai (1999), hanem klasszikus

hematoxilin-eozin festést, igy elképzelhetd, hogy ez nagyban rontotta a detektalas esélyét.

A M. cerebralis faj testtaj preferencidja kapcsan ugy tlnik egy véleményen vagyunk

opponensemmel. A 90. oldal 13—-15. sordban hasonl6 gondolatokat fogalmaztam meg.



Kdsz6ndm az érdekes felvetést a premunitiv védettséggel kapcsolatban. Eddig tudtommal
ilyen iranyu vizsgalatok nyalkaspérasokon nem torténtek. Azonban a felmérd vizsgalatokban
gyakran megfigyelt szimultan fert6zottség azt sugallja, hogy ez a fajta immunitas nem
valészind, hogy altalanos a nyalkasporas fert6zottségek esetében. Tobb tanulmany is igazolta,
hogy mind a gerinces mind a gerinctelen gazda egyidében tdbb nyalkaspéras fajjal is fertézott
lehet (pl. EI-Mansy et al. 1998, Molnar & Eszterbauer 2015). Sé6t két magas patogenitasu faj,
a M. cerebralis és a Tetracapsuloides bryosalmonae okozta egyideji fert6zés lehetésége is
igazolast nyert (Kotob et al. 2017).

A tovabbi kérdéseire adott valaszaim:

(a) Magasabb rendii gerincteleneknél optimalisan nuklearis és mitokondrialis genetikai
markereket is kivanatos figyelembe venni az evoliciés rokonsagi fok vizsgalatanal.
Azon nyalkaspoéras faj(ok) esetében, ahol nincs mitokondrialis genom, milyen mas
alternativa kinalkozik a nuklearis markerekkel parhuzamos vagy konkatenalt

szekvenciakon alapulé filogenetikai vizsgalatokra?

Filogenetikaval foglalkozo kollégaimmal nem egyszer vetettink fel hasonlé gondolatokat mar
akkor, amikor még nem igazolodott, hogy létezik mitokondrialis DNS nélkuli nyalkasporas faj
is. Az uj potencidlis filogenetikai markerek azonositasahoz mindenekelétt meg kell ismerniink
a nyalkasporasok genomszervezédését. igy a telies genom és transzkriptéma
szekvenalasokban latom a tovabblépési lehetéséget. Magam is kivancsian varom, hogy
sikerll-e olyan extrakromoszomalis genetikai elemeket azonositani, amelyek adott esetben

alapjai lehetnek filogenetikai €s evolucios elemzéseknek is.

(b) A jelolt szamos munkaja kisérleti/laboratériumi életkorilményekre és azokbél vald
kovetkeztetésekre épil. Mi a véleménye arrdl, hogy a természetben ténylegesen zajlé
folyamatok mesterségesen fenntartott torzsek esetében, mesterséges koriilmények
kozott nem biztos, hogy helyesen reprodukalhatéak, hiszen nem sikeril minden
koriulményt megfigyelés ald vonni. llyen lehet az adott természetes biotopra jellemzd
kompetitiv elényok és hatranyok oOsszetett megnyilvanulasa, amit nem sikeriil

laboratériumba hozni.

A kutatds soran szamos olyan kérdés merilt fel, amik megvalaszolasahoz ellenérzétt
(kisérleti) kordimények voltak sziikségesek. Egyetértek opponensemmel, a természetben
szamtalan egyéb faktor befolyasol(hat)ja egy parazita vagy éppen a gazda viselkedését, a
fertézés maodijat és dinamikajat. Ezért fontos az, hogy a mesterséges kortlmények ellenére
egy kozel optimalis kdrnyezetet alakitsunk ki mind a parazita, mind a gazda szamara. Ez
szamos modon elérhetd, a nyalkaspérasok és gazdaik laboratériumi fenntartasanak

tapasztalatairdl érintélegesen dolgozatomban is irtam. Azonban azt gondolom, hogy a kisérleti



rendszerben olyan eredmények és kovetkeztetések birtokaba juthatunk, amik aztan a
természetben lezajlo parazitas fert6zottségek mikéntjére is magyarazatot adhatnak. Ezért sok

esetben a laboratoriumi kisérletek nem nélkulozhet6ek.

(c) Az eredeti kozleményekben szerepelnek a kisérleti etikai engedélyek: a

disszertacioban hol talalhatéak ezek?

Sajnalatos médon a dolgozatbdl kimaradt az allatkisérleti etikai engedélyek tételes felsorolasa.
Az engedélyek azonositd szama idérendben: 22.1/10165-4/2010 (2010-2015); XIV-I-
001/1326-4/2012 (2012-2017); PEI/001/4087-4/2015 (2015-2020).

Végezetll nagyon kdszdndm dolgozatom pozitiv értékelését, és ezuton kérem valaszaim

szives elfogadasat.

Budapest, 2021. februar 11.
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