Valasz Sipiczki Matyas, az MTA doktora, opponensi véleményében megfogalmazott
kérdésekre

Koszonom az értekezésem biralatat. Az abban megfogalmazott kérdésekre az alabbi
valaszokat adom.

1. Az INSDC-ben egymassal 6sszekapcsolt adatbazisok (melyekhez tartozik a szerzo altal
hasznalt GenBank is) egyike sem vizsgalja, hogy a behelyezett szekvencidk taxonémiai
besorolasa helytallo-e. A benytjto altal megadott fajnevet automatikusan elfogadjak.

A szekvenciak dont6 tobbsége esetén szakirodalom sincs feltiintetve, amiben utana lehetne
nézni, hogy mire alapul a besorolés. A szokésos gyakorlat az, hogy a behelyezésre keriild
szekvenciat olyan fajhoz soroljak, amely szekvencidjahoz leginkabb hasonlit (ideélis esetben
azzal azonos). A megkivant hasonlosag mértéke dnkényes; akkora, amekkorat a benyujto
elegenddnek vél. Ahogy nd a behelyezett szekvenciak szdma, ugy lesz egyre szélesebb egy faj
szekvenciainak tartoménya, és egy id6 utan mar atfed a rokon fajok egyikével vagy masikaval
is. Igy konnyen eléfordulhat, hogy egy 1j izolatumot két vagy akar tobb fajhoz is be lehet
sorolni a GenBank adatbazis alapjan. Milyen lehetdséget 1at a szerzd az ebbdl szarmazo6 hibak
kikiiszobolésére? Talalkozott-e ilyen problémaval (ezen sorok irdja igen), és amennyiben

talalkozott, azt hogyan oldotta meg?

Vilasz: Sajnos Opponensemhez hasonléan én is rendszeresen taldlkozom helytelen
rendszertani besorolassal felcimkézett DNS szekvenciakkal. Ennek egyik nyilvanvalo oka az,
hogy nagyon sok nem taxondémus kutatd helyez el szekvencidkat az INSDC-ben. A
problémara részleges megoldast nyujthat, ha csak a tipustorzsek DNS szekvencia adatait
vessziik figyelembe. Némiképpen megkonnyiti a helyzetet, hogy a GenBank adatbazisban a
szekvencia 0Osszehasonlitdsok esetén lehetdség van arra, hogy csak a tipusanyagok
szekvenciaival valo dsszehasonlitast kérjiink, azonban a tipusanyagok szekvenciait tartalmazé
adatbazis nem teljes. Segitséget jelenthet, az ellendrzott (NCBI staff curated) szekvenciak
hasznalata is. Ez is sikeresen kiiszoboli ki a tévesen azonositott fajokat, de ez az adatbazis
sem teljes. Tovabbi problémat okoz, hogy a szekvencidk forrasaul szolgalo
mikroorganizmusok téves rendszertani besorolasan kiviil, maguk a szekvencidk sem
feltétlentil helyesek minden esetben. Még a kuratorok altal ellendrzott adatbazisban is
»atcsuszik” a sziiron néhany hibas szekvencia. A Zygosaccharomyces favi leirasakor pl. azzal

szembesiiltiink, hogy az 0j fajhoz, nuklearis rRNS-ének nagy alegységét kodolé gén D1/D2
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tipustorzsének két kiilonb6zé D1/D2 szekvenciaja talalhatd meg a GenBank-ban (JN874489
és FR725931). A két, kiilonboz6 szerzok altal deponalt, szekvencia azonban nem kevesebb,
mint 6 inszerciot/delécidt tartalmazo pozicidban kiilonbozik egymastol. Itt a megoldast az
jelentette, hogy beszereztiik a Z. gambellarensis tipustorzsét és a magunk altal felszaporitott
D1/D2 régi6 bazissorrendjét hataroztattuk meg. A Cutaneotrichosporon suis faj leirasakor az
altalunk izolalt C. suis torzs D1/D2 szekvenciajaval azonos szekvenciat talaltunk a GenBank-
ban, de azt a szekvencia deponaldi C. curvatum-bol szarmazonak gondoltak. Ebben az esetben
felvettiik a kapcsolatot a szekvencia elhelyezdivel és a félreértés tisztazasa utdn kdzosen irtuk
le aC. suis-t.

Osszefoglalva, a szekvenciak visszakeresését célszerii mindharom (sztenderd, tipusanyagok,
kuratorok altal ellendrzott) adatbazisban elvégezni, és amennyiben lehetséges, a tipustorzsek
adatait figyelembe venni. Egy-egy tipustorzsnek gyakran tobb azonos bare-code régiot
képvisel6 szekvenciaja is megtalalhato, elsdsorban a sztenderd adatbazisban. Ezek az esetek
jelentds részében szerencsére azonosak, ha mégsem, célszerii az évtizedek oOta ismerten
megbizhatd taxonoémiai munkat végzo mihelyek eredményeinek preferdlasa, abban az

esetben, ha a szekvenciak sajatkezii ellenérzésére nincs mod.

2. Az rRNS-eket kddolo kromoszomalis szakaszok szekvenalasa soran idonként (egyes
fajoknal/fajcsoportoknal gyakran) el6fordulnak di- és polimorf poziciok. A szekvencidkban
ezek N, Y, M, R stb betiik formajaban jelennek meg. A jelenség mogott az all, hogy

a kromoszoémaban az rDNS egységek sokszor ismétlddnek, €s az egyes egységek szekvenciai
eltérnek egymastol (rossz hatékonysagl vagy elmaradé homogenizalas kovetkeztében). Az
ilyen poziciok nehézzé vagy akar tévesse is tehetik a taxonomiai és filogenetikai elemzéseket.

Talalkozott-e a szerz6 ezzel a problémaval és ha taldlkozna, miként kezelné azt?

Valasz: Az el6z6 kérdésre adott valasz soran mar emlitett Zygosaccharomyces favi leirasakor
tapasztaltuk, hogy a Z. favi 5 vizsgalt torzse esetén az ITS régiok kiilonboz6 kopiai voltak
jelen a torzsekben. A felszaporitott ITS régidk bakteridlis vektorba tortént klonozéasat kdvetd
szekvenalas torzsenként 3-8 kiilonbozd ITS kopia jelenlétére deritett fényt. Az egyes kopidk
féleg a homopolimer régidk (poliA és poliT) hosszaban tértek el egymastol, ami egyébként a
PCR termék kozvetlen szekvenalasat lehetetlenné tette, mivel az egyes kopiak szekvenciainal
tapasztalt ,,megcstszas” atfed6 kromatogrammokat eredményez. Szubsztiticiot minddssze
egyet detektaltunk az 5 torzs ITS szekvenciai kozott. Ebben az esetben, mivel az ugyancsak

polimorf poziciokat tartalmazo Z. gambellariensis tipustorzs ITS szekvenciaitol legalabb 20
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szubsztiticioval eltértek a Z. favi ITS szekvencidi, a polimorf poziciok ellenére az ITS
szekvencia alkalmasnak bizonyult a két faj elvalasztasara. Amennyiben a polimorf poziciok
nem inszerciok/deléciok, hanem szubsztiticiok eredményeként jonnek létre, akkor szintén
megoldas lehet a kiilonb6z6 kopidk klonozas utani szekvendldsa vagy a di- és polimorf
poziciok kizarasa a filogenetikai elemzésbél. Ha ez nem vezet kielégité eredményre, akkor
célszerli lehet haldzatelemzést végezni vagy tovabbi, polimorf pozicioktél mentes lokuszokat

bevonni a filogenetikai elemzésbe.

3. Az 0j fajok leirdsa és a fajok filogenetikai viszonyainak vizsgalata soran egyre gyakrabban
hasznalnak az rRNS-t kodold kromoszomalis szakaszoktdl eltérd bar-code-okat is. A szerzd

szerint varhat6 ezektdl érdemi 1) informéci6? Vannak sajat tapasztalatai a tertileten?

Vialasz: Véleményem szerint altalaban elegendd az ITS régionak és az rRNS-t kodold gén
meghatarozasadhoz. Ez aldl azonban kivételt jelentenek pl. azok az esetek, amikor az ITS és
D1/D2 régiok DNS bazissorrendjeinek O0sszehasonlitasa és egylittes filogenetikai elemzése
nem donti el egyértelmiien, hogy a vizsgalt torzsek egy mar ismert fajhoz tartoznak vagy egy
leiratlan faj képviseldi, illetve nem jeloli ki megbizhatoan a térzsek pozicidjat a filogenetikai
torzstan. Ilyenkor az rRNS-t kodold génszakaszoktol eltérd, pl. fehérje kodolo gének,
vizsgalatba vonasa hasznos plusz informacioval szolgalhat. Gyakran vizsgaljak ilyen
esetekben a transzlacios elongacios faktor la (EF-1a) gén szekvencigjat, de az aktin gén,
valamint az RNS polimeraz II gén 1-es és 2-es alegységeinek szekvenciait is rendszeresen
bevonjak a filogenetikai elemzésekbe. A fent emlitett Zygosaccharomyces favi leirasakor az
EF-lao gén szekvencidjanak meghatdrozasa segitségével erdsitettiik meg, hogy az altalunk
izolalt torzsek nem tartoznak azonos fajba a Z. gambellarensis tipustorzsével. Mig az 5
vizsgalt Z. favi térzs azonos EF-1a szekvenciaval rendelkezik, 13 szubsztiticioval térnek el a
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Z. gambellarensis tipustorzsének EF-lo szekvenciajatol. A Brettanomyces acidodurans faj
szakaszin kiviil, ugyancsak elemzésbe vontuk a transzlacids elongécios faktor lo gén
szekvencigjat. Tovabbi érv az rRNS-t kodold gén szekvencidktdl eltérd génszakaszok
filogenetikai elemzésbe vonasa mellet, hogy elébbiek filogenetikai elemzésekben valo 6nalld
alkalmazasa esetén nem deriil fény a vizsgalt torzs hibrid mivoltara, amennyiben ezt a

génszakaszt csak az egyik sziil6t6l 6rokolte. Tovabbi bar-code-ok elemzésbe vonasa ezt a



problémat kikiiszobolheti, valamint segit a filogenetikai pozicid6 megbizhatobb

meghatarozasaban.

4. A filogenetikai elemzéseknél gyakran csak a szubsztiticiokat veszik figyelembe,
a deléciokat/inszerciokat figyelmen kiviil hagyjak. A szerzd is élt ezzel a gyakorlattal. Mi

indokolja, hogy az utdbbiakat irrelevansnak kell tekinteni filogenetikai értelemben?

Vilasz: Az inszerciok/deléciok fontos evolicios események és figyelmen kiviil hagyasuk
informaciovesztéssel jar, tehat egyaltalan nem torvényszer(i, hogy azokat irrelevansnak kell
tekinteni filogenetikai értelemben. Az inszerciot/deléciot tartalmazd nukleotid pozicidok
kezelésének csupan egyik, de az élesztdgomba taxondmiaban gyakran alkalmazott modja
azok eltavolitasa az sszerendezett szekvenciakbol. Ennek az a megfontolas képezi az alapjat,
hogy nehéz Gsszehasonlitani olyan poziciokat, amelyekben egyes szekvencidkban nukleotid
talalhatd masokban viszont nem. Ezért a DNS szekvencia elemzés matematikai hatterének
alapos ismeretének hianyaban praktikusabb valasztasnak tlinik az inszerciot/deléciot
tartalmaz6 nukleotid poziciok figyelmen kiviil hagyasa. Dwivedi és Gadagkar (2009) behato
matematikai elemzésiik eredményeként arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy amennyiben az
inszerciot/deléciot tartalmazo pozicidk aranya kisebb 20%-nal, ahogy az altalam is elemzett
viszonylag kisszamu szekvenciat tartalmazé adathalmazok esetén is, akkor az alkalmazott
moddszerek, koztik az inszercidt/deléciot tartalmazd nukleotid pozicidk eltavolitasa,

egyforman j6 eredményt adtak.
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