Valasz Prof. Dr. Kovacs L. Kornél biralatara

Mindenekel6tt szeretném megkoszonni Prof. Dr. Kovacs L. Kornélnak MTA doktori
értekezésem biralatat és az extremofil mikrobakdzosségek Osszetételének feltarasara, valamint
a tudomanyra nézve 0j baktériumfajok polifazikus leirdsara tett eréfeszitéseim elismerését.
Ko6szonom dolgozatom nyilvanos vitara bocsatasanak tdmogatasat.

A biralatban leirt megjegyzésekre és kérdésekre a kovetkezokben valaszolok.
Biraloi megjegyzések

,, ... Szokatlanul kurtdra sikeredett, mindossze 4 oldal terjedelmii ,, Anyagok és modszerek”
fejezet.”

Biralom megjegyzésére azt tudom valaszolni, hogy elsésorban az értekezés terjedelmi korlatai
tették sziikségessé, hogy a 4. ANYAGOK ES MODSZEREK c. fejezetben az elmult tobb
mint hasz év kutatdsi eredményeit bemutatd munka sordn szamunkra elérhetd és alkalmazott
szamos mikrobioldgiai vizsgalati modszer leirdsdnal csak azok kivalasztasanak szempontjara
¢s az egyes metodikdk lényegének az ismertetésére tértem ki. Ezt a megoldast szdmomra
lehetéve tette, hogy a doktori értekezés Osszedllitdsdnal nem kovetelmény az alkalmazott
anyagok és moddszerek részletes ismertetése. Az egyes kutatasi projektekben ténylegesen
hasznalt modszerekre az 5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK fejezet minden egyes
alfejezetének bevezetdjében utalast tettem. (Emellett az értekezés 9.1 fejezete tartalmazza
azoknak az SCI referalt folyoiratokban megjelent kdzleményeknek a jegyzékét, melyekben
megtalalhat6 a kiilonb6z6 vizsgalati eljardsok ¢s adatelemzések részletes és reprodukalhatod
szintll leirasa. Ezeknek a kozleményeknek a teljes terjedelmi pdf valtozatat a benyutjtott MTA
doktori palyazatomhoz is csatoltam.)

A tenyésztési kisérletekben eltérd taptalajokat hasznaltak, ami azonban eltérd, zavaro
kovetkeztetesekhez vezethetett.”

Biralom észrevétele a KNP szikes vizes él6helyeirdl altalunk wjonnan leirt Bacillus fajok
detektalasi hianyanak magyarazatara vonatkozik a Boddi-szék 2008-as vizviragzasakor
végzett tenyésztéses vizsgalati eredményekbdl. Ennek az eltérésnek az okaként
értekezésemben azt jeloltem meg (40. oldal), hogy egyrészt az 0j Bacillus fajok tipustorzseit
eltéré kornyezetekbdl, a vizmintaval szemben a B. aurantiacus és a B. alkalisediminis
tipustorzseit szikes tavi tiledékbél, mig a B. kiskunsagensis tipustorzsét a Bolboschoenus
maritimus rizoszférajabol izolaltuk, masrészt az eltér6 idépontokban és kornyezeti
koriilmények kozott gyijtott kiillonbozé mintdk tenyésztésekor részben mas Osszetétell
taptalajokat hasznaltunk. Részletesebben, a Boddi-szék 2008-as vizviragzésa juniusban, a
mind6ssze néhany cm-es vizrétegben, tobb napos szélcsendes iddszakot kdvetden alakult ki,
amikor az {liledékfelszin és a toviz kozott nem volt keveredés. Tenyésztésre ebben a
vizsgalatban kizarolag vizmintabol kertilt sor. Mivel a Boddi-székbdl szarmazo vizmintat és a
B. aurantiacus és a B. alkalisediminis tipustorzseket egyarant az un. tengervizes (nagy fehérje
tartalmu) DSMZ 246 (pH 9,0) taptalajon vontuk tenyésztésbe, az 0j fajok hianyanak okaként
ebben az esetben az ¢él6helyek (valamint a mintavételi idopontok és iddjarasi koriilmények)
kiilonbozésége jelolhetd meg. A B. kiskunsagensis faj tipustorzsét a vizminta elemzésénél
hasznalt, nagy fehérje tartalmt, DSMZ 246 jelzésti taptalajtol eltérd Osszetételli, kifejezetten
alkalofil baktériumok, kiilondsen Bacillus fajok tenyésztésére kifejlesztett nagy szénhidrat

1/15



Valasz Dr. Kovacs L. Kornél biralatara

(gliikéz vs. keményitd) és vitamin (€lesztOkivonat) tartalmt, DSM 940 jelzésti tapkozeget
hasznaltunk (Horikoshi 1999). A Bacillus nemzetség tagjai tomeges eléfordulast és
viszonylag konnyen tenyésztésbe vonhato kozosségalkotdknak tekinthetdk a kiilonféle talajok
¢s iledékek baktériumkozosségeiben, ahol genetikai és metabolikus sokféleségiik révén
valtozatos okoldgiai funkcidkat tolthetnek be (pl. részt vesznek a talajképzédésben, az elhalt
szerves anyagok lebontasaban, a makro- ¢és mikro tapelemek korforgalmaban, toxikus
vegyliletek atalakitasaban, a novényi novekedés eldsegitésében, etc.) (Duckworth és mtsai
1996; Van Elsas és mtsai 2006; Saxena és mtsai 2020), igy jelenlétiik elsGsorban ezekben a
természetes kozegekben volt valdszinisithetd.

»Magyarazatra szorul, hogy a dolgozatban tobb helyen hangsulyozottan anaerob iiledék,
biofilm mintdkat miért aerob tenyésztesi koriilmények vizsgaltak, ami nyilvanvaloan
félrevezeto képet ad az adott mikrobakozosség tenyéesztheto tagjainak osszetételérdl.”

Természetes vizes kornyezetetekben (elsOsorban tavi és tengeri liledékekben) és akar a
biofilmek belsejében is kialakulhatnak anoxikus mikrohabitatok elsdsorban az oxigén relative
rossz vizoldékonysaga és korlatozott mértékli diffuzidja miatt. Az oxigénhidny létrejottében
fontos szerepet jatszhatnak a szerves anyagok aerob lebontasdban résztvevo
mikroorganizmusok is fokozott oxigénigényilk és felhasznalasuk révén. Anoxikus
koriilmények kozott pl. a nagy molekulasulyt szerves anyagok lebontasa altalaban kiilonb6z6
anyagcsereképességekkel rendelkezd prokariotak tobb 1épésben lejatszodo, egymaéssal
Osszefiliggd katabolikus lancolatként valésul meg (Madigan és mtsai 2021).

Biralom ezért jogosan hivta fel a figyelmet a kornyezeti mikrobiologiai kutatasokban is az
anaerob tenyésztés jelent6éségére, amivel mi magunk is tisztaban voltunk és vagyunk.
Mikrobidlis 6kologiai kutatdmunkdm soran anaerob tenyésztéses vizsgalatokat az ELTE
Mikrobiologiai Tanszékén rendelkezésre all6 Thermo Scientific anaerob munkaallomas
(Forma Scientific 1029) segitségével a 2000-es évek elején végeztink a Velencei-to
egészséges €és pusztuld nadasallomanyanak rizoszférajaban ¢€s a tavi tiledékben zajlé anaerob
lebontasi folyamatokban résztvevd, fermentalo Clostridium és respiratorikus anyagcserét
folytatd szulfatredukald baktériumfajok diverzitasanak feltarasara (Vladar és mtsai 2008).
Ezeknek a kutatasoknak az eredményeir6l korabban, habilitacids értekezésemben szamoltam
be. Az MTA doktori értekezésem alapjaul szolgald kutatasok soran a mintavételezések
dontéen aerob/mikroaerofil kornyezetekbdl torténtek, €s sajnos az anaerob tenyésztéshez
sziikséges technikai feltételek sem alltak folyamatosan a rendelkezésilinkre, ezért nem kertilt
sor ilyen jellegli vizsgalatokra.

Mindazonaltal ugy vélem, hogy az értekezésemben bemutatott tenyésztéses vizsgalatokkal
kapott eredményeink nem adtak ,félrevezetd képet” a mikrobakozdsségek Osszetételérol,
hiszen az altalunk aerob koriilmények kozott tenyésztésbe vont baktériumok tényleges tagjai
voltak a vizsgélt éldhelyeket benépesitd mikrobiotanak, raadasul egyes kozosségalkotok
fakultativ anaerob anyagcsere képességiik révén feltehetéen az anoxikus koriilményekhez is
alkalmazkodni tudtak. Ezen tilmenéen a mikrobakdzosségek Osszetételérdl nyerhetd teljesebb
kép megalkotasdhoz tenyésztéses vizsgalatainkat minden esetben kiegészitettiik olyan
tenyésztéstol fiiggetlen molekuldris bioldgiai modszerek alkalmazasaval, melyek segitségével
a vizsgalt kornyezetekben el6forduld obligat anaerob prokariota taxonok kimutatasara és
azonositasara is lehetdségiink nyilt.
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A szerzo az egyes extremofil terepi helyszinek szerint tagolja a dolgozatot, ami egyrészt
logikusnak tiinik, masrészt azonban hianyoltam a kiilonbozo kutatdsi programok/helyszinek
kozotti  Osszehasonlito — elemzéseket és azokbol —levonhato, mikrobidlis  6kologiai
kovetkeztetéseket ... .altalanosithato itizenetet.”

Kutatasi eredményeinket egyrészt valoban a kiilonféle extremitasokkal (pH, sdékoncentracio,
homérséklet, tdpanyaghiany, sugarzds, poliextremitas) jellemezhetdé ¢élohelyek tipusa,
masrészt az alkalmazott egyre korszeriibb modszerekkel végzett kutatdsok idobeni sorrendje
szerint tagoltam. A kiilonb6z6 kutatasi programok/helyszinek kozotti Osszehasonlitd
elemzések alapjan levonhato altalanosithatdo kovetkeztetésekkel kapcsolatos allaspontomat
biralom 8. kérdésére adott valaszomban fejtem ki.

., ...izgalmas lett volna példaul azt megfigyelni, hogy a fontos vagy annak tartott kérnyezeti
paraméterek valtozasa milyen dtrendezddéseket hoz létre az adott mikrobakozosségekben.”

A mikrobidlis 6koldgiai és kornyezetmikrobioldgiai kutatasok egyik sarkalatos kérdése a
mikrobidlis diverzitds térbeli ¢és idObeni valtozatossdganak és valtozékonysaganak a
vizsgalata. Napjainkban egyre tobb bizonyiték tdmasztja ald, hogy a szabadon ¢I6
mikroorganizmusok esetében is megfigyelhetk az 0n. biogeografiai mintazatok, ami a
mikrobakozosségek abundancidjanak, megoszlasanak ¢és taxonomiai diverzitdsanak a
valtozatossagaban is tetten érheté (Martiny és mtsai 2006; Fierer 2008).

Biralom felvetésével egyetértve minket is foglalkoztatott az a kérdés, hogy az extrém fizikai-
kémiai tulajdonsadgokkal jellemezhetd élohelyeken a kornyezeti feltételekben végbemend,
esetenként drasztikus valtozasok hogyan befolyasoljak a mikrobakozosségek Osszetételét.
Kutatdsaink egy részében, lehetdségeinkhez mérten, ezért ilyen jellegi kérdések
megvalaszolasara tobb alkalommal is kisérletet tettiink. E16szor a szarvasi Therm-Organ hiit6-
tarozo to esetében, a 2010-ben és 2011-ben szezonalis mintavételezést kdvetden végzett
Osszehangolt kémiai és mikrobioldgiai vizsgéalatok soran (DGGE modszerrel) kovettiik
nyomon a té vizmindségének valtozasat sszefiiggésben a viz és az iiledék mikrobak6zosségi
Osszetételének alakulasaval (44-46. oldal) (Borsodi és mtsai 2016). Ezt kovetéen a KNP
teriiletén Apajpuszta hatardban szélséséges iddjarasi koriilmények kozott, egy 2014
juniusdban és szeptemberében tapasztalt kiszaradas-nedvesedés ciklus két végallapotaban
vizsgaltuk a kiilonleges 1ddjarasi viszonyok hatasat jellegzetes kiskunsagi szikes
novénytarsulasok talajaban a mikrobakozosségek metabolikus aktivitasara (MicroResp
modszerrel) €s taxondmiai diverzitdsara (tenyésztéssel ¢és 16S rRNS gén alapa
piroszekvenalassal) (50-57. oldal) (Borsodi és mtsai 2021). Ezutan a Budai-termalkarszt egyik
forrasbarlangjaban egy in situ kisérleti modellrendszer segitségével 2015 és 2016 szeptembere
kozott egy éven at folyamatosan monitoroztuk a megcsapolodasi teriileten a karsztosodasi
folyamatokban kulcsfontossagi  szerepet jatszo biofilm kozosségek szervezddését
(mikroszkopos modszerekkel és 16S rRNS gén alapu piroszekvenalassal) (95-99. oldal)
(Anda és mtsai 2020). Jelenleg az Ojos del Salado (Szaraz-Andok) vizes él6helyein végzett
kutatasok folytatasaként végziink olyan vizsgalatokat, amelyben az 5900 m tszf. magassagban
taldlhatd permafroszt olvadékviz tavacska mikrobakozosségi szerkezetében bekovetkezd
valtozasokat elemezziik a 2016-2019 iddszakban észlelt sz€lsOségesen valtozd i1ddjarasi
koriilmények hatasara (nem publikalt eredmények).

., Helyenként azonban értelemzavaro kifejezés vezeti félre az olvaso gondolatait, mint pl. az
Irodalmi attekintés 2.1 fejezetének nyito mondata: Az élet a Foldon a mainal sokkal zordabb
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koriilmények kozott alakult ki és fennmaradt, sot sok esetben ma is viragzik rendkiviil mostoha
kornyezeti feltételek kozott.”

Birdlomnak az elébbi mondattal kapcsolatos okfejtésével egyetértek. Az IRODALMI
ATTEKINTES bevezetd mondataval minddssze arra szerettem volna utalni, hogy Foldiinkon
a prokariota létformak feltehetéen a ma altalunk extrémnek tekintett koriilmények kozott
alakulhattak ki (pl. mélytengeri vulkani kiirtbkben, fénynek Kkitett sekély tengervizi
lagunakban vagy akar becsapodasi kraterekben). E tekintetben a témaval foglalkozo kutatok
véleménye is megoszlik, és az élet kialakulasara vonatkozoan szamos szcenario 1étezik (Orgel
1998; Sutherland 2016, 2017; Sojo és mtsai 2016; Nakashima és mtsai 2018; Sasselov és
mtsai 2020; Trolard és mtsai 2022). Az azonban bizonyos, hogy napjainkban az ember altal
normalisnak vélttél szEélséségesen eltérd, Gin. extrém kornyezetek jelentGsen visszaszorultak a
foldi ¢let korai evolucids iddszakdhoz képest. Az extremofilekkel kapcsolatos kutatasok
ugyanakkor ezeken a kiilonleges éléhelyeken meglepden nagy mikrobialis diverzitast tartak és
tarnak fel (Cowan és mtsai 2015; Singh és mtsai 2019; Zgonik és mtsai 2021; Shu és Huang
2022).

., Elnagyolt mondatok, kifejezések .... a dolgozatban ....”

,,az atmoszféra mértékegység haszndlata” — Egyetértek birdlom észrevételével, helyesebb lett
volna az S| mértékegység (Pascal) hasznalata (1000 atm = 101,325 MPa).

, kis Ca?*- és Mg**-tartalmii, ... valamint nagy Ca®*-tartalmu, ... alkalikus kérnyezetek” — A
stabil, természetes alkalikus kornyezeteket a Grant €s mtsai (1990) kézleményében leirt és a
kialakulasukat meghatarozé jellegzetes geokémiai folyamatok altal elkiilonitett ,,Low Ca?*
environments (soda lakes and deserts) vs. High Ca?" environments” utan neveztem
értekezésemben , kis Ca?*- és Mg?*-tartalmu, ... valamint nagy Ca®'-tartalmu, ... alkalikus
kornyezeteknek”. A megnevezés nem az eltérdé ionkoncentraciok pontos meghatarozasara
vonatkozik, hanem az ezekben az alkalikus kérnyezetekben dominans Na* (alkalifém) kation

crcr

ezaltal az ¢l6hely tipusok elkiilonitésére.

’

A legtobb dlléviz kémhatisa mérsékelten vagy nagyon ligos” — Ertekezésembdl valdban
kimaradt a mérsékelten lugos kémhatas értéktartomanyanak (pH 7,4-9,0) a meghatarozasa, de
a nagyon (erdsen) lugosé (pH > 9,0) a 10. oldalon megtalalhato.

A permafroszt talajok dltalaban 20-70% jeget és 1-1% fagyott vizet tartalmaznak... Mi a
kiilonbség a ,,jég” és a ,,fagyott viz” kozott és hogy jon ki az anyagmérleg, mekkora hanyada
a legjobb esetben is hianyzo 23%-nyi anyagnak a mikrobidlis biomassza?” — Az értekezésben
szerepld ,,fagyott” viz sajndlatos elirds, ami természetesen ,,nem fagyott” vagy masképpen
olyan tulhtitott viz jelenlétére utal az allandoan fagyott f6ldben, ami kiillonb6z6 helyi okokbol,
pl. kdzet tipusa, domborzat, a felszinalatti vizek helyzete és mozgéasa miatt folyékony
halmazallapotban maradt meg. Az ilyen nem fagyott lencséket szokas ,talik”-nak
(olvadéknak) is nevezni (Székely 1993). Ami az ,,anyagmérleg” hianyzo 23%-at illeti, annak
dontd részét a permafroszt talajok szervetlen asvanyokbol allo kozetfrakcioi teszik ki. A
permafrosztban azonban relative nagy szamban mutathatok ki olyan életképes
mikroorganizmusok, amelyek valoszintisithetéen a permafroszt kialakulasa o6ta, vagyis akar
geoldgiai idokon at megdrizték életképességiiket (bizonyitottan akar 400 m-es magmélységig
¢s -27° C-os talajhémérsékletig) (Gilichinsky és mtsai 2008). A mikroorganizmusok
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mennyisége a kiilonb6zé permafroszt tipusokban azonban jelent6sen eltérhet egymastol,
irodalmi adatok alapjan ltalaban 10°-108 sejtszam g szaraz anyag tartalom kozott valtozik
(Jansson és Tas 2014). A zord kornyezeti paraméterek ellenére az alpesi permafrosztbol 108-
10%° sejtszam g, az arktikus teriileteken 10°-10° sejtszdm g™, az antarktiszi régioban 103-10°
sejtszam g értékeket detektaltak (Altshuler és mtsai 2017). A globalis klimavaltozas azonban
a permafroszt olvadasa révén megujithatja az 6si inaktiv életformak metabolikus aktivitasat,
ami a szerves szén, beleértve a mikrobialis biomassza mennyiségének jelentés novekedését
idézheti el6. Ez az {iiveghazhatasu gazok fokozott légkori kibocsatasdval negativan
befolyasolja a globalis szén-korforgalmi folyamatokat (Jansson és Tas 2014; Schuur és mtsai
2015).

félrevezeto a mikrobiologiai rendszertani kategoriak kovetkezetlen alkalmazasa ... pl. 5.3-7,
5.3-9, 5.4-3, 5.4-7 abrak alairasaban ,, baktérium térzsekrol” van szo, de az abran magasabb
rendszertani kategoridk vannak feltiintetve.” — A biralom megjegyzésében felsorolt abrak
mindegyike tenyésztéstdl fiiggetlen, kornyezeti DNS kivonason (a 16S rRNS gén molekularis
klénozésan vagy amplikon szekvenalasan) alapuld molekularis biologiai modszerrel végzett
vizsgalat eredményét mutatja be. A hivatkozott abrakon a bakterialis taxonoémiai diverzitas
elemzések eredményei torzs (vagyis angolul ,,phylum”) szinten lettek feltiintetve, vagyis a
kiilonb6z6 rendszertani torzsekbe (phylumokba) sorolt szekvenciaknak a relativ abundancia
adatai lathatok mintavételi helyek szerint. Ezekben az esetekben a baktérium torzs
megnevezés tehat nem az angol ,.strain” fogalomhoz kothetd, amit tenyésztésnél a kozos
eredetli és azonos jeloléssel ellatott tiszta tenyészetek csoport megjeldlésére hasznalunk.
Ertekezésemben tehat nem alkalmaztam ,kovetkezetleniil” a mikrobiologiai rendszertani
kategoriakat, a félreértelmezhetdség oka az lehetett, hogy az angol ,,phylum” és ,.strain”
fogalmakat magyarul egyarant a ,,térzs” szoval forditjuk és irjuk.

. Javitott volna az dbrak esztétikus prezentalasan, ha azok hasonlo stilusban késziiltek volna
el. A gondosabb szerkesztés benyomasdt keltette volna néhany dbra feliratainak magyar
nyelvii valtozata vagy az abraaldirdasok és abrajelolések harmonizalasa.”

Ertekezésem Osszeallitasakor felmeriilt a gondolata annak, hogy az abrékat egységes
formatumban Gjra szerkesszem, €s ezt az altalunk leirt 1 fajok torzstai esetében kivétel nélkiil
meg is tettem. A tobbi abra esetében az értekezés alapjaul szolgald publikaciokban megjelent
angol nyelvili dbrdknak az értekezésbe torténd beillesztése mellett dontottem, ezért fordul eld
az, hogy a vizsgélati eredményeket bemutatod torzsfdkon a sajat baktérium torzsek egyszer
szines, maskor félkovér kiemeléssel lathatok, illetve, hogy az abra feliratok angol nyelviiek.
Az értekezésben talalhaté minden abranak van magyar cime, és ahol sziikségesnek itéltem, ott
kiillon magyarazat tartalmazza a megértést segitdé magyar nyelvii kiegészités(eke)t (pl. a
roviditések feloldasat). A kifogasolt 5.1-6 abrarol valoban lemaradt az (a) és (b) jelolés (balrol
jobbra), de az (I) csurgalékviz jel6lés a jobboldali dendrogramon sarga szinnel kiemelt agak
végén a TOIW mintajelzésben megtaladlhatd (TO, Therm-Organ t6; I, csurgalékviz; W,
vizminta).
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Biraloi kerdések

1. Ahogyan az ANYAGOK ES MODSZEREK fejezetben, tigy a 4.3.1 Extremofil baktériumok
tenyésztése C. fejezetben sem deriil ki, hogy milyen tdptalajokat és miért éppen azokat
hasznaltik a tenyésztéses kisérletekhez?

Tenyésztéses vizsgalatok esetében meghatarozd fontossagi tényez0 az alkalmazott
tapkozegek Osszetétele. A sikeres tenyésztéséhez energiaforras, megfeleld tipust, mennyiségi
¢s aranyu tapanyagok ¢és kedvezo fizikai-kémiai koriilmények egyidejii biztositasa sziikséges.
Barmely természetes mikrokdrnyezetben az egyiitt ¢16 mikrobapopulaciok azonban jelentdsen
kiilonbozhetnek egymastol az Aaltaluk igényelt és a rendelkezésiikre 4allo erdforrasok
tekintetében, ezért tenyésztéses vizsgalatok soran az ¢éléhelyre jellemzdé koriilményeket
imital6 tapkozegek Osszeallitdsa sokszor rendkiviil nehéz feladat. Ehhez jarul hozza, hogy a
mikroorganizmusok természetes élohelyiikon gyakran a kiilonb6zé kornyezeti tényezok
gradiensei mentén kialakulo specifikus nicheket foglaljak el, aminek megteremtése
laboratériumi koriilmények kozott szintén nagy kihivas elé allithatja a kutatokat, kiillondsen
extremofilek/poliextremofilek tenyésztésekor. Mindebbdl kovetkezik, hogy laboratoriumi
tenyésztéskor (az egyes taxonokra jellemzdé generacids idon tl) a felkinalt tapanyagok és
kornyezeti feltételek is jelentésen korlatozhatjak a baktériumok szaporodoképességét ¢€s
szaporodasi sebességét.

Staley és Konopka (1985) kozleményének megjelenése ota valt kozismertté a nagy telepszam
anomaliaként (,,great plate count anomaly”) jellemzett fogalom. Eszerint a természetes
kornyezetekbol szarmaz6 mintak mikroszkopos megfigyelésekor észlelt mikrobak nagy része
vagy nem ¢életképes, vagy bar életképes, de nem tenyésztheté (VBNC, viable but
nonculturable) laboratoriumi koriilmények kozott (Amann és mtsai 1995), igy az agar
taptalajon kolonidkat képezd sejtek szama ¢€s a mikroszkdposan meghatirozott sejtszdm
értékek kozott tobb nagysagrendnyi kiillonbség is adddhat. Az extrém kornyezetekben
eléforduld mikroorganizmusok tulnyomo tobbsége még napjainkban sem tenyészthetd, annak
ellenére sem, hogy az utobbi évtizedekben a hagyomanyos eljarasok mellett szamos 1j
tenyésztési technika (pl. diffuzid-alapu eszkozok és in-situ tenyésztés alkalmazasa, célzott
sejtvalogatast kovetd tenyésztés) kifejlesztésére és alkalmazasara keriilt sor (Su és mtsai 2013;
Schultz és mtsai 2023).

Az extremofil mikroorganizmusok tenyésztése soran mi két f6 stratégiat alkalmaztunk. A
konkrét vizsgalatok megkezdése eldtt részletes szakirodalmi feldolgozast végeztiink abbol a
célbol, hogy kigyljtsiik milyen taptalajokat hasznaltak sikeresen a kutatok korabban az
altalunk tanulméanyozni kivant éléhelyhez hasonlo extrém kornyezetekbdl kitenyésztett
baktériumok esetében. (Ez a tovabbiakban vizsgalati eredményeink Osszehasonlithatosagat is
lehetévé tette). Az igy kapott listabol valasztottuk ki azokat a kiilonbozo Osszetételii
taptalajokat, amiket az egyes kutatasi projektjeinkben alkalmaztunk. (Ezeknek a taptalajoknak
a listdjat az alabbi tablazat tartalmazza, a kutatidsi eredményeket bemutatd publikéciora
torténd hivatkozassal egyiitt.)
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Alkalofilek, halofilek

Sea water agar (DSMZ Medium-246)

R2A medium (DSMZ Medium-830)

Nutrient agar (DSMZ Medium-1)

Horikoshi alkaline medium (DSMZ Medium-940)
RCM medium (DSMZ Medium-634)

CM3 medium (DSMZ Medium-520)

Desulfovibrio (Postgate) medium (DSMZ Medium-63)
Celluloz szintetikus medium (Bott és Kaplan, 1991)
Glucose-yeast extract agar (DSMZ Medium-54)
Coryneform agar (DSMZ Medium-53)

Trypticase soy yeast agar (DSMZ Medium-92)
KingB medium (Cowan és Steel, 1974)
Oligotrophic medium (Poindexter, 1991)
Caulobacter medium (DSMZ Medium-595)

Oligotréfok, sugarrezisztensek
R2A medium (DSMZ Medium-830)
Sphaerotilus- Leptothrix medium (DSMZ Medium-803)

Valasz Dr. Kovacs L. Kornél biralatara

Borsodi et al. 2008, 2011, 2013; Rusznyak et al. 2008b

Borsodi et al. 2013, 2015, 2017b, 2017c, 2019, 2021

Borsodi et al. 2007, 2016

Borsodi et al. 2003a, 2003b, 2005, 2007a, 2007b, 2015, 2017a, 2021a; Rusznyak et al. 2008a, 2008b
Borsodi et al. 2003; Vladar et al. 2008

Borsodi et al. 2003

Borsodi et al. 2003

Micsinai et al. 2003

Micsinai et al. 2003

Micsinai et al. 2003

Borsodi et al. 2007a, 2007b; Acs et al. 2003; Micsinai et al. 2003; Rusznyak et al. 2008a

Borsodi et al. 2007a, 2007b; Acs et al. 2003; Micsinai et al. 2003; Rusznyak et al. 2008a, 2008b, 2011
Borsodi et al. 2007a, 2007b; Acs et al. 2003

Rusznyak et al. 2008a, 2008b

Anda et al. 2014, 2017; Enyedi et al. 2019
Anda et al. 2014, 2017; Enyedi et al. 2019; Makk et al. 2016, 2019

Nutrient agar (DSMZ Medium-1) Enyedi et al. 2019
Tryptone Glucose Yeast extract medium (DSMZ Medium-464) Enyedi et al. 2019

Poliextremofilek
R2A medium (DSMZ Medium-830)
PYG medium (DSMZ Medium-1140)

Borsodi et al. 2021b; Aszalos et al. 2020a, 2020b
Aszalds et al. 2020a, 2020b

A tenyésztési hatékonysag fokozéasa érdekében alkalmanként moddositottuk a téptalajok
Osszetételét, pl. csokkentettiik azok szerves anyag tartalmat, hogy jobban imitaljuk a vizsgalt
extrém kornyezetre jellemz6é koriilményeket. Ugyanezen célbol az alkalofilek és/vagy
halofilek tenyésztésénél a taptalajok pH és/vagy sokoncentracidjat az eredeti kdrnyezetnek
leginkabb megfeleld értékekre allitottuk be, a pszichrofileket/pszichrotrofokat pedig
folyamatosan a szamukra optimalis alacsony hdmérsékleti értékeken tartottuk. Az
extremofilek tenyésztési hatékonysaganak novelése érdekében a mintakbol torténd kozvetlen
szélesztést megeldzden tobbszor alkalmaztunk elddusitast vagy hatarhigitdsos technikat, de
gyakran ¢éltiink az inkubacios id6 meghosszabbitasanak lehetéségével is (35. oldal).

Mindezeket a technikdkat Yang és mtsai (2023) napjainkban megjelent Osszefoglalo
tanulmanya is megemliti, mint a kiilonféle extremofil mikroorganizmusok sikeres izolalasat
eldsegitd eljarasokat.

2. Végeztek-e olyan kontrol kisérleteket, amelyekben igazolhato volt, hogy lényegesen vagy
részlegesen eltéero tapkozegekben ugyanazok vagy eltéré mikrobak, esetleg eltéro
gyakorisaggal voltak tenyészthetok?

Valamennyi kutatdsunk soran alapvetd célunk volt, hogy a kiilonb6z6 sz€lsdséges fizikai-
kémiai tulajdonsagokkal jellemezhetd kornyezetekbdl a rendelkezésiinkre allo6 moédszerek
segitségével a lehetd legteljesebben feltarjuk az egyes éldhelyekre jellemzd mikrobidlis
diverzitast. Ennek érdekében a tenyésztések soran egy-egy kutatdsi projektben rendszerint
tobbféle, kiillonbozd Osszetételll taptalajt alkalmaztunk (lasd tablazat) és tobbféle kornyezeti
feltételt (pl. eltéré homérsékleti és pH értékeket, valamint sékoncentraciokat) is imitaltunk.
Az eltéré Osszetételli taptalajokon, a kiilonboz6 tenyésztési feltételek mellett igy akar tobb
nagysagrendnyi TKE/ ml vagy g (telepképzd egység) érték kiilonbséget is detektaltunk
ugyanazon minta feldolgozasakor, ami egyuttal azt is jelentette, hogy a kiilonb6zd taptalajok

Osszetételiiknél fogva részben eltérd baktériumok kitenyésztésére voltak alkalmasak.
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Példaként a Boddi-szék 2008-as vizviragzasakor végzett tenyésztéses vizsgalat eredményeit
emlitem. A vizmintak tenyésztéséhez kétféle (tengervizes DSMZ 246 ¢és 5% (m/V) NaCl-dal
kiegészitett R2ZA, DSMZ 830) taptalajt alkalmaztunk azzal a mddositassal, hogy a taptalajok
pH-jat a 9,5 értékre allitottuk be (39. oldal). A tenyésztés soran 110 izolatumot hoztunk 1étre,
a kétféle taptalajrol kozel azonos szamban (a tengervizes taptalajrol 57, az R2A taptalajrol 53
szarmazott). Az izolatumokbol 1étrehozott tiszta tenyészeteket a 16S rRNS gén bazissorrend
elemzése alapjan az Erythrobacter és a Rhodobaca (Alphaproteobacteria), az Alkalimonas, a
Halomonas, a Marinospirillum és a Nitrincola (Gammaproteobacteria), az Algoriphagus és az
Aquiflexum (Bacteroidetes), valamint a Bacillus és a Gracilibacillus (Firmicutes)
nemzetségek tagjaiként azonositottuk (39. oldal). Koziilik a Rhodobaca, a Nitrincola, az
Algoriphagus és az Aquiflexum nemzetségek tagjai csak az R2A, a Halomonas és a
Gracilibacillus nemzetségek képvisel6i csak a tengervizes taptalajokrol keriiltek el6, mig az
Erythrobacter, a Marinospirillum, az Alkalimonas és a Bacillus nemzetségek reprezentansait
mindkét taptalajrol tenyésztésbe tudtuk vonni (Borsodi és mtsai 2013).

3. Honnan tudtak, hogy az alkalmazott tapkozegek voltak optimalisak a mikrobakézosség
legtobb tagjanak tenyésztéséhez?

Kutatasaink soran nem tudtuk és nem is sejthettiik, hogy az altalunk alkalmazott tapkdzegek a
mikrobakozosségek legtobb tagjanak a tenyésztéséhez optimalisak voltak-e. Minden esetben
torekedtiink azonban arra, hogy a vizsgalt kiilonleges ¢l6helyeken eldforduld extremofil
mikrobakozosségek 0Osszetételének minél teljesebb korét megismerjiik, ezért tenyésztéses
vizsgalataink sordn tobbféle és altaldban hasonldé kornyezetek mikrobidlis 6kologiai
kutatdsanal sikerrel alkalmazott téptalajokat probaltunk ki vagy modositottuk azokat az
altalunk vizsgalt él6helyek sajatossdgainak figyelembevételével.

4. Az extremofil mikrobakozosségeknek fontos tagjai az archaeak kozé tartoznak, amelyeknek
zome obligat anaerob mikroba. Mivel ezek, és persze hasonloképpen az eukaryota kozdsségi
tagok az alkalmazott aerob/fakultativ baktérium tenyésztési eljarasok soran nem keriilhettek a
kutatas latokorébe, a kozosségek miikodésével kapcsolatos megfontoldsok nagyon vazlatosak
lehetnek. Ezeknek a gondolatoknak a kritikai megtargyalasat hianyoltam a dolgozatbol.

Egyetértek birdlom észrevételével, miszerint az extremofil mikrobakdzosségeknek fontos
tagjai az archaedk, vizsgalatuk ezért az extrém ¢él6helyek prokaridta diverzitasanak feltarasa
soran is elengedhetetlen. Az értekezésemben bemutatott kutatasok soran, ahogy arra mar
kitértem, er6forrasok hianyaban nem keriilt sor anaerob tenyésztésre. Irodalmi ismereteim
alapjan az anaerob archaedknak (pl. metanogéneknek vagy ammonia-oxidaldo Nitrosopumilus
¢és Nitrososphaera fajoknak) tiszta tenyészetben valo eldallitaisa még akkor is nagy kihivas elé
allithatja a kutatokat, ha azok a szigorian anoxikus korilmények mellett egyéb extrém
kornyezeti feltételt (pl. magas homérsékletet) nem igényelnek. Kutatdsaink sordn ezért az
altalunk tanulmanyozott extrém kornyezetekben (pl. termalkutak vizében, termalkarszt
barlangokban) eléforduld archaedk diverzitasanak feltarasara tenyésztést6l fliggetlen
modszereket alkalmaztunk (Németh és mtsai 2014; Anda és mtsai 2015, 2017, 2020; Borsodi
¢s mtsai 2018). A mikrobak6zosségek eukariota tagjainak a vizsgalata sajnos szintén
meghaladta kutatasi lehetéségeinket. Jelentéségiiket azonban egyes extrém él6helyeken pl. az
alfoldi szikes vizek planktonikus kozosségeinek szezondlis dinamikdjdban Szabd és mtsai
(2020), valamint Marton és mtsai (2023) utobbi években végzett kutatidsi eredményei is
alatamasztjak.
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5. Mennyire tekintheték mérvadonak és meghatarozonak a tenyésztéses és klasszikus
mikrobiologiai  azonositis eredményei, ha azokat nem tudtak megerdsiteni a
klonkényvtarakban és DGGE vizsgadlatokban. .... Melyiknek kell hinniink, a tenyésztéses vagy
a molekularis elemzéseknek? Pl. az 5.1-2. abran felsorolt, az abra alairas szerint ,,fajok”
kozott csak a Rhodobaca nemzetséget sikeriilt kimutatni tenyésztéses és klonozdsos
modszerrel egyarant.

Mikrobialis Okoldgiai diverzitds elemzések soran elfogadott ¢és jellemz6é moddszertani
megkozelités, hogy a kiilonféle mikrobioldgiai vizsgalati eljardsok eltérd szelektivitasa és
kozosségszerkezeti torzitdé hatasa miatt azokat kombinalva alkalmazzak. Ezzel kapcsolatban
tenyésztéses vizsgalatok esetén az eléz6ekben emlitett nehézségeken til olyan problékmakra
is szeretnék ramutatni, mint pl. a kiilonleges kornyezeti koriilményeknek a mintavételtol
egészen a laboratoriumi vizsgalatok végéig torténd folyamatos biztositasa, vagy a természetes
kornyezetek vegyes mikrobapopulacioi  kozott kialakulo  valtozatos kolcsonhatasok
mesterséges koriilmények kozotti reprodukalhatosaga, amit extrém kornyezetek vizsgalata
soran Ssokszor szinte lehetetlen megoldani (Alain és Querellou 2009). A tenyésztéstol
fiiggetlen modszerek kdzosségszerkezeti torzitd hatasa is szamos tényezore vezethetd vissza.
Ilyen pl. a kdrnyezeti DNS kivonas eltérd hatékonysaga a kiilonbozd baktérium taxonok
esetén (Zielinska és mtsai 2017), multitemplat PCR soran a templatoknak az eredeti mintaban
jelenlévd aranyoktol eltéré megsokszorozddasa a PCR koriilményei és a kiilonb6zd fajokba
tartozo baktériumok eltéré genomi tulajdonsagai miatt (Sipos és mtsai 2007), de emlithet6 a
klonozé vektorok méret prefrencidja, valamint az inzert szekvenciak hatdsa a DNS-fehérje
interakciokra és a transzformalt sejtekre (Palatinszky és mtsai 2011).

Kutatasaink soran ezért nem is vartuk, hogy a relative kis felbontast tenyésztéses, valamint
klonkonyvtar elemzd és DGGE vizsgalatok eredményei ,,megerdsitik” egymast. Az
extremofilek kozosségszerkezetének feltarasakor alkalmazott kétféle modszer ezért vezetett
inkabb egymast kiegészitd és csak részben atfedd eredményekhez.

6. A 14. oldalon szerepel két allitas: i) ,,A baktériumkozosségek osszetételében a tenyésztésen
alapulo és a tenyésztéstol fiiggetlen DGGE és klonozdasos modszerek alkalmazasaval sem
lehetett szezonalis kiilonbségeket kimutatni.” ii) ,,mig cianobaktériumok és zold algak ...
Jjellegzetes szezonalis ciklust mutatnak.” Melyik allitas van kézelebb az igazsaghoz?

Az értekezés IRODALMI ATTEKINTESEBOL hivatkozott kutatisok és az azokban foglalt
allitasok is csak annak figyelembevételével vethetok Ossze egymassal, hogy a vizsgalati
eredmények 1) nem ugyanarra a mintavételi helyre és idGszakra, ii) nem ugyanolyan
mintavételi gyakorisagra, iii) nem azonos €l6hely tipusra, iv) egymastol nagymértékben eltérd
vizsgalati modszerekre és V) mas mikrobialis kozosségalkotok elemzésére vonatkoztak. Az
els6 esetben a kiskunsagi Kelemen-székbdl, Zab-székbol és Boddi-szEékbdl, valamint a
tiszantali Fehér-szikbdl és Nagy-vadas tobol 2003-ban és 2004-ben szezonalisan (tavasszal,
nyaron ¢és Osszel egy-egy alkalommal) vett tiledékfelszini mintak tenyésztéses és DGGE
vizsgalatara keriilt sor. A masodik esetben a kiskunsagi Zab-székben 2013-ban és 2014-ben
havi mintavételi gyakorisaggal, nagy ateresztoképességli piroszekvenalassal és mikroszkopos
sejtszamolassal, de csak a planktonikus pikocianobaktérium és eukariota pikoalga kozosségek
valtozasat kovették nyomon. Ezek alapjan azt lehet mondani, hogy mindkét allitas
megfeleltethetd a kapott vizsgélati eredményeknek. A latszolagos ellentmondas a fentebb
felsorolt mintavételi és vizsgalati mdodszerek kiilonbozdségébdl fakadhat.
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1. A dolgozat olvasoi szamdra fontos iizeneteket, az egész munka jelentoségét kiemelo rész
lenne a 2.9 Az extremofilekkel kapcsolatos mikrobiologiai kutatdasok jelentosége fejezet.
Sajnos a dolgozatbol nem deriil ki, hogy mit lehetne kezdeni ezekkel az eredményekkel és ilyen
iranyu kutatasokat tervez-e a szerzo a jovoben?”

Az értekezésemben bemutatott kutatasok kétségkiviil elsésorban felfedezd alapkutatasoknak
tekinthetok, melyek korabban még sohasem vizsgalt extrém élohelyek szélsdséges kornyezeti
feltételeihez alkalmazkodott prokaridta kdzosségek taxondmiai €s anyagcsere sokféleségének
a feltarasara iranyultak. Tudomanyos eredményeink kozvetlen jelentdségét ezért az extrém
kornyezetek mikrobidlis ©Okologiai folyamatainak a megismerésében, az extremofilek
kiilonbozd elemek biogeokémiai ciklusaban vald részvételének €s lehetséges anyagcsere
kapcsolatrendszerének a felvazolasaban, valamint a tudoméany szamara 101j baktérium taxonok
leirasaban jelolhetjiik meg, ahogy erre értekezésem 7. fejeztében roviden ramutattam.

Kutatasaink gyakorlati alkalmazésara a rendelkezésiinkre allo erdforrasok korlatozott volta
miatt eddig még csak probalkozasok torténtek, de természetesen nyitottak vagyunk az ipari-
biotechnologiai, mezdgazdasagi vagy klinikai mikrobiologiai kutatasi egyiittmikodések
iranyaba is.

8. Némi magyarazatra szorulna, hogy a 132. oldalon felsorolt ,, dltalanos kovetkeztetések”
mennyiben tekinthetok uj tudomanyos felismeréseknek?

Ertekezésemben a szélséséges kornyezeti paraméterekhez alkalmazkodott extremofil
prokaridta kdzosségek taxondmiai €s anyagcesere sokféleségét feltard vizsgalataink 0j kutatési
eredményeit a targyalt témakorok sorrendjében a 6. fejezetben foglaltam 6ssze. Ugyanennek a
fejezetnek a végén, a 132. oldalon felsorolt ,.altalanos kovetkeztetések” véleményem szerint
azért tekinthetdk ) tudomanyos felismeréseknek, mert ezek a szintetizalé megallapitasok az
egyes kutatdsokon tilmutatd, 0j megvilagitasba helyezik a kiillonféle extremofilekkel végzett
laboratoriumi vizsgélatok mikrobialis 6kologiai eredményeit.

Végil még egyszer szeretnék koszonetet mondani birdlomnak opponensi munkdjaért és
kérem valaszaim elfogadasat.

Budapest, 2023. augusztus 30.

Pugs We—

Borsodi Andrea
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