Valasz Prof. Dr. Sipiczki Matyas biralatara

Mindenekel6tt szeretném megkoszonni Prof. Dr. Sipiczki Matyasnak MTA doktori
értekezésem biralatat és az extremofilek hazai kutatasaban végzett uttoré tevékenységem
elismerését. Koszonom dolgozatom elfogadasat €s nyilvanos vitara bocsatasanak tamogatasat.

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

,, ... a szekvencidk taxonomiai hovatartozdasa nem biologiai, hanem statisztikai alapon torténik.
A 95% -os nemzetségeken beliili és a 97%-os fajokon beliili szekvencia-azonossagi hatarértékek
szamos mikroorganizmus-csoportban félrevezetok lehetnek. Emiatt példaul az 5.3-17 abran
bemutatott ,,16S rRNS gén amplikon-szekvencidik nemzetség szintii megoszlasa”-ban a
nemzetsegek jelentos része csak statisztikai egységnek tekintheto: a 95%-nal nagyobb
meértékben hasonlo szekvencidk csoportjanak.”

Egyetértek birdlom észrevételével. A prokaridta taxondmiai egységek elkiilonitésére, a faj
fogalméanak meghatdrozésara a mai napig nincs egységes, mindenki altal elfogadott definicio.
Az utobbi években, a genetikai-genomikai mddszereknek a mikrobidlis taxonomiai diverzitas
feltarasaban val6 széleskort elterjedésével parhuzamosan is szamos 11j prokariota fajkoncepciod
latott napvilagot (Staley 2006; Riley és Lizotte-Waniewski 2009; Kim és mtsai 2014; Jain és
mtsai 2018). Ertekezésemben és az annak alapjaul szolgald publikaciokban a Tindall és mtsai
(2010) altal az G baktériumfajok leirasakor a 16S rRNS gén bazissorrend elemzésével kijelolt
szekvencia hasonlosagi hatarértékeket vettem/vettiik figyelembe. Mindazonaltal mar a szerz6k
is felhivtak a figyelmet arra, hogy a kiilonb6z6 taxondémiai csoportokban ezek a génszekvencia
hasonlosagok dramaian eltérhetnek egymastol. A 16S rRNS génszekvenciak hasonlosagi
kiiszobértékei ezért onmagukban nem alkalmazhatok teljesen egyértelmii és biztos
faj/nemzetség szintii osztalyozasra. Az 0j fajok/nemzetségek leirasakor a polifazikus taxondmia
elvei szerint tovabbi genetikai, genomikai, fiziologiai és morfoldgiai vizsgalatokra is sziikség
van (Prakash és mtsai 2007; Ramasamy és mtsai 2014; Vandamme és Peeters 2014).

, Az értekezésben helyenként olyan hivatkozdsok szerepelnek, amelyek mar tulhaladottak.
Példaul a szekvenciak elemzésénél a mothur program ,, legfrissebb”, , legutobbi” valtozatat
hasznaltik, de a szerzo hivatkozaskent egy 14 évvel korabbi (2009-ben megjelent) kozleményt
ad meg. Mivel ez a programcsomag online hasznalhato, a megfelelo linkeket is meg
lehetett/kellett volna adni (segitendo az érdeklodo olvasot a tajékozodasban). Hasonlo a helyzet
,,az ARB-SILVA SSU legfrissebb vdaltozatanak referencia adatbazisaval”, amihez egy 2012-es
hivatkozds lett csatolva.”

Birdlom megjegyzését annyiban szeretném pontositani, hogy az értekezésemben szerepld
hivatkozasok a szoftvereknek (pl. mothur) és a szekvencia adatbazisoknak (pl. SILVA) nem az
értekezés megirasakor érvényben 1évo legfrissebb valtozatara utalnak, hanem azokat a
tanulmanyokat jelolik meg, amelyek ezeknek az online elérhetd feliileteknek a bevezetése soran
késziiltek €s amik a honlapokon is elvart hivatkozasokként jelennek meg. A legfrissebb
érvényes valtozat a mothur program esetében a ,,version 1.48.0” (kiadas datuma: 2022.05.18;
https://mothur.org/), a SILVA esetében az ,,SSU database 138" (kiadas datuma: 2019.12.16.;
https://www.arb-silva.de/).
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Biraloi kerdések

1. Ugy tiinik, hogy a taxonémiai hovatartozds meghatdrozdsa szempontjab6l nem mindegy,
hogy milyen adatbazist hasznalunk. Peldaul az 5.1-8 abra tetején lathato szekvencia az INSDC
(International Nucleotide Sequence Database Collaboration) adatbdzisaiban torténé BLAST
kereséssel 99%-ot meghalado azonossagot mutat két Tebrizicola faj tipustorzsével és csak
97,23% erejéig azonos a Rhodobacter ovatus (uj nevén Cereibacter ovatus) tipustorzs
szekvencidjaval. Az abran az utobbi tipustorzs a legkézelebbi rokon, az elobbi tipustorzsek
viszont nincsenek is a fan. Lehetséges, hogy az eredmények adatbazis-fiiggoek is lehetnek, vagy
csak technikai okokrol (pl. eltérd szekvencia-illeszto algoritmusok hasznalatarol) lehet szo?

A biralom altal feltett kérdésre adott valaszom betekintést enged az utobbi évtizedben (i) a
bakterialis taxondmiai adatbazisokban talalhatd szekvencidk szdmanak rohamos novekedésébe,
(i) az ujonnan leirt baktérium fajok és nemzetségek szamanak folyamatos boviilésébe, (iii) a

cyey

osztalyozasi nehézségekbe is.

A TO-WS-102 jelzésli baktériumtorzset 2011-ben izolaltuk a Szarvas kornyéki Therm-Organ
(TO) hiité-tarozotd vizébdl. A baktériumtdrzs 941 bazispar hosszisagu 16S rRNS gén
szekvenciaja az akkori legfrissebb EzTaxon-e adatbazis (Kim és mtsai 2012) alapjan a
legnagyobb hasonldosagot a Srinivas és mtsai altal 2008-ban leirt anoxikus fototréf Rhodobater
ovatus faj JA234T tipustdrzsével mutatta, ez talalhaté a torzsfan is. A TO-WS-102
baktériumtdrzs szekvenciajat ezért ennek a taxondmiai besorolasnak megfelelden helyeztiik el
a GenBank adatbazisban (LN650470 azonosit6 szammal). A Rhodobacter nemzetség azota két
taxondmiai revizion is atesett, melynek soran a R. ovatus faj el6szor a Suresh és mtsai (2019)
altal végzett taxogenomikai vizsgalatok alapjan a 2019-ben tjonnan elkiilonitett Luteovulum
gen. nov. nemzetségbe keriilt L. ovatumként. Ezt kdvetéen a faj 2020-ban Gjabb taxonomiai
revizion esett at (Hordt és mtsai 2020), melynek eredményeként a Suresh és mtsai altal 2015-
ben egy masik taxonomiai revizio soran létrehozott Cereibacter gen. nov. nemzetségbe soroltak
at. A R. ovatus faj jelenleg érvényes neve tehat Cereibacter ovatus (Srinivas és mtsai 2008;
Hordt és mtsai 2020). Mindekozben Tarhriz és mtsai (2013) Tabrizicola aquatica gen. nov. sp.
nov. néven egy Uj Alphaproteobacteria nemzetséget €s annak tipusfajat irtak le, mely validalt
statuszat 2014-ben nyerte el. Ennek a nemzetségnek egy tibeti sos to iiledékébdl izolalt, uj,
aerob, anoxikus fotoheterotrof baktériumfaja a T. sediminis (Liu és mtsai 2019). A Tabrizicola
ujonnan elkiilonitett Pseudotabrizicola gen. nov. nemzetségbe soroltak at (Ma és mtsai 2022).
Amennyiben tehat az értekezésemben szerepld abrat a ma érvényben 1évd taxondmiai adatok
alapjan Gjra szerkeszteném, ugy a torzsfan a TO-WS-102 baktériumtorzzsel legkdzelebbi rokon
fajként a Pseudotabrizicola sediminis faj (korabban Tabrizicola sediminis) DRYC-M-16"
tipustorzsét szerepeltetném (Liu és mtsai 2019; Ma és mtsai 2022). A baktériumtdrzsek 16S
rRNS gén szekvencia alapu azonositdsara leggyakrabban alkalmazott EzBioCloud (Yoon és
mtsai 2017) és NCBI adatbazisok frissitése, a taxondmiai reviziok nyomon kovetése eltérd
litemben torténik. Ez latszik a TO-WS-102 jelzéshi baktériumtorzsnek a kizarolag tipustorzsek
adatait felhasznaldé szekvencia illesztési eredményeibdl is. Az EzBioCloud adatbazis
felhasznalasaval nyert szekvencia hasonlosagi értékek a teljesség (completeness) mértékével a
felsd, mig az NCBI adatbazis BLAST kereséssel kapott hasonlosagi értékei a lefedettséggel az
also tablazatban lathatok.
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List of hits from EzBioCloud 16S database
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Select hits by database Excel FASTA EzEditor2
Tasks Hit taxon name Hit strain name Accession Similarity Variation ratio Hit taxonomy Completeness (%)

=1 1© Pseudotabrizicola sediminis DRYC-M-16(T) RPEMO01000006 9/941 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Pseudotabrizicola 100.0
= O  Pscudotabrizicola alkaliacus DIC(T MF162183 12/941 BacteriaProteobacteriaiAlpl teria;RhodobacteralesRhodobacteraceae Pseudotabrizicola

=1 1® Pseudotabrizicola algicola ETT3(T) KY363643 97.34 25/941 Bacteria;Proteobacteria;Alpl bacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Pseudotabrizicola 100.0
= O Luteovulum ovatum JA234(T) AME90348 96.92 29/941 BacteriaProteobacteriaiAlphap teriaiRhodobacterales;Rhodobacteraceae Luteovulum 81.6
=1 1® Rhodobacter sediminicola JA983(T) LR596790 96.81 30/941 Bacteria;Proteobacteria;Alpl bacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Luteovulum 100.0
= O Tabrizicolapiscis K13M18(T) MK285603 96.71 31/941 Bacteria;ProteobacteriaiAlphaproteobacteriaRhodobacterales Rhodobacteraceag Tabrizicola 100.0
=2 0 Tabrizicola fusiformis SY72(T) MF543060 96.60 32/941 BacteriaProteobacteria;Alpl bacteria;Rhodobacterales;Rhodobacterac rizicola 100.0
= O  Cypionkella collinsensis 4T34(T) KM978076 96.60 32/941 BacteriaProteobacteria;Alpl teria;RhodobacteralesRhodobacteraceae:Cypionkella 100.0
= 0 Cypionkella psychrotolerans PAMC 27389(T) LGIC01000003 96.60 32/941 BacteriaProteobacteria;Alpl bacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Cypionkella 100.0
= |0 Haematobacter massiliensis CCUG 47968(T) DQ342309 96.39 34/94 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Haematobacter 100.0

Graphic Summary Alignments Taxonomy

4 Select columns ~ Show (7]

Sequences producing significant alignments

[ select all 0 sequences selected

Descrlption Sciemif‘E Name Sriz:(e ;::1 gziz vafue \Z:;‘l Acci_en AR
v - - -

\:I Tabrizicola is strain DRYC_M_16 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Pseudotabrizicola sedi... 1692 1692 99% 00 9936% 1338 MK6E93145.1
\:I Tabrizicola is strain DRYC_M_16 168S ribosomal RNA, partial sequence Pseudotabrizicola sedi... 1692 1692 99% 0.0 9936% 1338 NR_175512.1
\:I Tabrizicola alkalilacus strain D.JC 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Pseudotabrizicola alkali .. 1679 1679 99% 00 99504% 1431 MF162183 1
\:I Tabrizicola alkalilacus strain DJC 163 ribosomal RNA, partial sequence Pseudotabrizicola alkali... 1679 1679 99% 0.0 99.04% 1431 NR_175454.1
\:| Tabrizicola formosa 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Pseudotabrizicola form 1674 1674 99% 00 9893% 1425 KY4572231
\:I Tabrizicola algicola strain ETTS 16S ribosomal RNA, partial sequence Pseudotabrizicola algic 1607 1607 99% 00 9765% 1455 NR_179092.1
\:| Tabrizicola algicola 165 ribosomal RNA gene _partial sequence Pseudotabrizicola algic... 1607 1607 99% 00 9765% 1455 KY3636433
\:I Cereibacter ovatus sirain JA234 165 ribosomal RNA partial sequence Cereibacter ovatus 1585 1585 99% 00 9723% 1381 NR_115057 1
\:| Tabrizicola piscis strain K13M18 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Tabrizicola piscis 1574 1574 99% 00 97.01% 1395 MK285603.1
\:I Tabrizicola piscis strain K13M18 chromosome,_complete genome Tabrizicola piscis 1574 3148 99% 00 97.01% 4189112 CP0343281
\:| Tabrizicola piscis strain K13M18 163 ribosomal RNA, _partial sequence Tabrizicola piscis 1574 1574 99% 00 9701% 1335 NR_1803651

2. Milyen alapon lettek kivalasztva a legkézelebbi rokon fajok a torzsfak szerkesztése soran?
Egy furcsa példa: 5.4-10 abran a MH472820 szekvencia (torzs: RS7-3) fajnév nélkiili. Az
adatbazisban viszont a Szerzé a Daejeonella huanghensis név alatt jegyezte be. Ez a faj viszont
nem is szerepel a bemutatott torzsfan. Azon egy masik faj szerepel a legkézelebbi rokonkeént. A
MH472820-vel 100%-ban azonos MHG667858 (torzs: RS9-3) mellett mar a Daejeonella
huanghensis (szinonim: Pedobacter huanghensis) szerepel legkézelebbi rokonként az 5.4-9
dbran.

A torzsfakon az altalunk tenyésztésbe vont baktériumtorzsekkel legkozelebbi rokon fajokként
az EzTaxon-e (Kim és mtsai 2012), illetve az EzBioCloud (Yoon és mtsai 2017) adatbazisokban
szerepl6 validalt fajok tipustorzsei koziil a legnagyobb szekvencia egyezést mutatdt abrazoltuk.
Biralom altal emlitett mindkét baktériumtorzs a Daejeonella huanghensis (korabban:
Pedobacter huanghensis) faj tipustorzsével mutatta a legnagyobb szekvencia hasonlosagot. Az
RS7-3 torzs esetében feltehetéen figyelmetlenségbdl maradt le a torzsfarol (5.4-10. abra) a
hozza legkozelebb allo faj tipustorzse.

3. 4 Nesterenkonia pannonica fajnév a mai Magyarorszag teriiletének egy részét képezo egykori
romai tartomanyra utal. Viszont olyan teriileten lett felfedezve (a mai Kiskunsagban), ami nem
tartozott Pannonia provincidhoz, és a romai idokben jazygok laktdk. (? Nesterenkonia jazyga?,
mint pl a fiirkész Neochrysocharis jazyga Evdos). A Ferto-tobol izolalt Pannonibacter esetében
nem meriilhet fel ilyen dilemma.
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A Nesterenkonia pannonica sp. nov. néven leirt 0j baktériumfaj nevében a ,,pannonica” sz6
eredete tényleg az okori Pannénia néven ismert rémai provincia illir eredetli, pannon
Oslakossaganak a nevére vezethetd vissza. Akkoriban Panndnia valoban a Duna vonalatol
nyugatra esd teriileteket foglalta magaba. Napjainkban azonban a ,,pannon” megnevezés az
ennél sokkal nagyobb kiterjedésti Pannon-(Karpat-)medencére, illetve a Pannon Biogeografiai
Régiora utal.

https://www.eea.europa.eu/publications/report_2002_0524 154909/biogeographical-regions-
in-europe/pannonian.pdf

4. A Szerzo a 40. oldalon emliti, hogy a PCR amplifikacionak és a klonkonyvtarak
létrehozasanak kozosségszerkezeti torzito hatasa van. Miként lehet ezt a hatast észlelni?

Ma mar elvitathatatlan tény, hogy a DNS-szekvencidk érzé¢keny kimutatasat ¢s azonositasat
lehetévé tevé molekularis biologiai technikaknak a mikrobialis 6koldgiai kutatasokba vald
széles korti elterjedésével a természetes mikrobialis kozosségek sokkal nagyobb diverzitasanak
a feltarasara nyilt lehet6ség, mint a klasszikus, baktériumtorzsek izolalasan alapuld
tenyésztéses megkozelitéssel. Az 0j modszerek kétségtelen eldnyét jelenté egyre nagyobb
ateresztoképesség, gyorsasdg és relative jO haszon-koltség arany ellenére, ezeknek a
metodikaknak is megvannak a maguk korlatai.

A PCR amplifikacio soran jelentkezd kozosségszerkezeti torzitd hatasok kozott talan az egyik
legfontosabb, hogy kornyezeti (heterogén) DNS mintakat templatként alkalmazva a kiilonb6z6
templatok nem az eredeti mintaban jelenlévd aranyuknak megfeleléen sokszorozodnak meg.
fgy a kozosségi PCR termékek Osszetétele nem tiikrozi vissza a kiinduldsi aranyokat. Ennek
oka lehet, hogy a kiilonb6z6 templat molekulak célszekvenciai nem ugyanolyan mértékben
hozzaférhetok a primerek szdmadra; a primer és templat hibridek k6tddési energidja nem azonos;
a polimeraz enzim nem azonos hatékonysaggal végzi a lanchosszabbitést a kiillonb6zd szalak
befolyasolja. Ismert az is, hogy multitemplat PCR soran nem Ilétezé ,,mitermékek” pl.
heteroduplexek, kimérdk és a polimerdz enzimek hibdjabdl eredé mutaciok johetnek létre,
melyek szdmvaltozasa pozitiv korrelaciot mutat a ciklusszdm ndvekedésével. A PCR
ciklusszamaval Osszefiiggd torzitd hatds jelentkezhet a kiindulési templatok eltérd aranyabol
kovetkezOen is, ugyanis a PCR eldrehaladtdval a novekvd termékkoncentraciokndl a

crer

crer

crer

mérsékelhetd (Wintzingerode €s mtsai 1997; Polz ¢s Cavanaugh 1998; Qiu és mtsai 2001;
Kanagawa 2003; Kurata és mtsai 2004; Sipos és mtsai 2007, 2010).

Kornyezeti DNS-bdl kiinduld PCR esetén nemcsak a taxonomiai dsszetétel, hanem a kiilonb6z6
fajokba tartoz6 baktériumok eltéré genomi tulajdonsagai (genomméret, génosszetétel, DNS
bazisosszetélel) is befolyassal lehetnek a multitemplat PCR-re. A kdrnyezetmikrobiologiai
diverzitas elemzésekben leggyakrabban vizsgalt 16S rRNS gén a kiilonbdz6 baktériumfajokban
eltéré szamu (1-15 kozott valtozo, atlagosan 4,1 operon/genom) és elrendezodésii operonban
(rrn) talalhato (pl. generalistakban nagyobb az operonok szama, mint a specialistakban). A
genomszerkezeti kiilonbségekbdl adodo torzitd hatdsok csokkentésére ismeretlen dsszetételin
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kozosségszerkezet vizsgalata soran azonban sajnos még nincs hatékony és megbizhatod
lehet6ség (Sipos és mtsai 2007, 2010; Laursen és mtsai 2017).

Fontos szempont még a megfelelden specifikus primer tervezése/kivalasztasa, ami a
célszekvenciat nagy hatékonysaggal képes felszaporitani. Azonban még a 16S rRNS
filogenetikai markergén konzervativ régidira tervezett 0n. ,univerzalis” primerek sem
biztositjak teljeskortien, minden baktérium taxonra vonatkozoan a primerekkel szemben
tamasztott altalanos kovetelményeket (optimalis primer és célszekvencia hosszusag, olvadasi
hémeérséklet, pontos illeszkedés, DNS G+C mol%, inter- és intramolekularis masodlagos
szerkezetek elkeriilése) (Baker és mtsai 2003; Tringle és Hugenholtz 2008; Martinez-Porchas
¢s mtsai 2016). Multitemplat PCR soran figyelembe kell venniink még a PCR koériilményeit (a
kezdeti denaturéacio, az annelacié €s a lanchosszabitas homérsékletét), a ciklusszamot, és a
reakciohoz hasznalt polimeraz enzim(ek) specifikus tulajdonsagait is (Polz és Cavanaugh 1998;
Sipos és mtsai 2007; Kalle és mtsai 2014).

Az 1990-es évektdl egészen az uj generacios szekvenalasi modszerek elterjedéséig a heterogén
(altalaban 16S rRNS gén) PCR termékek szétvalasztasara széles korben alkalmaztdk a TA-
klonozé rendszereket, melyekben a linearizalt klonozo vektorok DNS szalai 3° végiikon egy
talnyalé timin nukleotidot tartalmaznak. A kozosségszerkezeti torzitd hatasoktol azonban a
molekularis klonkonyvtarak 1étrehozasa sem volt mentes. Ezek kozé tartozik a heterogén
(bazissorrendjiikben és hosszukban eltérd) inzertek ligalasi hatékonysaganak a kiilonb6zbsége,
masnéven a klonozo vektorok méret prefrenciaja, valamint az inzert szekvenciak hatasa a DNS-
fehérje interakciokra €s a transzformalt sejtekre (Taylor és mtsai 2007; Palatinszky és mtsai
2011).

5. A hazai szikes tavakban identifikalt baktériumok donté részét a vilag mds tdjain is
megtalaltak. A szikes talajok novényeinek gyokerein talalhato fajokat ugyszintén. Tekintheto
barmelyik vizsgalt baktérium-kozosség specifikusan hazainak?

A mikrobidlis 0kologiaval foglalkozd kutatokat régota foglalkoztatja annak megismerése €s
magyarazata, hogy mi hatdrozza meg a természetes kornyezetekben eléforduld
mikrobak6zosségek (o, B és y) diverzitasanak térbeli mintazatat és idobeni valtozasat. Mas
szavakkal és leegyszeriisitve, 1étezik-e mikrobialis biogeografia és beszélhetiink-e mikrobialis
endemizmusrol?

Szamos kutaté véleménye szerint a mikrobidlis biogeografiai mintazatokat alapvetéen két
tényez6 hatarozza meg: a diszperzios korlat és a kornyezeti heterogenitas. Finlay (2002)
elképzelése szerint az 1 mm-nél kisebb méretii szervezetek ubikvistaknak tekinthet6k, mivel
Iényegében korlatlan mértéki (aktiv vagy passziv) diszperziora képesek. Ez a megallapitas azon
a feltevésen alapul, hogy a mikrobak nagy lokalis abundanciaja fokozza annak a valdszintiségét,
hogy egyes mikrobak nagy tavolsagot tesznek meg, és csupan a véletlen folytan is sikeresen
kolonizalnak egymastol tavoli élohelyeket. Ezt az elméletet latszik alatamasztani, hogy
bizonyos az emberi szervezethez kothetd baktériumfajok (pl. Escherichia coli, Haemophilus
influenzae, Neisseria meningitidis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae)
egyértelmii kozmopolita elterjedést mutatnak, és ezeknek vilagszerte csak néhany klonalis
leszarmazasi vonalaval talalkozhatunk (Smith és mtsai 1991). Roberts és Cohan (1995) harom
kontinens sivatagi talajaibol izolalt, endospora képzo Bacillus subtilis és B. mojanesis torzseken
végzett vizsgalatokkal kimutattak, hogy a torzsek kozotti rekombinacié mindkét fajon beliil
koriilbeliil ugyanolyan litemben kovetkezett be, mint a semleges mutécio, fiiggetleniil a torzsek
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szarmazasi helyét6l vagy filogenetikai hasonlosaganak mértékétdl, vagyis globalis panmiktikus
elterjedéssel rendelkeztek.

Baas-Becking (1934) kozmopolita hipotézise szerint “everything is everywhere, but the
environment selects” (Minden mindeniitt jelen van, azonban a kdrnyezet szelektal.). Eszerint
diszperzios korlatok hianyaban a mikrobakozosségek biogeografiai mintazatai a mindenkori
kornyezeti feltételeket tiikrozik vissza, és a hasonld kornyezetek hasonlé mikrobialis
taxonoknak adnak otthont, fiiggetleniil az élohelyek kozotti foldrajzi tavolsagtol. A kornyezeti
komplexitas hipotézis szerint azonban a még viszonylag homogénnek tiiné kornyezetek is
szamos kiilonb6zo mikrokornyezetet rejthetnek magukban. Ily médon egy adott kdrnyezetben
az ¢lohelyek lehetséges szama ¢€s az €lolények mérete kozott forditott aranyossag all fenn.,
Kisebb méret esetén tehat megnd a kornyezeti heterogenitas finomabb érzékelésének és ezaltal
a kornyezet kiilonboz6 szervezetek altali hasznositasanak a modja és szama is, ami a
mikrobidlis diverzitds novekedését eredményezi. Adott térben az egyiitt €16 baktérium
populaciok ezért gyakran nagyon eltéré kornyezeti igényekkel rendelkezhetnek (pl. redox-
szintek, szubsztrat preferencidk, pH vagy fény elérhetdsége tekintetében). A mikrobidlis
¢léhelyekre jellemz6 kornyezeti paraméterek ugyanakkor idében is gyakran valtoznak, igy a
mikrobak6zosségek tagjainak folytonosan versenyezniiik kell egymassal a rendelkezésiikre
allo, gyakran korlatozott er6forrasokért. Ilyen koriilmények kozott a fajok szaporodasi
ratajanak ingadozasai vezethetnek a kozosségen beliil a versenytarsak tartds fennmaradasahoz
(,,storage effect”). Az elébbiek alapjan a biogeografiai mintazatok meghatarozasa még akkor is
rendkiviil nehéz, ha egy vagy néhany kornyezeti tényezd és a kozosség Osszetétele kozotti
Osszefliggés feltarasa alapjan gy tiinik, hogy a mikrobialis diverzitast befolyasold egyetlen
tényez6 a kornyezeti heterogenitds. Ennek tobb oka is lehet: 1) a legtobb mikrobialis éldhely
fizikai kdrnyezete nagyon valtozatos, és nehéz a kornyezeti jellemzdket olyan finom felbontasi
szinten mérni, ami az egyes mikrobak szamara relevans, 2) a kornyezeti hatasok nagymértékben
fliggnek a kérdéses taxonoktol és a vizsgalat 1éptékét6l, 3) a mikrobak jelent6s hatast
gyakorolhatnak helyi kornyezetiikre, ami megneheziti a kdzdsségre gyakorolt kdrnyezeti
hatasok és a kozosség kornyezetre gyakorolt hatdsainak a megkiilonboztetését. A lokalis és
globalis mértékii nagy mikrobidlis diverzitas emellett 6sszefliggésbe hozhat6 a jelentds mérteki
speciacioval (fajképzddéssel) és az elhanyagolhatdé mértékli extinkcidval (kihaldssal) is. Ez
olyan a prokaridtakra jellemz6 tulajdonsagok kovetkezménye, mint a viszonylag rovid
generacids 1d6, a nagymértékli horizontalis géntranszfer, a kornyezeti nichek nagyfoku
szeparacidja, a fajok kozotti interakciok sokfélesége, tovabba a kedvezdtlen kornyezeti
feltételekhez torténd adaptéacio, valamint a populéciokon beliili nagy egyedszam (Ramette és
Tiedje 2007; Fierer 2008; Green és mtsai 2008; Hedlund és Staley 2014).

Az utdbbi évtizedekben tobb érdekes tanulmany is napvilagot latott az extremofilek
kozmopolita elterjedésével vagy ¢éppen endemikus eléfordulasaval kapcsolatban. Ezen
kutatdsok egyike az é€szaki és a déli sarkvidéki tengerekben €16 pszichrofil, tengeri jégben
eléforduld baktériumok (Polaromonas, Polaribacter, Psychroflexus, Gelidibacter, és
Octadecabacter spp.) elterjedését vizsgalta. Ezek a baktériumok idealis endemikus jeloltek
voltak, hiszen specializalt niche-t foglaltak el, ezért a kutatok ugy vélték, hogy sziik
hémeérsékleti tolerancidjuk megakadéalyozza, hogy tuléljék a Fold két polusa kozotti vandorlast.
Az eddigi vizsgalatok eredményei arra utalnak, hogy bar egyes nemzetségek tagjai mindkét
poluson eléfordultak, de kozottik kozmopolita fajokat nem tudtak azonositani (Staley és
Gosink 1999).
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Egy Whitaker és mtsai (2003) altal jegyzett tanulmany 78 f6ldrajzilag izolalt terresztrikus
vulkanikus él6helyrdl (Izlandrol, Kamesatkarol, az USA nyugati részébdl) szarmazo Sulfolobus
islandicus fajba sorolt torzs genetikai hasonlosagat vizsgalta. Amig a 16S rRNS gén
bazissorrendjének meghatirozasan alapuld elemzések a torzsek kozott mindossze 10 polimorf
hely jelenlétére mutattak ra, és eszerint a torzsek kozott endemizmust nem lehetett kimutatni,
addig ugyanezen torzsek kozott 8 fehérje kodolod gén bazissorrendjének elemzése alapjan mar
egyértelmii biogeografiai elkiiloniilést tudtak igazolni. Ezek az eredmények arra iranyitottak ra
a kutatok figyelmét, hogy bar a 16S rRNS gén bazissorrendjének elemzése kivalo lehetéséget
biztosit a filogenetikai kapcsolatok feltardsara, de erdsen konzervativ jellege miatt nem
alkalmas a fajon beliili biogeografiai mintdzatok meghatarozasara.

A mikrobialis diverzitas mintazatokra hato elébbiekben felvazolt tényezok és esettanulmanyok
alapjan tigy gondolom, hogy a magyarorszagi szikesek altalunk vizsgalt baktérium-kozosségel
nem tekinthet6k ,,specifikusan hazainak”, de egyes altalunk izolalt és extrém kornyezeti
feltételekhez alkalmazkodott baktérium taxon esetében nem zarhatdé ki az endemizmus
lehetdsége sem. Ennek igazoldsdhoz vagy megcéafolasahoz azonban tovabbi részletes
genomikai vizsgalatokra lenne sziikség.

6. A torzsfak/dendrogramok készitésénél NJ és ML modszereket hasznaltak. Miért kétfélet, és
mi alapjan dolt el a valasztds?

A kornyezetmikrobiologiai és bakteridlis taxondmiai leird kozleményekben a prokariotak
osztalyozasa elsdsorban a 16S rRNS gén szekvencia hasonldésagokon és az ebbdl nyert
filogenetikai fa rekonstrukciokon alapul. A DNS szekvencia adatokbol kiindulo torzsfak
szerkesztésére szamos modszer all rendelkezésiinkre, ilyen pl. a tavolsag alapu Neighbor-
Joining (NJ) (Saitou és Nei 1987) és a karakter alapa Maximum Likelihood; (ML) (Felsenstein
1981) modszer. Tavolsag alapti modszer alkalmazasa esetén megfeleld szubsztitiicios modell
alkalmazasaval taxon (OTU) paronként keriil sor a genetikai tavolsag Kiszamitasara, majd az
igy kapott tavolsagmatrix alapjan torténik a torzsfa szerkesztése. Karakter alapi modszer esetén
a torzsfa szerkesztése az illesztett szekvencia adatokat tartalmazo Gn. karaktermatrixbol indul
ki.

Egy masik csoportositas szerint, mely az elméletileg lehetséges fak kozotti dontést veszi alapul,
algoritmikus ¢és optimalizaciés modszereket kiilonboztethetiink meg egymastol. Az
algoritmikus modszerek, mint pl. a NJ esetében, a fa felépitése az agak fokozatos hozzaadasaval
torténik adott algoritmus szerint. A NJ torzsfak ily modon gyorsan 1étrehozhatok, ezért inkabb
nagy mennyiségli és kiilonbozd rendszertani csoportokba tartozd taxon abrazoldsara
alkalmasak. Az optimalizacios modszerek, mint pl. az ML esetében, az Gn. ,tree score” (fa
likelihood értékének) kiszamitdsa karakterekre bontva torténik. Az ML torzsfdk ezért
pontosabbak, igy molekularis evolucids vizsgalatokra megfelelébbek, de elemzésiik sokkal
iddigényesebb (Pénzes 2013). A prokariota torzsek fajleiré kozleményeiben megkivant
filogenetikai torzsfa szerkesztési modszereket Tindall és mtsai (2010) foglaltak 6ssze. Ezek
alapjan tobbféle, alternativ torzsfa szerkesztési modszert kell haszndlni, melyek kozott preferalt
a maximum likelihood modszer alkalmazasa. A neighbor-joining médszert elsGsorban nyers
szlirésre ajanljak.

Az értekezés alapjaul szolgald publikaciokban ezért talalkozhat az olvasé mindkét torzsfa
szerkesztési modszerrel.
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7. Mit jelentenek a csillagok az 5.4-10 dbrdn, a # szamok a 5.4-2 dbran? A felsé-indexben
hianyzo T azt jelenti, hogy nem tipustorzsbol szarmazik a szekvencia?

Az 5.4-10. abran csillaggal jelolt (RH és RS jelzésii) torzseket a (nem vulkanikus) permafroszt
olvadéktobol izolaltuk és kontrollként hasznaltuk a krater tobol izolalt (RH és PH jelzésii)
torzsek vizsgalatahoz. Az 5.4-2. abran a baktériumtorzsek azonositdi mogotti ,,# szamok”
azoknak a szekvencia elemzésbe nem vont térzseknek a szamat jelolik, amelyek a torzsfan
szerepld baktériumtorzzsel megegyez6 ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction
Analysis) mintazattal rendelkez6 csoportba tartoztak, igy nagy valosziniiséggel ugyanahhoz a
fajhoz tartoztak. A torzsfakon az egyedi azonositd mellett a felsé indexben szerepld ,,T”
valoban az adott faj tipustorzsére utalo jelzés, vagyis ennek hianya azt jelenti, hogy a torzsfa
szerkesztéséhez nem az adott faj tipustorzsének a szekvencidjat hasznaltuk fel.

Végiil még egyszer szeretnék koészonetet mondani birdlomnak opponensi munkdjaért és
kérem valaszaim elfogadasat.

Budapest, 2023. augusztus 30.

Puwgs W—

Borsodi Andrea
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