Valasz Prof. Dr. Posta Katalin opponensi véleményére

Mindenekelott szeretném megkdszonni Posta Katalin professzor asszonynak, hogy elvallalta
az értekezésemmel kapcsolatos opponensi feladatokat. Kiilon k6szonom dolgozatom alapos biralatat,
kritikai észrevételeit és tamogatd véleményét.

Megjegyzéseire és kérdéseire az aldbbiakban vélaszolok:

Az Anyagok és modszerek mindossze hat oldal terjedelemben tartalmazzak a legfontosabb modszereket
és vizsgalati anyagokat, a fiiggelékben talalhato tablazatokkal kiegészitve. A rovid terjedelem nem
feltétleniil rossz, hiszen ilyen nagymértékii munka teljes modszertani leirdasa nem varhato el, és a
megjelent publikaciokban megtalalhatoak az itt nem kozolt informaciok. Ugyanakkor nagyobb
odafigyelést igényelt volna ennek a résznek az osszedllitasa, mivel olyan dolgot is részletez, mely
korantsem sziikséges egy akadémiai értekezésben (pl. tapkozegek dsszeteviinek leirasa). Néhany elem
pedig pontosabb, tudomanyosabb megfogalmazast, leirdst igényelt volna.

Valoban lehetett volna egyes modszereket jobban részletezni. Ugyanakkor igyekeztem az
amugy is kissé hosszlra nyult szoveg terjedelmét nem tovabb ndvelni, ezért arra torekedtem, hogy
ahol lehetett, az eljarasok hivatkozasait tiintettem fel. A tdpkdzegek Osszetételének megadasa talan
valoban elhagyhato lett volna. Azért keriiltek bele a dolgozatba, mert a tapkdzeg Osszetétele a
karotinoid tartalom és Osszetétel, valamint a morfologia (a Mortierellaceae vizsgalatanal)
szempontjabol meghatarozonak bizonyult, illetve a karotinoid mennyiségeket tllnyomo részt
ugyanazon tapkozegen vizsgaltuk.

A vallalt feladat, a torzsgyiijtemény létrehozasa jellegénél fogva kevéssé diszkutalhato, éppen ezért
nem is lett volna sziikség az 5.1.1 fejezet egy részére. llyen részletességii kifejtést az irodalmi részben
jobban el tudtam volna képzelni és a sajat eredményekkeént csak révid bemutatast adni errdl a
teriiletrol.

Az 5.1.1 fejezet a Mortierellaceae csaldd filogenetikai vizsgalatat foglalja magéban. A
vizsgalatot a torzsgylijteményben elhelyezett nagyszamu izoldtum és az azokbol nyert szekvenciaadat
tette lehetové. Valoban lehetett volna kevesebb irodalmi adatot, illetve hattér ismertetést adni ehhez a
részhez. Mégis azért éreztem fontosnak, hogy ilyen jellegli informéciok is szerepeljenek itt, mert ez a
talajban gyakori €s elterjedt gombacsoport (illetve a velilk kapcsolatos kérdések — taxonomiai
problémak, lipidtermelés, stb.) csak igen kevéssé ismert és az itt kozolt adatok az eredmények
értékelését, illetve talan jelentdségének megértését megkonnyithetik.

A Blakeslea trispora jaromsporas gombdat nagyiizemi karotin termelésre hasznaljak az iparban, vagyis
a célkitiizésben vallalt feladatokhoz szorosan kapcsolodik ez a torzs. Meglepo, hogy a
torzsgyujtemenyiik, mely valoban értékes, nem tartalmaz ilyen izolatumot, holott nyilvanos
torzsgytijteményekbdl is konnyen beszerezheto és akar viszonyitasi alapkent is felhasznalhato lett
volna a karotintermelés mennyiségére vonatkozo kisérleteknél.

A torzsgyljteményliink tartalmaz két Blakeslea trispora izolatumot (NRRL 2456, NRRL 2895),
melyeket valoban nem tiintettem fel a dolgozatban. A B. trispora karotinoid tartalmat viszonyitasként
emlitettem a dolgozatban, igaz csak irodalmi hivatkozas formajaban (Iturriaga és mtsi. 2005, Mehta és
mtsi. 2003). Utobbi hivatkozas a vad tipust torzsek karotinoid tartalmara vonatkozik (260-300
ng/g[szaraz tomeg]), mely joval elmarad az ipari, optimalizalt koriilmények kozt (pl. eltérd parosodasi
tipusu torzsek kevert tenyészeteivel, megfeleld adalékokkal kiegészitett tapkozegben) elérhetd
karotinoid tartalomtol (30 mg/g[szaraz tdmeg]). A torzsgyljteményiinkben megtalalhat6 izolatumok
Ossz-karotinoid és [-karotin tartalma, az altalunk alkalmazott koriilmények kozt, kisérlettdl és
kivonastdl fiiggden kb. 350-580 ¢és 212-352 ng/g[szaraz tomeg] volt. Ezt valoban meg lehetett volna
adni. Ugyanakkor e torzseket és altaldban a B. trispora karotinoid termelését azért nem vizsgaltuk és
vontuk be a kisérleteinkbe, mert egyrészt ezeket nagyon részletesen tanulmanyoztak, illetve
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tanulmanyozzék, tobbek kozt, az egyiittmiikodd partnereink koziil tobben is, mésrészt éppen olyan uj
torzseket szerettlink volna azonositani, melyek nem a B. trispora, illetve a Phycomyces blakesleeanus
fajba tartoznak és esetleg éppen ezekkel szemben alternativat jelenthetnek. Mindemellett a kutatdsaink
f6 irdnya a terpén ¢és karotinoid bioszintézis genetikai hatterének és genetikai modositasuk
lehetdségének feltarasara, valamint az ehhez sziikséges eszkoztar 1étrehozasara vonatkoztak. Mivel a
két emlitett faj esetében azonban ez nem volt megvaldsithatd, munkank soran mas konnyebben
vizsgalhatd modellorganizmust hasznaltunk. Egyébként jelenleg mind a B. trispora, mind a P.
blakesleeanus esetében dolgozunk a genetikai modositas megvalositasan, illetve a kutatocsoportunk
altal M. circinelloides-re kidolgozott in vitro, plazmidmentes CRISPR-Cas9 rendszer (Nagy és mtsi.
2017) adaptalasan €s a mddszer kiilonb6z6 génbeviteli eljarasokkal vald kombinalasan (pl. biolisztikus
eljaras, protoplaszt transzformacio).

Az F1 tablazat alapjan ugy értelmeztem, hogy a 130 térzs tébbsége kiilfoldi, csak egy magyar
izolatumot tartalmazva. Tudjuk, a molekularis biologiai- és barcode vizsgalathoz pontosan jellemzett
izolatumok sziikségesek, de mindez nem lehetett gat, hogy a 421 reprezentetiv képviselo mellett a
nemzetkozi vizsgalat alapjan par magyar szabadfoldi izolatum is bekeriiljon. A torzsgytijtemény tobbi
genusza tartalmaz szamos magyar és olyan izolatumot, amely nem taldlhato meg mas
torzsgyujteményben. Miért pont a legjobban elemzett csoport esetében nincs tébb sajat/magyar
izolatum?

Az F1 téblazatban valoban egy magyarorszadgi Mortierella alpina izolatum lett feltiintetve.
Ezen kivill a térzsgylijteménybe a dolgozatban emlitett vizsgalat ota elhelyezésre keriilt még 2 M.
polycephala és egy-egy M. hyalina és M. verticillata izolatum. A dolgozatban részletesebben
ismertetett filogenetikai vizsgalathoz elsOsorban tipus és autentikus torzseket hasznaltunk, a 421
torzset magaba foglald adatsor viszont nem csak a mi gylijteményiinkén alapult, hanem az altalunk
meghatarozott szekvencidk mellett az egylittm{ikodd partnerek altal meghatarozott szekvencidk és
tobb torzsgylijteményben tarolt izoldtum lett bevonva, ezeket terjedelmi okokbdl nem részleteztem.
Mivel a vizsgalt Mortierella torzsek ugyan képesek voltak karotinoid termelésre, de a karotinoid
tartalmuk nem volt kiemelkedd, nem éreztiik sziikségét tovabbi torzsek bevondsara.

A dolgozatban nehéz volt kovetni, hogy pontosan hdny izolatumnal tortént a karotin tartalom
meghatarozasa HPLC és hany izoldatum esetében VRK-val. Kicsit pontosabb modszerleiras/kisérleti
rendszer leiras jo lett volna, és néhany kérdes itt is felmeriilt.

Valoban lehetett volna pontosabban megadni a karotinoid tartalom meghatarozasanak modjat.
A dolgozatban részletezett vizsgalatokban, ahol az Ossz-karotinoid szint és az egyes karotinoidok
mennyisége meg van adva, természetesen HPLC-vel tortént a meghatarozds. Az F1 tablazatban
megadott karotinoid dsszetételek tobbsége vékonyréteg kromatografias vizsgalatokon alapul (azoknal
a torzseknél végeztiik el a HPLC analizist, ahol részletesebb elemzést is végeztiink).

Vizsgalatukban 28 °C helyett 35 °C alkalmazasa néhany esetben haromszoros mennyiségii
karotintermelést eredményezett. A cukrok, igy példaul aszparaginsav vagy trehaloz tobbszordsére
novelte az osszkarotionid vagy és p-karotin tartalmat. Mindezen tapasztalatok alapjan, véleménye
szerint ipari méretekben, ipari és gazdasagi szempontokat is figyelembe véve redlis-e ezen torzsek
haszndlata karotin eldallitasra?

Megjegyzem ebbe a kisérletsorozatba is jo lett volna bevonni az iparban alkalmazott Blakeslea
trispora faj néhany izolatumat, hiszen a vizsgalatok sordan tobb olyan izolatumot is azonositottak,
melyek termeldképessége osszevethetd az ipari torzzsel (40. - 41. oldal).

Ahogy kordbban emlitettem, megfeleld fermentacids koriilmények kozt €s mutdnsok
alkalmazaséaval a B. trispora, ipari koriilmények kozt kb. szazszor nagyobb karotinprodukciora képes,
mint az egyedi természetes izoldtumok. Az 2. és 3. tablazatokban bemutatott térzsek mindegyike
igéretes karotinoid forrds lehet és megérné tovabb vizsgalni a karotinoid termelésiik fokozasanak



lehetdségeit. Ugyanakkor a gazdasdgi hasznositashoz, akar a tenyésztési-fermentacios koriilmények
optimalizalasaval (ehhez kiindulépontul szolgéalhatnak a dolgozatban is ismertetett vizsgalatok), akar
torzsnemesitéssel még tovabb kellene fokozni a karotinoid akkumulaciot (legalabb kb. tizszeresére a
jelenleginek). A jellemzett torzsek koziil ebbdl a szempontbol kiemelném a Mucor azygosporus-t,
melynek hasznosithatosagat masok is tanulmanyoztdk mar (Azmi és mtsi. 2011, 2015), valamint az
Amylomyces rouxii-t, melyet egyes tavolkeleti fermentalt ételek starter kultaraiban és enzim termelésre
hasznalnak (Yu és Chou 2005, Watanabe ¢s Oda 2008, Kito ¢és mtsi. 2009), igy amellett, hogy
biztonsdgos mikroorganizmusnak tekinthetd, a fermentiacidos ipar 4ltal ismert és hasznalt
organizmusrol van sz6. A Backusella lamprospora késébbi hasznositasa szempontjabol érdekes lehet,
hogy ennek genetikai modositasahoz sziikséges eszkozokkel rendelkeziink (a dolgozatban emlitésre
keriilt).

A HMG-KoA-reduktaz gének izoldaldasa és transzkripciojuk elemzése - Ezért is meglepd, hogy a 3.
tablazatban bemutatott eredmények alapjan legnagyobb mértékii karotinoid szintet eredményezo
galaktoz, mint C-forras nem keriilt be a relativ transzkriptumok szintjének mérésénél vizsgalt
szénforrasok kozé. Mi ennek az oka?

Ko6szondm az észrevételt. Valoban be lehetett venni a galaktozt mint szénforrast a himgR gének
transzkripcidjdnak elemzésébe. A dolgozatba azért nem keriilt be, mert késébbi vizsgalatokban
kiegészitett taptalajokban nem bizonyult annyira a karotinoid termelést fokoz6 szénforrasnak, mint azt
az egyediili szénforrasokkal végzett kisérletek sugalltdk. A harom gén transzkripcioja egyébként
galaktdzon, mint egyediili szénforrdson a maltézon és trehal6zon tapasztalnak felelt meg, illetve
azokhoz hasonl6 profilt mutatott, azaz a AmgR1 esetében a gliilkdzon tapasztalt transzkriptum szintt6l
nem volt szignifikans eltérés, a hmgR2 és hmgR3 esetében pedig a glilkdzon mérthez képest csokkent
a relativ transzkriptum szint.

A vizsgalt C-forrasok koziil a trehaloz alkalmazasakor kismértékii expressziot meértek, ugyanakkor 3.
tablazat szerint azonos izoldatumnal (SZMCI12082 = MSI12) a legmagasabb szintii 6ssz-karotinoid
illetve B-karotin szint jelentkezett. Mi lehet ennek a magyardzata, hiszen a HMG-KoA képzodés
feltételezett prekurzoraként szolgalo dihidroxi acetonnal és ndtrium acetatnal nagymértékii
expressziot mértek.

E tekintetben sajnos csak feltételezéseink vannak. Ahogy a dolgozatban emlitettem a natrium-
acetat és a dihidroxi-aceton kozvetleniil befolydsolja a prekurzor mennyiséget a mevalonsav ut
szamara, tovabba kimutattak, hogy az acetat hatdssal van a Blakeslea ¢és Phycomyces terpén-
bioszintézisére (Kuzina és Cerda-Olmedo 2006) és baktériumban igazoltdk, hogy stimulalja a HMG-
KoA enzim aktivitdsat (van Laar és mtsi. 2012). Tehat ez a két vegyiilet a mevalonsav Ut kezdeti
szakaszan fejti ki hatasat. A trehaldz karotinoid termelésre gyakorolt kedvezé hatdsat mas gombak, pl.
Xanthophyllomyces dendrorhous esetében is kimutattdk (Paldgyi és mitsi. 2001) A trehaloz a
gombakban, igy a Mucorales rendbe tartozok esetében is, fontos tartaléktapanyag, mely pl.
Phycomyces esetében a sporak szdrazanyag tartalméanak akar 35%-at is kitehetik (Raa és mtsi. 2008).
Téapanyaghiany esetén a trehaloz felhasznalasra kertil, ilyenkor a trehaldz enzim hatasara glik6zza
alakul és ebben a formaban hasznosul tovabb. Ez alapjan azt is varhatnank, hogy a gliitkdzhoz hasonlé
hatast gyakorol a vizsgalt gének atirodasara (nem ezt tapasztaltuk). Ugyanakkor lehetséges, hogy e
diszacharid karotinoid szintet ndveld hatasa nem a hmgR gének indukcidjanak szintjén, hanem a
karotinoid bioszintézis késobbi, pl. karotinoid-specifikus szakaszan érvényesiil (akar a génmiikodésre
hatva, akar a szabalyozas mas szintjén). Megjegyzendd, hogy a gombdak altal akkumulalt trehaléz
egyik leglényegesebb funkcidja, hogy hatékony antioxidans és (egyébként a B-karotinnal egyiitt)
fontos részét képezi az oxidativ stresszel szembeni nem enzimatikus védelmi rendszernek (De Castro
¢és mtsi. 2013, Rua és mtsi. 2014). Elképzelhetd az is, hogy a rendelkezésre all6 trehaldz nem (vagy
nem csak) kozvetleniil a karotinoid termelésre hat, hanem akkumulécidja esetleg védelmet biztosit a
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Vizsgaltak a gomba ergoszterin-tartalmat is aerob, és anaerob tenyésztést kovetoen megallapitva,
hogy a hmgR3 transzkripcidja erdsodott, a teljes ergoszterintartalom anaerob kozegben azonban
radikdlisan csokkent. Mivel magyardzhato ez a jelenség, és hogyan valtozik az dsszes karotinoid
tartalom?

Ahogy a dolgozatban emlitettem, tobb gombanal is igazoltdk, hogy az oxigénszint hatdssal
lehet a HMG-Ko0A reduktaz gének miikddésére, illetve Saccharomyces cerevisiae esetében, hogy az
anaerob viszonyok a gomba két 1izogénje koziil a HMG?2 kifejezddését indukaljak.

Az ergoszterin bioszintézise erdsen oxigénigényes folyamat (1 ergoszterin molekula
bioszintézis¢hez 12 oxigén molekuldra van sziikség), pontosabban az altalanos mevalonsav utrol
ledgazo ergoszterin bioszintézisnek a szkvalén koztitermék képzddését kovetd 1épései igényelnek
oxigént (Todd és mtsi. 2006, Zavrel ¢s mtsi. 2013). Anaerob koriilmények kozt ezért az ergoszterin
szint szamos gombaban lecsokken. S. cerevisiae esetében, anaerob tenyésztés mellett, ha a gomba nem
jut a tdpkdzegbdl ergoszterinhez, 6-7 generacidt kovetden leall a novekedés (Dumitru és mtsi. 2004,
Zavrel és mtsi. 2013). Nem minden gomba igényel azonban ergoszterint az anaerob ndvekedéshez,
ilyen pl. a C. albicans (Dumitru és mtsi. 2004, Zavrel és mtsi. 2013). A Mucor circinelloides
sajatossaga, mas rokon fajokhoz hasonldéan, hogy mig aerob koriilmények kozt fonalas morfologiat
mutat, addig anaerob koriilmények kozt €élesztdszerli formaban n6 (Liibbehiisen és mtsi. 2003, Lee és
mtsi. 2015). A morfologiai valtas pedig hat a membran anyagcserére, illetve Osszetételre is. A
dolgozatban is hivatkozott tanulmanyban (Gordon és mtsi. 1970) a kozeli rokon €s ugyancsak dimorf
M. genevensis-t vizsgaltadk. Ennél a gombanal is azt tapasztaltak, hogy anaerob koriilmények kozt
¢lesztészert sejteket produkald gombaban az ergoszterin tartalom a mi kisérleteinkben tapasztaltakhoz
hasonlé mértékben lecsokken (sajnos jabb az ergoszterin tartalom Osszehasonlitdsdra vonatkozo
publikacidt nem talaltam).

Az ergoszterinszint csokkenése ¢és az oxigénhidny hatdsara szamos gombdaban
indukalodik/megnovekszik egyes gének, pl. a terpén €s ergoszterin bioszintézis gének kifejezédése
(Todd és mtsi. 2006, Bien és Espenshade 2010). Schizosaccharomyces pombe, Aspergillus fumigatus
¢s Cryptococcus neoformans esetében is igazoltak, hogy oxigénhiany esetén az emlosok SREBP
(sterol regulatory element binding protein) transzkripcids faktordval homoldg fehérjék (pl. Srel)
aktivalnak egy sor gént, koztik a HMG-KoA reduktiz géneket és igy szerepet jatszanak az
oxigénhianyos allapothoz val6 alkalmazkodédsban (Bien és Espenshade 2010). A SREBP ké&tohelye
viszonylag konzervalt (SRE; sterol regulatory element), de ilyet a Mucor hmgR gének promoter
régidiban nem talaltunk. Ennek ellenére rendelkezhetnek ilyen mechanizmussal, mivel gyakori, hogy
a mas gombacsoportokban megallapitott konszenzus szekvencidk jaromspdras gombak esetében nem
talalhatok/nem felismerhetdk.

Tehat oxigénhidny esetén csokken az ergoszterin szint, az oxigénhidny és az ergoszterin szint
csokkenés hatdsdra az ergoszterin bioszintézis gének milkodése fokozodik. Ugyanakkor az
ergoszterinszint (kiis6 ergoszerin forras nélkiil) oxigén hidnyaban végiil is csokkenni fog.

A karotinoid bioszintézis szintén oxigénigényes folyamat, ezért anaerob viszonyok esetén az
0ssz-karotinoid mennyiség minimalis (Mosqueda-Cano ¢s Gutiérrez-Corona 1995, Tturriaga és mtsi.
2005).

Az ergoszterin és karotinoid tartalomtdl fiiggetleniil az altalanos mevalonsav ut és az annak
kulcslépését katalizalo HMG-KoA reduktdz aktivitasanak fenntartasara anaerob kortilmények kozt is
sziikség van, mivel azon keresztiil egyéb fontos terpenoidok (pl. egyes fehérjék prenil csoportjai,
membranalkotok, stb.) is képzddnek, melyekre a sejtnek sziiksége van (Kuranda és mtsi. 2009).

A R. miehei HMG-KoA-reduktiz gén vigsgalata — A szép eredmények értelmezését és
osszehasonlithatosdagat nagyban segitené, ha a 6. tabldzat és 19. abra egységesitve lenne, vagyis
mindkét helyen MIC vagy novekedési rata lenne feltiintetve (esetleg mindketto).



Valoban attekinthetobb lett volna a két adatsor egy egységes formaban. Ugyanakkor nehéz dket
egységesiteni, mivel eltér sztatinok és eltérd hatdsok szerepelnek benniik. Bar a dolgozatban (a
dolgozat szerkesztése, logikaja miatt) késObb keriil bemutatisra, idodben a 19. dbran bemutatott
vizsgalatot végeztiik el6bb (Lukécs és mtsi. 2009). Itt a harom vizsgalt sztatin, aszerint lett kivalasztva,
hogy teszteljiik a hatasat egy a természetben eléfordulé (lovasztatin), egy félszintetikus (szimvasztatin)
¢s egy szintetikus (fluvasztatin) sztatinnak is. Ebben a viszgalatban a MIC érték csak a fluvasztatin
esetében volt értelmezhetd (4 pg/ml az MS12 esetében és >16 pg/ml a muténs térzsek esetében), mivel
a masik két sztatin nem okozott teljes gatlast a vizsgalt koncentracio6 tartomanyban. Ezért dbrazoltuk a
sztatinok hatasat a novekedési rataval. A 6. tablazatban bemutatott vizsgalathoz (Nagy és mtsi. 2014)
mar a sztatinokat az el6z6ekben emlitett €s mas, idokdzben végzett vizsgalatok tapasztalatai alapjan,
az er0sebb gombaellenes hatassal rendelkezd szintetikus sztatinok koziil valasztottuk ki (fluvasztatin,
atorvasztatin ¢és rozuvasztatin), mivel itt az volt a cél, hogy a gének csendesitésének sztatin
érzékenységre gyakorolt hatasat teszteljiik/igazoljuk. Mivel itt a MIC érték valtozdsa minden esetben
értelmezhetd volt €s ezt egyértelmiibbnek gondoltuk, mint az OD értékeken alapuld novekedési rata
értekek abrazolasat, ezért alkalmaztuk ezt a modjat az eredmények bemutatasanak.

Itt is szerepel, hogy a transzformansok karotin termeld képessége dsszemérheto az iparban alkalmazott
torzs vad tipusanak nem optimalizalt kériilmények kozti termelésével, konkrét adatot azonban nem
mutat be. Feltételezem, a vad torzs is tobbet termel optimalizalt kériilmények kozott. A megadott ug/g
meértekegység csak akkor hasznalhato fel osszehasonlitdasra, ha egy egységnyi tapoldatban/taptalajon
mindig ugyanannyi mennyiségu micélium képzodne adott idé alatt. Ez pedig biztosan nem teljesiil,
foleg ha kiilonbozo fajokat hasonlitunk éssze.

Az iparban alkalmazott torzs termeldképességét a korabbi valaszokban emlitettem. Valoban a
kiilonb6zé gombafajok termeldképességének 0Osszehasonlitasdhoz és a gyakorlati alkalmazasok
értékeléséhez sziikség van a tenyésztési id6, a novekedési rata és a biomassza képzddés figyelembe
vételére. A B. trispora novekedése, az adott id6 alatt képzddé micélium mennyisége a vad tipusu
torzsek esetében hasonld a M. circinelloides-¢hez. Az Osszehasonlitds megemlitésével csak azt
kivantuk érzékeltetni, hogy a transzformansokban megemelkedett a karotinoid szint. Vizsgalatainkban
mindig a szdrazanyag tartalomra vonatkoztattunk és igyekeztiink azonos koriilményeket biztositani,
hogy az ugyanazon gomba, altaldban a M. circinelloides MS12 torzse ¢és az ebbdl képzett mutansok
esetében a kapott eredmények 6sszehasonlithatok legyenek (az MS12 torzsbdl képzett mutansok és az
eredeti torzs novekedési liteme, csirdzoképessége nem tért el 1ényegesen, kivéve ott, ahol ezt
kifejezetten jeleztem pl. a AmgR3 csendesitése esetén). Mivel az eredményeinket ismertetd €s a mas
kutatok altal a témaban kozolt publikaciokban (lasd pl. Velayos €s mtsi. 2000, Navarro és mtsi. 2001,
Zhang ¢és mtsi. 2016, stb.) is ebben a forméaban szerepelnek a karotinoid tartalmak, illetve mivel
alapkutatasrol van sz és elsdsorban a karotinprodukcid novekedését/csokkenését szerettem volna
értelmezni/bemutatni (és nem annyira a dinamikéjat és a kihozatalt), ezért alkalmaztam ezt a dolgozat
soran.

A 14. tablazatban az MS12 alaptorzs termelése is fel van tiintetve. Elméletileg ez a torzs azonos a 3.
tablazatban lévé SZMC 12082 torzzsel. Ugyanakkor a két tabldazatban a termelt 6sszkarotinoid illetve
[-karotin mennyiségek jelentos mértékben eltérnek. Véleménye szerint mi lehet ennek az oka?

Az MS12/SZMC 12082 torzs Ossz-karotinoid €s B-karotin tartalmara a 3. tablazatban (YNB,
25 °C, 4 nap) 580 + 55 és 360 = 51 ng/g szerepel, a 14. tdblazatban (ugyancsak YNB, 25 °C, 4 nap)
viszont 412 + 31 illetve 245 + 12 pg/g. Sajnos a karotinoid termelés vizsgélatanak egyik legnagyobb
nehézségét az okozza, hogy egy adott organizmus esetében, az eltérd vizsgalatok soran detektalt
karotinoid mennyiségek akkor is némileg eltérhetnek, ha toreksziink azonos feltételeket (tapkdzeg,
hémérséklet, megvilagitds) biztositani a tenyésztések soran. Ehhez elegendd, ha pl. a tapkdzeg
OsszetevOit eltérd gyartotol szereztiik be, ha a hdmérsékletben vagy a megvilagitasban volt valami
eltérés, esetleg az inokulum mennyiségekben. Emellett a karotinoidok fény és oxigén jelenlétében



gyorsan degradalodnak ezért a minta kivondsa ¢€s taroldsa is okozhat egyedi kiilonbségeket. Mindezek
miatt az egyes publikaciokban (pl. Navarro és mtsi. 1995, 2001, Velayos ¢és mtsi. 1997) is bizonyos
hataron beliil, de némileg eltérd adatok szerepelnek. Ezért az a bevett gyakorlat és mi ezt alkalmaztuk,
hogy minden egyes kisérlet sordn (minden tenyésztés soran €s minden kivonashoz) az eredeti nem
transzformans, illetve kontroll torzset is leoltottuk (megfeleld ismétlésben) és mindig elvégeztiik ebbdl
is a karotinoid tisztitdst és az adott kisérletben, mindig az adott kontrollhoz viszonyitottuk a
valtozasokat (a kisérleteken beliill az egyes torzsek esetében tapasztalt ardnyok nem mutatnak
szignifikans eltérést). A két tablazatban €s a kisérleteink soran 0sszességében az MS12 torzsre kapott
eredmények egyébként az 6ssz-karotinoid és a -karotin tartalomra vonatkoz6an ebben a kb. 400-600
€s 250-350 pg/g kortli tartomanyban voltak.

Jaromsporas gombak genetikai manipuldcidjahoz sziikséges transzformdcios rendszerek
kidolgozdasa — Kicsit meglepo, hogy a dolgozat végen taldalhato ez a jol dokumentalt, szép és a
megertést megkonnyito képekkel és abrakkal ellatott fejezet. Apro dolog, de megjegyzem, hogy nem
indokolt itt 5.4.1 alfejezet bevezetésére, mivel nincs folytatdsa.

Egyetértek a biraloval, hogy mivel az 5.4 fejezet csak egy alfejezetet tartalmaz, ezért helyesebb
lett volna, ha ezt a fejezetet nem bontottam volna meg.

Az alapos, csaknem hibatlan jegyzékbol kimaradt Tako, (2010) bar a felhasznalt irodalomban szerepel.
Ugyanakkor az alabbi cikk szerepel az irodalomjegyzékben és a dolgozat témdjahoz kapcsolodo cikkek
kozt, de a dolgozat szovegében viszont nincs hivatkozas.
Schoch CL, Robbertse B, Kovacs GM, Krizsan K, Papp T, Petkovits T, Vagvolgyi C, Federhen S [101]
(2014) Finding needles in haystacks: linking scientific names, reference specimens and molecular data
for Fungi. Database 2014: Paper bau061. IF: 3,372, Fiiggetlen idézo. 12

., Takod és mtsi. 2010” valoban kimaradt az ,IDEZETT IRODALOM” fejezetbdl, amiért
elnézést kérek. Ugyanakkor szerepel a dolgozat alapjaul szolgdldo kozleményeket felsorold a 8.
fejezetben. A ,,Schoch és mtsi. 2014” esetében viszont a hivatkozas megtaldlhat6 a szovegben: a 30.
oldal aljan.

Végezetil még egyszer szeretném megkoszonni Posta Katalin professzor asszonynak
dolgozatom alapos biralatat €s épitd jellegli megjegyzéseit €s javaslatait.
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