Valasz Prof. Posta Katalin opponensi véleményére

Mindenek el6tt szeretném megkoszonni Dr. Posta Katalin professzorasszonynak doktori
értekezésem birdlatat, fontos észrevételeit, dicsérd szavait €s a dolgozat nyilvdnos vitdra
bocsatasdnak tdmogatasat.

A felmeriilt kérdésekre és megjegyzésekre az aldbbiakban szeretnék valaszolni.

Az idegen szavak haszndlatat probaltam keriilni. Torekedtem arra, hogy csak akkor hasznéljak
ilyen kifejezéseket, ha azok szabatos magyar megfelelével nem valthatok ki. Opponensem
észrevétele jogos, mert igy is maradt a dolgozatban olyan megfogalmazds, ahol ez nem
sikeriilt maradéktalanul.

Egyetértek opponensem dltalanos észrevételével az anyag és modszer fejezettel
kapcsolatosan; szerencsésnek tartottam, hogy nem kovetelmény a doktori disszertaciéban a
modszertani folyamatok részletes bemutatdsa. A torzsek fenntartdsdval kapcsolatban az
izoldlds moédjat fontosnak tartottam megemliteni, de jogos az észrevétel, hogy arra lehetett
volna utalni az eredményeket bemutaté részben is. A ,lasd”itt és itt utaldst példaul a
taptalajok felsoroldsa utdn azért hasznaltam, mert az adott cikk a moédszerrel kapcsolatban
tovabbi irodalmakra is hivatkozik, igaz, hogy kevéssé félreérthetd lett volna, ha hozzairom,
,,€s hivatkozott anyagaik”.

Egyetértek opponensem észrevételével, hogy a leirdsok idejében, az adott publikdciok
megjelenésekor érvényes taxonnevek haszndlata mellett segitett volna, ha feltiintetem a
dolgozat megirasakor érvényes neveket. Ezen magam is gondolkoztam, végiil két ok miatt
dontottem gy, hogy nem ifrom ki azokat. Amennyiben nemcsak az elsdé emlitéskor teszem
meg a kiifrdst, az nagyon ,megtorte” volna a szdveget, a taxonémiai blokkokat pedig
kiillonosen zavarta volna. Ezen tdl a sajat munkénk idébeli haladésa, és kordbbi, dltalunk leirt
taxonok revidedldsa is kevéssé jelent volna meg ,,idobeliségében”, ha azonnal kiirom az {j
nevet. A masik ok pedig az volt, hogy a dolgozat irdsa kozben is tudtam mar olyan taxonrdl,
aminek rovidesen meg fog véltozni a neve. Az opponensem 4altal javasolt mellékletben valo
felsorolds j6 megoldas lehetett volna, sajnos, ez a lehetéség nem jutott eszembe.

Opponensem észrevétele a taxonOmiai bemutatdsokban haszndlt 4bramegnevezések
dolgozatba valé ,,bevezetésének” hidnyaval kapcsolatban jogos. Ez azonban nem mulasztas,
hanem tudatos dontés eredménye. Azonban a megjelenitési mod okédnak, a ldbjegyzetben
tortént megmagyardzdsa nem lett teljes. A nevezett taxondmiai részek egy-egy publikacioban,
akdr a diagndzissal egyiitt azok a szovegek, ahol a taxon és annak neve ,,megsziiletik” —
nevezéktani értelemben ebbdl nem lehet tobb, €s nem lehet tobb valtozat, ezért nem iiltettem
Oket at magyar nyelvre. Ezeknek taxondémiai szempontbdl fontos, hivatalos részeit adjak a
taxon leirdsdhoz tartozd, hivatkozott dbrak az eredeti publikdciékban. Nem szerettem volna
torolni ezek helyét, ami utalhatott volna arra, hogy abra nélkiil tortént az adott taxonok leirasa.
Viszont az Osszes ilyen dbrdt nem mutattam be a doktori dolgozatomban, és igy az
atszamozdas, beolvasztas €s tényleges hivatkozas nem lett volna megoldhaté.
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Opponensem egyes dbrdkkal kapcsolatos észrevételeivel egyetértek; a méretezésiik lehetett
volna mads, szines dbrdkat viszont csak ott hasznaltam, ahol az eredeti publikdcidban is
tudtunk szines dbrdkat kozolni. A tartalomjegyzékben valéban az egyik fejezet cimének egy
korédbbi véltozata szerepel.

Ahogy opponensem észrevételezte, akdr besorolhat6 lett volna a DNS-vonalkdd rovid fejezete
a sivatagi szarvasgombakrdl sz616 részbe, hiszen valéban annak a csoportnak a taxondmiai
feldolgozasdban addig elért eredményeim miatt valt lehetové csatlakozasunk a munkdkhoz.
Viszont ez egy éaltalanos mddszerfejlesztési kezdeményezés volt, és az sem véletlen, hogy a
dolgozatban az nrDNS ITS heterogenitds szerepel hangsilyozottabban, mert ez az a rész, ahol
kordbbi eredményeink miatt €s sajat érdeklédés okédn is hozzad tudtam jarulni a médszer
korlatainak taglaldsdhoz is.

Opponensem dltal megfogalmazott kérdés volt, hogy mit javasolnék az arbuszkuldris
mikorrhizaképzd gombak kozosségeinek, diverzitdsdnak vizsgalataiban alkalmazand6
modszereknek.

Ha valaki hosszabb tdvon tervezi egy AM-gombakozosség vizsgdlatat, mindenképpen
fontosnak gondolndm, hogy prébéljon spora alapu vizsgélatokat is végezni. Ez nem egyszerti,
a csoport obligit biotréf életmédja és morfoldgiai kihivdsai miatt. Ugy tiinik, hogy hosszi
tavon az ilyen vizsgalatok jol egészithetik ki, tehetik teljesebbé a molekuléris diverzitasi
modszereken alapul6 eredményeket.

A molekuldris diverzitdsi kutatdsokban szerencsés lenne, ha létezne egy nemzetkdzi
konszenzuson alapulé eljards, hiszen ez lehetové tenné az eredmények jobb
Osszevethet0ségét. Ez — ahogy opponensem kiemeli és a dolgozatban is szerepel — kiilondsen
problematikus, mikor olyan primerrendszereket haszndlnak/haszndlunk, melyek nem, vagy
nem elég hosszan fednek at ahhoz, hogy Osszevethetok legyenek a kapott eredmények. A
korai, REDECKER- (2000) majd WUBET-féle (WUBET és mtsai. 2006) primerrendszerek, bar
voltak elonyeik, nehézkesen alkalmazhatdk. ,,Semi-nested” illetve ,,nested” PCR-rendszerek
viszont tidl sok kiillonbdzé kombindcidval, PCR-reakcidval prébaljdk lefedni az AM-képzo
gombdk csoportjat. Az NS31-AM1 (SIMON és mtsai. 1992, HELGASON és mtsai. 1998)
kombinéci6 relative jo specificitasu, az amplikon hossza akar NGS-technikdk alkalmazdsat is
lehetdvé teszi, viszont az ntDNS SSU gén egy kevéssé varidbilis szakaszat célozza; ezt a
problémat a tovabbfejlesztett primer-valtozatok sem oldjdk meg. Ennek a szakasznak egy
hatalmas elénye, hogy az ezen alapuld eredményeket a MaarjaAM adatbdzis (OPIK és mtsai.
2010) ,,virtudlis taxonjaival” konnyen 6ssze lehet hasonlitani. Hasonl6 eldnyok és hatranyok
jellemzik az egyébként jol hasznilhaté LEE-féle primereket (LEE és mtsai. 2008), mely
ugyanezen génszakasz egy hosszabb régigjat célozzak. Egy kozosség diverzitdsanak
jellemzéséhez mindenféleképpen az ntDNS LSU egyes varidbilis ,,loop” régidit is fedo DA
SiLvA-féle (DA SILVA és mtsai. 2006) primereket javasolndm hasznalni. Egy mesterséges AM-
gomba-kozOsségen végzett mddszertani tesztiink sordn, négy primerpar torzitisat és
hatékonysagat vizsgédltuk (KOVACS és mtsai, nem publikdlt eredmények) és ez a
primerrendszer bizonyult a leghatékonyabbnak. Ezen tilmenden az amplifikdlt szakasz
szekvencidja jol haszndlhaté filogenetikai elemzésekre, a szakasz jol szekvendlhat6 NGS-
technikdkkal is. Taxondmiai azonositisokhoz az immaron teljes korben elfogadott KRUGER-
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féle (KRUGER és mtsai 2009) ,,nested” primerrendszer haszndlatat lehet javasolni (ennek, az
SSU 3, teljes ITS régi6é és LSU 5° szakaszt is lefedd régi6 ,,magaba foglalja” a DA SILVA-féle
primerrel felszaporitott szakaszt is). A legtobb taxonrdl elérhetdk mér ezzel a primerrel nyert
megbizhat6 adatok. A primerrendszert probaltdk alkalmazni molekuldris diverzitdsi
munkdkban is, de nem gondolom, hogy ez felhasznéldbarat, és hordozna olyan hozzéaadott
értéket, ami ellenstlyoznd példdul a tdl hosszd amplikon, és ,nested” rendszer okozta
problémdkat. Az AM-gombdk vizsgalataiban is megjelentek nem nrDNS l6kuszok, ezek
haszndlatai azonban nem terjedtek el dltalanosan.

Az opponensem 4dltal feltett AM-képz0 gombdkra vonatkozd tovabbi kérdésére azt tudom
valaszolni, hogy ezen gombdk korében is nagy jelentdséggel bir a funkciondlis heterogenitis,
és ezt minden esetben érdemes szem el6tt tartani, mikor a gombacsoport szerepét probaljuk
megérteni.

Egyes elképzelések szerint, valdjdban a leirt, elfogadott, jelen modszereinkkel azonosithatd
AM-gomba fajokon beliili funkciondlis heterogenitds allhat a hatterében annak, hogy ez a
nagyon alacsony taxondiverzitdsu csoport (~230-240 a leirt fajok szdma) ilyen nagyszamu
gazddval épit ki kapcsolatot, ennyi él6helyen eléfordul. Tehat 1étezhet az AM-kapcsolatokban
is specificitds, csak az nem a jelenleg haszndlt fajkoncepciok mentén értelmezhetd. Az
interspecifikus funkciondlis heterogenitast és annak természetes kozosségekben is fontos
szerepét mar a VAN DER HEDDEN és mtsai (1998) dltal bemutatott mérfoldkdnek tekinthetd
kutatdsok eredményei jelezték. Példaul annal jobb volt a talajbdl torténd forraskihasznalas,
minél nagyobb volt a rendszerben az AM-képz6 gombak taxon (és ezaltal funkcionalis)
diverzitdsa. Késobb példaul az is igazolast nyert, hogy minél tidvolabbi rokonsdgban all6
taxonok képeznek egy AM-gombakozosséget, minél tobb tdvoli leszarmazdsi vonal
képviselteti magét a tarsuldsban, az anndl jobban ,teljesit” az adott kozosségben (MAHELARI
és KLIRONOMOS 2007). Nagyon fontos eredményeket hoztak azok az alapmunkdk is, melyek
az inter- €s intraspecifikus funkciondlis heterogenitas vizsgalatat tlizték ki célul — mint példaul
MUNKVOLD és mtsai. (2004), akik négy AM-gombafaj tobb mint 20 izoldtumén igazoltdk
azok jelent6s funkciondlis kiilonbségeit. Hasonl6an jelentds funkciondlis kiilonbségeket
mutattak ki példdul MENSAH és mtsai. (2015) négy kiilonboz6 rendbe tartozé6 AM-gombafajok
izoldtumait haszndlva. Mivel az AM-gombdk esetében fajokhoz nem lehet jol
tdpanyagdramlassal 0Osszefiiggésbe hozhaté ,jellegeket” (,trait”) kotni azok jelentds
intraspecifikus heterogenitdsa miatt. BEHM €és KIERS (2014) példaul javaslatot is tettek
bizonyos ,,jellegek” (,,trait”) figyelembe vételére, melyekkel vizsgdlhatéva valna ezek fajokon
beliili heterogenitdsa, és értelmezhetdvé ennek Okoszisztémdkban betoltott szerepe. A
funkciondlis heterogenitds pontos vizsgalatit azonban neheziti, az AM-gombdk sok
sejtmagvas szervezddésii, conocitikus hiféi, és az, hogy a megbizhaté monospoéras izolatumok
eleve egy drasztikus genetikai beszlikiilésen mennek keresztiil mar az izoldlaskor. Ezutan, a
fenntartas ,,atoltdsai” sordn, olyan genetikai kiilonbségek alakulhatnak ki, melyek garantéltan
mitermékek az adott AM-gomba természetes dllomanyaihoz képest.

Az enzimtesztekkel kapcsolatban vetette fel opponensem, hogy mi lehet az oka egyes
enzimek (példaul savas foszfatdz és valamilyen gliikkoziddz) éltalanos, mig masok (cisztein-
arilamiddz, o-fukoziddz és [-gliikkuroniddz) ritkdn tapasztalt aktivitidsanak. Az adott
szubsztarok, reakciok gyakorisdga, jelentdsége ezen gombdk életében bizonyosan
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meghatdrozza ezen eredményeinket. Feltételezhetden a savas foszfatdzok sejtmiikodésben
betoltott dltaldnos szerepe miatt volt minden gomba esetében erds aktivitdsuk kimutathat6 az
APIZYM teszt konstitutiv enzimaktivitidst mérd rendszerével, és a gliikkozidazok aktiv
jelenléte is édltalanos lehet gombdk esetében. Viszont jelentkezhetnek aktivitdsukban
diagnosztikai értékii kiillonbségek egyes baktériumoknal, melyek diagnosztikajahoz a tesztet
kidolgoztak. Hasonléan diagnosztikai jelentéséggel birhat baktériumokndl a hdrom nevezett,
DSE gombadkban ritkdn detektélt aktivitdsd enzim. Ezek a ritkdn kimutatott enzimaktivitdsok
ebben az esetben nem feltétleniil jelentik a bontdképesség hidnyat. Elképzelhetd, val6jaban
csak detektdldsi szint a probléma, vagy esetleg indukdlva jelentkezik az adott enzim
aktivitdsa. Nemrég publikéltuk két DSE gombanak a teljes genom elemzéseit (KNAPP és mtsai
2018). Mind a Cadophora sp. mind a Periconia macrospinosa genomjaban a szénhidrat-aktiv
enzimek (carbohydrate active enzymes, CAZymes) génjeinek annotdldsakor a glikozid-
hidrolazok 29-es (GH29) csaladjdba tartoz6 o-L-fukoziddz gén is azonositasra keriilt. A
fukoziddz enzim d&ltal katalizalt hidrolizis terméke, az L-fukéz példaul szénforrasként is
szerepel a BioLOG teszten, ahol nyolc DSE esetében kimutathaté volt ezen szénforrds
hasznositdsa az enzimteszt inkubécids ideje alatt.

Opponensem kérdése a Periconia macrospinosa jelentdés szénforrds hasznositdsara is
vonatkozott. Ez az eredmény kiilonosen érdekes annak tiikrében, hogy ugyanezen tesztben a
Cadophora sp. DSE bizonyult a legkevesebb szénforrdst hasznositd gombdnak, mikdzben,
mint ahogy ezt az elobb emlitett genomikai munkankban nemrégiben kozoltiik, az utobbi DSE
genomjaban sokkal nagyobb szdmban fordulnak el6 szénhidrét-aktiv enzimeket, ezen beliil
pedig a novényi sejtfalbontdkat (plant cell wall degrading enzymes, PCWDEs) k6dol6 gének
(KNAPP és mtsai 2018). Azt fontos hozzatenni, hogy bar kevesebb ilyen enzim koédolt a P.
macrospinosa genomjaban, de az még igy is joval magasabb, mint az Osszehasonlitd
elemzésiinkben vizsgdlt egyéb tomlésgombdkra jellemzd szdm. Az biztos, hogy a Periconia
macrospinosa izolatumként is gyorsan no, ezért elképzelhetd, gyorsabban indukélédnak ezek
a diverz enzimeik, és ennek is kdszonhetd a kimagasld szénforrds-hasznosité képesség. Azt
azonban nem szabad elfelejteni, hogy mindkét altalunk hasznalt izolatumot a vizsgalatok eldtt
mar évek 6ta mesterséges tdptalajon tartottuk fenn, 2—3 hénapos atoltasokkal. Ez biztos, hogy
jelentds hatast gyakorolt enzimmiikodésiikre.

Végezetiil szeretném még egyszer megkdszonni opponensem részletes birdlatit, fontos
észrevételeit és kérdéseit, és eddigi munkam pozitiv értékelését.

Mosonmagyarévar, 2018. aprilis 30.

Kovacs M. Gabor
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