VALASZ

Dr. Borbély Gyorgy, a bioldgiai tudomany doktora opponensi véleményére

Megkoszonom, hogy Opponensem ,Mikroalgdk biotechnoldgiai alkalmazasa a
novénytermesztésben és novényvédelemben cimi MTA doktori értekezésem biralatat elvallalta
¢és véleményében az értekezés értékeinek megemlitése mellett megfogalmazta részletes kritikai
észrevételeit és kérdéseit. Az értekezéssel kapcsolatos pozitiv megallapitasokat halasan
koszondm, a megjegyzésekre és a kérdésekre pedig az alabbiakban valaszolok kovetve az
értekezés €s az opponensi vélemény szerkezetét.

Az értekezés szerkesztése

Az értekezés szokatlan szerkesztési modjat azért valasztottam, mert ez megkonnyitette
a négy, egyenként is multidiszciplinaris kutatasi teriilet kozérthetd leirasat. F6 szempont
azonban az volt, hogy az olvaso az érdekl6dési korének megfeleld fejezet attanulmanyozasaval
teljes képet kapjon az adott témakorr6l anélkiil, hogy az 6t egyaltalan nem érdekl6 fejezeteket
is atolvasnd. Koszonom, hogy a szerkesztésre vonatkozd kritikai megjegyzése ellenére
Opponensem nem kérddjelezte meg a valasztott strukturat.

Ez a szerkesztési mod sajnalatos modon bizonyos ismétlésekkel jart ugyan, de oriilok
annak, hogy értekezésem Biraloja sem tartotta ezeket igazan zavardonak.

Opponensem szerint a mellékletek tablazatait beilleszthettem volna a szévegbe, ahol
egyébként is vannak tablazatok. A melléklet tdblazatai részletes adatokat tartalmaznak,
amelyeket Osszesitett formaban 4braként, vagy a kiemelten fontos adatokat tablazatokban
bemutatok a szovegben. A mellékletek tablazatainak beillesztése a szovegbe részint atfedést
jelentett volna, részint pedig elvonta volna az olvasé figyelmét a 1ényegrol.

A fejezetek végére kertilt ,, Tervek, jovokép” cimii pontok szokatlanok az MTA doktori
értekezésekben, ezért ezek elhagyasat javasolta Opponensem. Két indokom volt ezeknek a
pontoknak a megirasara: (1) az egyes fejezetekben leirt kutatdsi témak nem tekinthetdk
befejezettnek, s6t az eredmények tovabbi kutatdsra Osztondznek kiilondsen a gyakorlati
alkalmazast illetéen; (2) a pontokban megemlitett kutatasi témak koziil a mikroalga
biotechnologusok kozossége valaszthat és kutathatja azt nemzetkozi versenyképességiink
novelése érdekében.

A Mosonmagyarovari Algagyiijtemény

Kutatasainkhoz axenikus torzsek kialakitasa nélkiilozhetetlen volt. A mikrobialis
kontaminéci6 ellendrzésére csupan szénforrasban gazdag taptalajt hasznaltunk, de nem
probaltuk ki az Opponensem altal javasolt, alacsony szénforras tartalmu, agarral szilarditott
taptalajt. K6sz6nom a javaslatot, a jovoben hasznalni fogjuk ezt a tesztet is.

Opponensem a Mosonmagyarovari Algagyiijteménybdl (MACC) szarmazo,
kozleményekben megjelent torzseket publikaltnak tekintette. Kifogasolta viszont azt, hogy a
teljes gylijtemény kozlése nem tortént meg, pedig a térzsgyljtemények legnagyobb értékét
éppen a nyilvanossag adja. Az MACC-r6l természetesen van sajat magunk szamara készitett
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katalogus, ami tartalmaz minden sziikséges €s folyamatosan boviild, aktualizalt informaciot. A
katalogus kozzétételének elmaradasat azonban idével valtozo okok indokoltak, nevezetesen:

1. Az MACC létrehozasat a Thallia Pharmaceuticals francia gyodgyszerkutatdé cég
(id6kozben megsziint) 1993-t6] harom éven 4t tdmogatta és elvarta a gylijtemény
bizalmas kezelését.

2. Az 1990-es évek tudomanyos ismereteinek szintjén, morfoldgiai alapon meghatarozott
¢s szamokkal ellatott algatorzseket, ill. azok kivonatdt a francia megbizo
gyogyszeripari, intézetiink pedig mezdgazdasagi célu felhasznélésra tesztelte. A torzsek
taxonomiai besorolasanak pontossagara ehhez a munkahoz nem volt sziikség, sét a faji
szintli meghatarozasra sok esetben nem is volt lehetdség annal is inkabb, mert a
cianobaktériumok tulnyomé hanyada laboratoriumi koriilmények kozott nem mutatja
azokat a morfoldgiai jegyeket, amelyek a hagyomanyos hatarozashoz sziikségesek.

3. A francia tdmogatads megsziinését kovetden az MACC fenntartasi koltségeinek az
eléteremtésére az MACC kozlése és a torzsek eladasa helyett inkabb projektekben
torténd részvételt valasztottuk. Ez azt jelentette, hogy a gylijteményben 1évo torzseket
azok szamara tettiik hozzaférhetové, akik kozos projektek kidolgozasat tervezték.

4. A morfoldgiai alapon torténd taxondmiai besorolas kiegészitésére az utobbi 6t évben
molekularis biologiai modszereket (polifazikus megkdzelités) is haszndlunk. Elészor
két kutatot foglalkoztattunk a torzsek jellemzésére, jelenleg pedig 3 PhD-hallgato
vizsgalja az MACC legnépesebb nemzetségeinek torzseit.

Fentiek alapjan az MACC publikalasa tudomanyos folyodiratokban kezdetben tiltott volt, kés6bb
pedig tudomanyosan nem kelléen megalapozott, gazdasagi okokbdl pedig célszerlitlen lett
volna. Utobbi okok miatt nem keriilt be az MACC torzseinek teljes listija az értekezésembe
sem.

Az MACC torzseivel nyert eredményekrdl az utobbi 20 évben az értekezés témaihoz
kapcsolodo kozel 50 hazai és nemzetkozi el6adasban mindig bemutattam a gyljtemény
legjellemzObb adatait. Az utobbi évtizedben szamos vendégiink — értekezésem Opponense is —
személyesen lathattdk a gylijteményt. A Nyugat-magyarorszagi Egyetem, Mezdgazdasag- ¢és
Elelmiszertudoméanyi Kar, Novénybiologiai Intézet honlapjan kiilonbozé formakban szintén
megtalalhat6o az MACC. Két EU-FP7 és tobb hazai projektben vald részvételiink meghivésos
alapon szintén az MACC Iétrehozasanak koszonhetd. Kijelenthetd tehat, hogy a mikroalga
biotechnologia hazai €s nemzetkdzi szakemberei szamdra kozismert az MACC létezése,
elérhetdségének feltétele, jelentdsége és szerepe a kutatdsban. A torzsek taxonomiai
besorolasanak folyamatban 1évé polifazikus megkdzelitését kovetden pedig megtdrténhet — elsd
1épésként — az MACC legnépesebb genusainak kozlése is.

Opponensem felveti, hogy a kiillonbozd alapon kivalasztott szempontok (taxondmia,
produktivitas, stb.) szdzalékos megoszlasa nem informativ, mert Gijabb torzsek izolalasaval ez
valtozik. Véleményem szerint sziikség van arra, hogy idénként dsszegzést/attekintést készitsen
a fenntart6 a gylijteményérol, adott esetben mintegy 20 évvel a Iétesitést kovetden. A szazalékos
megoszlas jelentdsen azért nem fog valtozni, mert csupan kiilonleges esetekben izolalunk ujabb
torzseket. A cél nem ,,0ridsgylijtemény” létrehozésa, hanem a meglévd torzsek értékeinek
felmérése, példaul tenyésztési és tomegtermesztési kisérletekkel, szliréssel/teszteléssel,
analitikai vizsgélatokkal.

A torzsek laboratoriumi tenyésztésére vonatkozoan Opponensem tobb kérdést vetett fel,
amelyekre a kérdések felsorolasa nélkiil valaszolok. A 10 mg szarazanyag L koncentraciot
tobb évtizedes tapasztalat alapjan valasztottuk ki, mert ez még attetszd szuszpenziot jelent,
viztisztanak latszo striiség, de elegendd a gyors szaporodas biztositasara. Ezzel az induld
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algakoncentracioval a tenyészetek 1-2 héten beliil elérik a szaporodas stacioner szakaszat. A
mikroalga biotechnologidban az algaszaporodds mérésére leggyakrabban hasznalt
mértékegység a g L™ nap™ és a g m? nap™. A sejtszamnak és sejtméretnek specialis esetekben
lehet jelentésége. A mikroalga biotechnoldgia szamara korlatozott a jelentésége annak, hogy
egy gramm szaraz alga biomasszaban torzsenként, st adott torzs tenyészetében idében is eltérd
a sejtszam.

A szinkron tenyészetek higitdsdra javasolt klorofill tartalom mérés gondolatat
koszonom, kiprobaljuk és oOsszevetjik a szdrazanyag mérés alapjan végzett higitasok
eredményével. Laboratoriumi tenyészetekben a szinkronitds mértékének a nyomon kovetésére
a sejtszamlalas és a sejtméret-eloszlas meghatarozasa elkeriilhetetlen, de erre alkalmas
mikroszkop, kamera és szamitdégépes program a rendelkezésiinkre all, ezért egysejtii
mikroalgaknal, pl. Chlorella torzseknél konnyen elvégezhetd. Ez sajnos nem helyettesithetd
oxigénméréssel vagy egyéb mérési eljarassal.

Az MACC torzseinek a szaporodasat négy, gyakran hasznalt tapoldatban dsszehasonlito
céllal vizsgaltuk a leggyorsabban szaporod6 és legnagyobb biomasszat termeld torzsek
kivélasztasara. ElsOsorban ezeket a torzseket vontuk be a szdmunkra értékes anyagok
kutatasaba. Az Opponensem altal javasolt sejtszam novekedési kisérletek alkalmasabbak lettek
volna a pontos kettdzddési 1dok, novekedési allandok ¢€s a lag fazis megallapitasara, de nem ez
volt a cél, s6t az MACC kozel ezer torzsével és 4 tapoldattal ennek elvégzése tobb évet vett
volna igénybe. Az altalunk valasztott egyszerii modszer elegendé volt a kitlizott cél elérésére.

A szaporodast nem optimalizaltuk, tehat nem valtoztattuk a makro- és mikroelemek
befolyasolja a szaporodas mértékét. Erre majd az értékes torzsek tomegtermesztésénél kertil
Sor.

Egyetértek Opponensemmel abban, hogy a molekuladris taxondmiai jellemzésre
vonatkozé eldzetes eredmények bemutatasat elhagyhattam volna az értekezésbdl. A mikroalga
taxonomia polifazikus megkozelitését, beleértve a molekularis taxonomiat is elegendd lett
volna az irodalom feldolgozasanal megemlitenem.

A krioprezervacio Opponensem szerint nem tartozik az értekezés témakorébe. Valoban
nem tartozik, nem is foglalkozunk vele, sét a jovOben sem tervezzilk a téma kutatasat.
Ugyanakkor megemlitem, hogy nyomon kell kovetniink a krioprezervacio irodalmat és azonnal
bevezetni ezt a torzsfenntartasi modszert ha minden torzsilink fenntartasara alkalmas modszer
majd rendelkezésre all. A torzsgylijtemény hosszu tavi fenntartasanak a biztonsaga ezzel
novelhetd, koltsége pedig jelentésen csokkenthetd lenne.

A mikroalgak novényi hormontermelése

Opponensem kérdezi miért nem alkalmaztunk folyamatos megvilagitasu kontrollt,
amikor a hormontermelés dinamikajat vizsgaltuk Chlorella minutissima szinkron
tenyészetekben. A fény:sotét, folyamatos sotét és folyamatos sotét+gliikoz kezelések mellett a
kisérlet méretének tovabbi ndvelése jabb kezeléssel mar lehetetlenné tette volna a szdmos
lombikbdl torténd gyakori mintavételek végrehajtasat.

A tenyészetek specifikus fehérjékkel, RNS-szintézisgatlokkal vagy energia ¢hezést
indukal6 vegyiiletekkel torténd kezelésre vonatkozd javaslatot koszondom. A jovoben
megfontoljuk ilyen jellegii kisérletek végzését.



Egyetértek Opponensemmel abban, hogy ovatossagra van sziikség a hormonkisérletek
eredményeibdl tett megallapitasoknal. A mikroalgdkban eléforduldé hormon konjugatumokra
vonatkozoan valdban szerencsésebb lett volna csupan annyit megallapitani, hogy a
mikroalgakban és a magasabbrend{i névényekben az intermedier ,,pool” eltér egymastol. Sajnos
tény, hogy a mikroalgak hormontermelésének vizsgalata messze elmarad a magasabbrendii
novényekétdl. A mikroalgdk hormonjaira vonatkozo kezdeti megallapitasoknal ezért a
magasabbrendii novényeknél mar igazolt ismereteket tudjuk figyelembe venni. A
megallapitasok igazoldsahoz viszont azoknak az enzimeknek, fehérjéknek, géneknek, stb. a
tovabbi vizsgalatara van sziikség, amelyek valoban részt vesznek a mikroalgak hormonjainak a
szintézisében.

Az el6bbi magyarazat érvényes arra a megallapitasra is, hogy a mikroalgédkban a GSe a
dominans bioldgiailag aktiv gibberellin, mondvan ez van a legnagyobb koncentracidban jelen,
szemben a magasabbrendli ndvények GS1 és GS4 aktiv gibberellinjével. Tulajdonképpen az
eredmények alapjan indokolhaté a megéllapitds, jollehet ezt tovabbi vizsgdlatokkal még
igazolni kell.

A tengeri algakivonatok készitményeinek kedvezd hatdsat a mezdgazdasagi ndvények
novekedésére az irodalom egyértelmiien a benniik 1évé ndvényi hormonokkal (auxin és
citokinin) magyarazza. A készitmények cimkéjén is ezt jelolik meg hatéanyagként. Ugyanezt
hogy a magas fehérjetartalmu alga szuszpenzidban peptidek, aminosavak és zsirsavak is jelen
vannak, amelyek hozzajarulhatnak a kedvez6 hatas kialakulasahoz.

Egyetértek Opponensemmel abban, hogy célszerli lett volna a vizsgalt ndvényi
hormonok szintézisutjait bemutatod abrak beillesztése az értekezésbe.

Mikroalgak hatasa novénypatogén gombakra

Opponensem hianyolta a ndvénypatogén gombakkal szemben hatdsos mikroalgékra
vonatkozd ECso értékeket. A kutatas célja csupdn a hatasos mikroalgdk kivalasztasa volt. A
fungicid hatdsu mikroalgak ECsg értékeit, valamint egyéb labor- és iliveghazi vizsgalatat a
szabadfoldi kisérletek eldtt tervezziik elvégezni tamogatott projektek keretében. Ezt tettiik a
sz016 peronoszpodra ellen hatdsos algainkkal is egy EU-FP7 projekt keretében.

Az agar diffizios bioteszt eredmények reverz modon torténd ellendrzésére javasolt
eljarast — mikroalga bekeverése az agarba és lyukfurast kovetden a novénypatogén gomba
propagulumaval torténd inokulalas — koszonom, hasznalni fogjuk.

A mikroalga torzsek élohelye és taxonomiai helye, valamint a hatasok kozotti kapcsolat
kereséséhez rendelkezésre alltak a sziikséges adatok. Sajat MACC kataldogusunkbol pontosan
tudjuk és az abrdkon/tablazatokban jeldltem is, hogy talajbol vagy vizbdl izolalt alga
vizsgalatarol ill. algara vonatkozd eredményrdl van-e sz6. Ezért tudtuk megallapitani, hogy
vizbdl izolalt cianobaktériumok sziirése tobb fungicid torzset eredményezhet, mint az eukariota
mikroalgédk sziirése.

Természetesen én sem arra gondolok, hogy az algdkkal torténéd novényvédelem
,oeporoztuk, megvédtiik”-bdl all. Mindazonaltal a jelenlegi irodalom alapjan a mikroalgakban
1év6 ndvényi hormonok biztosan befolyasoljadk a novény természetes védekezd rendszerének
beinditasat, fungicid anyagaik pedig kozvetlen hatassal vannak a ndvénypatogén gombara.
Egyetértek, a részletek megismerése még tovabbi kutatasokat igényel. A sztomakon bejuto apréd
mikroalga sejtek egyiittélése a novény levelével elképzelhetonek tiinik.

4



Illékony szerves vegyiileteket termelé MACC torzsek a kaposzta gyokérlégy elleni
védekezésben

A cianobaktérium szuszpenzioval kezelt sziir6papirt 20x20cm méretli miianyag talcaba
helyeztiik, aminek a kozepére tettiik a legyek taplalékforrasat, a tarlorépa darabot izolacid
nélkil. Az 5.2 abran bemutatott kromatogramon a 6,7 perces retencios idejii komponensrol
csupan feltételeztiik, hogy a repellens hatasért felelds. Erre utalt az, hogy a hatasos algatorzsek
minden mintdjdban megtalaltuk ezt a csticsot, bar eltérd nagysaggal. A ,,mocsarszag”-hatas
minden mintaban érezhetd volt.

Mértékének valtozasat és annak kapcsolatat a szaghatasért ,,felelds” csuccsal én nem
tudtam megallapitani. A liofilizalas hatasat nem, de a hdkezelés hatdsat vizsgaltuk az illékony
anyagok felszabadulasara. A liofilezett mintat 50 és 80 °C-on kezeltiik szaritoszekrényben 1 és
2 6ran at, de a ,,mocsarszag” a liofilezett és hokezelt mintdbdl sem tiint el. A hatdsos illékony
anyagot cseh kutatési partnereink analizaltdk és geozminnak talaltak.

Vilasz az Opponensi kérdésekre

1) Az MACGC, féleg talajalgak gyiijteménye, - talalt-e mikroaerofil izolatumot(okat),
- a talajalgak a szurt tenyészetekben hogyan viselkednek, vannak-e kiilonbségek
az izolatumok kozott?

Nem talaltunk mikroaerofil izolatumokat és kiilonbséget sem figyeltiink meg a talajalga
izolatumok kozott. A talajalgdk tobbségét a talaj felszinén €16 ,.talajvirdgzast” okozo
algamintakbol izolaltuk.

2.) Mikor és hogyan kivanjak publikalni a gyiijteményt (Iasd fentebb)?

A polifazikus taxonomiai megkozelitéssel meghatarozott MACC algatorzsek kozlését
koézlemények formdjaban tervezziik véarhatéoan 1-2 éven belill. A teljes gylijtemény
kozlésére 3-5 éven beliil keriilhet csupan sor abban az esetben, ha az ehhez sziikséges
pénziigyi forrasokat sikeriil biztositani.

3.) Az értekezés megallapitasain végigvonul a dicsérendé gyakorlati felhasznalas
gondolata. A praxisban, az algakivonatok, akar ¢élo, akar liofilezett, alkalmazasa,
a felvetett novényi hormonhatasok mellett, szamtalan mas befolyassal is birhatnak
[tapelemek, szerves metabolitok (aminosavak, cukrok, zsirsavak, lipidek,
nukleinsav prekurzorok stb.] a novények novekedésére. Hogyan, milyen kisérleti
megkozelitéssel zarhatok ki az elobbi interferenciak?

A mikroalgékban 1év6 kiilonb6zd ,,hatdanyagok™ egyiittes hatasat tudjuk csupan mérni
a kezelt mezdgazdasagi novényre. A mikroalgdval torténd kezelés hatasat novényi
hormonokkal kezelt ndvényekre gyakorolt hatassal lehetne esetleg 6sszevetni. A feladat
azonban szinte megoldhatatlan, mert sem a kiilonboz6é ,hatéoanyagok” kozotti
kdlcsonhatést, sem pedig a mikroalgakban 1év6 ndvényi hormonok kozotti ,,crosstalk”-
ot nem tudjuk figyelembe venni. Egyébként éppen ez az elonye a mikroalgak potencialis
alkalmazédsédnak a ndvényi hormonokkal szemben: a sok ,biostimuldns hatéanyag”
egylittes hatésa.



4.) Néhany novényi hormon viszonylag olcson beszerezheté. Miért nem terjedt el a
mezogazdasagi gyakorlatban, talan a Kertészetet Kivéve, azok tomeges
alkalmazasa?

Az 1980-as években volt jelentds fejlesztés a ndévényi hormonok gyakorlati
felhasznalasa teriiletén. A biztatd laboratériumi eredményeket azonban a szabadfoldi
kisérletek nem igazoltak. Tul sok tényezd befolyasolta, ,,pufferolta” a vart hatas
kialakuldsat, pl. éghajlati, fajta, koncentracio. Az 1990-es évektdl a ndvényveédo szer
gyarak egyesiilése, a fejlesztés jelentdsen megnovekedett koltségei és az egyre
szigorubb EU-szabdlyozas akadalyozzak az ilyen iranyu fejlesztést. Ha mégis lenne 1j
molekula, akkor annak koltségei nem fedeznék a fejlesztési koltséget. Manapsag mar
leginkabb csupan a régen Kkifejlesztett és hagyomanyosan hasznalt hormon
készitmények hasznalatosak, amelyek példdul a gyokeresedést serkentik vagy a
gabonanal a szarszilardsagot fokozzak.

5.) Az algakutatasok egyik kozponti kérdése, a biodizel termelése algakkal. A
transzgénikus (génmaodositott) lipidtermelésii algak manapsag hozzaférhetdk, - mi
a véleménye az ilyenfajta konstrukciokrol annak tudataban, hogy a mezégazdasag
ab ovo elzarkoézik, a génmodositott novények alkalmazasatol Magyarorszagon?

Ha ez olyan egyszerii lenne mar megoldottak volna hatalmas pénziigyi tdmogatassal
mitk6dé amerikai laboratoriumok. Ha lenne ilyen GMO-algatorzs Magyarorszagon
akkor sem lenne hasznalhat6, mert 50-100 ha algafarmot nem lehet zartta tenni.
Véleményem szerint kellden sok algafaj, ezen beliil pedig algatorzs all rendelkezésre,
amelyek alkalmasak lehetnek biodizel termelésére, ha megfeleld, vagyis olcso
termesztéstechnoldgiat dolgoznak ki a kutatok ezek tomegtermesztésére. Egyeldre
azonban az algakkal torténd biodizel termelés energiamérlege nem pozitiv €és az
eléallithato biodizel 4ra sem versenyképes a fosszilis eredetli tizemanyagokkal.

Félreértések, elirasok

Koszonom, hogy Opponensem a legaprobb részletekre kiterjedéen atnézte
értekezésemet és tételesen felsorolta a javitdsra szoruld részeket. Erre most nem lesz
lehetdségem, de az értekezés részleteinek a kozlésénél figyelembe veszem majd a javasolt
javitasokat.

Ismételten megkdszonom Dr. Borbély Gyorgy, a biologiai tudomany doktora opponensi
véleményét. Kérem valaszaim elfogadasat és véleményének fenntartdsat, amely szerint
tamogatja értekezésem elfogadasat és az MTA Doktora cim odaitélését.

Mosonmagyardvar, 2015. augusztus 17. Ordodg Vince



