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A pélyazati program célja az volt, hogy rekombindns technikdkat, valamint a genetikai
transzforméacid kiilonféle eljardsait alkalmazva egyes karotintermeld jaromspdrds gombdk,
kiillonosen a Mucor circinelloides, karotinoid bioszintézisét médositsuk, tovdabbd, hogy az igy
létrehozott rendszerben vizsgaljuk a bioszintetikus 1t lefolyasat és a karotintermelés mértékét.

A kutatdsi program részeként munkatervben a kovetkezd konkrét célkitiizések szerepeltek:

1. A Kkarotinoid termelés befolyasoldsa a mevalonsav-izoprén bioszintézis it genetikai
modositasaval (Mucor circinelloides genetikai transzformacioja HMG-CoA
reduktaz és carG géneket tartalmazo vektorok segitségével).

2. Heterolog gének (P-karotin hidroxilaz, B-karotin ketolaz) expressziéja Mucor
circinelloidesben, asztaxantin termelés lehetosége Mucorban

3. Transzformacios kisérletek egyéb karotintermel6 jaromsporas gombakkal.

A palyazati idoszak alatt elért eredmények:

1. Részletesen jellemeztiik az altalunk izolalt Rhizomucor miehei HMG-KoA reduktaz
gént (hmgR).

Elvégeztiik az izoldlt gén szekvencia és funkciondlis elemzését, valamint kidolgoztunk egy
erre a génre alapozott, direkt szelekcidt biztosité transzformdcids rendszert. Az azonositott
gén nukleotidsorrendjét és a megfeleld fehérje aminosav sorrendjét depozitidltuk az EMBL

Nucleotide Sequence Database adatbdzisban (Accession no.: AJ568024).
Viagvolgyi Cs, Lukidcs Gy, Nyilasi I, Papp T (2004) Development of a lovastatin resistance-based
transformation system for Rhizomucor miehei. Clin. Microbiol. Inf. 10(S3), 507.

Készitettiink a hmgR gént hordozé transzformald vektorokat, melyekben a himgR a sajat, vagy
Mucor szabalyoz6 régidk kontrollja alatt 4ll. Heterolég transzformacidval expresszaltattuk a
hmgR gént M. circinelloidesben és sikeriilt fokozni a modositott Mucor torzsek sztatinokkal
(HMG-KoA reduktaz gétlokkal) szembeni rezisztencidjat, jelezve a hmgR gén termékének
kifejez0dését. Ezen expresszios vizsgalatokbdl jelenleg egy publikacié all osszedllitas alatt,

melyet még ez év elsO felében szeretnénk kozlésre benyujtani.
Lukécs, Acs, Papp T, Somogyvari F, Csernetics A, Vagvolgyi Cs (2008) The 3-hydroxi-3-methilglutharyl
coenzyme A reductase gene of the zygomycete fungus, Rhizomucor miehei. (in preparation)

2. Izolaltuk a M. circinelloides izopentenil pirofoszfat izomeraz génjét (Mclpp).

Izolaltuk és meghatdroztuk a Mucor izopentenil pirofoszfat izomerdaz gén és a hatarold
szakaszainak szekvencidjat. Elvégeztik az Mclpp gén részletes funkciondlis elemzését,
melynek sordn megallapitottuk, hogy szemben mds eddig vizsgalt szervezetekkel szemben
(pl. médositott karotintermeld Candida, vagy Xanthophyllomyces) a gén terméke sebesség-
meghataroz6 a Mucor karotintermelése szempontjabdl. Az izolalt génre alapozva
transzformalé vektorokat szerkesztettiink a tovabbi, a karotin termelés modositasat célzo
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kisérletekhez (1asd 3. pont), majd elvégeztiik a transzformdciés kisérleteket. A gén és a
megfeleld fehérje szekvencia adatait elhelyeztilk az EMBL nukleotid szekvencia adatbazisban
(Accession no.: AM903092). A génizolalassal és elemzéssel kapcsolatos eredményekrodl eddig
nemzetkozi konferencidn szamoltunk be, illetve jelenleg egy tovabbi publikacié all benyujtas

elott:

PappT; Iturriaga EA; Csernetics A; Molina R; Alvarez MI; Eslava AP; Vagvolgyi Cs: Cloning and analysis of
the gene isopentenyl pyrophosphate isomerase in Mucor circinelloides, ECFG-8. Vienna, Austria.
Abstracts 229., 2006

3. A mevalonat-izoprén bioszintézis ut géndoézis hatason alapulé talmiikodtetésével
karotintiltermel6 M. circinelloides torzseket hoztunk létre.

A mevalonsav-izoprén bioszintézis utak mddositasat célzo kisérletekkel a M. circinelloides -
karotin termelésének fokozasit kivantuk megvaldsitani. A karotinoidok izoprénvazas
vegyliletek, specifikus bioszintézisiik a k6z0s izoprén tutrdl dgazik le (1. Abra).
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1. Abra. Az éltalanos mevalonsav-izoprén bioszintézis tt.

Célunk az volt, hogy megvizsgéljuk, hogy ezen nem-specifikus izoprén tt tilmukodtetésével
fokozhat6-e €s milyen mértékben a karotinodiok termltetése a vizsgalt gombdkban. Szamos az
izoprén bioszintézis mddositdsat lehetové tevd expresszids vektort készitettiink, az altalunk
izoldlt HMG-KoA reduktdz (hmgR), izopentenil pirofoszfat izomerdaz (Mclpp) és a Mucor
farnezil pirofoszfat szintiz (isoA) és a geranilgeranil pirofoszfat szintiz (carG) génekre
alapozva. Tanulmdnyoztuk a bioszintézis Ut moddositdsidnak hatdsat a karotintermelésre.
Expresszids vizsgalatokat végeztiink az egyes részletesen analizélt struktirgénekkel, valamint
kiilonbozd génkombinacidkkal, kiilonb6zd szabdlyozé szekvencidk alkalmazédsiaval. Az egyes
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gének kopiaszamanak autoreplikativ plazmiddal torténd emelése mintegy masfél-kétszeresére
novelte az Osszkarotinoid produkciét. Megfelelé génkombindciok bevitelével azonban, az
altalunk el6allitott térzsekben, tobb mint hdaromszorosara sikeriilt a f-karotin tartalmat emelni

az eredeti vad tipusu torzshoz képest (2. Abra).

Papp T; Csernetics A; Velayos A; Iturriaga EA; Eslava AP: Over-expression of isoprene biosynthetic enzymes
in the b-carotene producer zygomycete Mucor circinelloides, J. Biotechnol. 118(S1): 153, 2005
Csernetics A; Papp T; Velayos A; Iturriaga EA; Eslava AP; Viagvolgyi Cs: Carotene production with

genetically modified Mucor circinelloides strains, Acta Microbiol. Hung. 52 (S): 22, 2005
Papp T; Iturriaga EA; Csernetics A; Eslava AP; Vagvolgyi Cs: Improvement of the carotene production in
Mucor circinelloides., Acta Microbiol. Hung. 53, 328, 2006
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2. Abra. Kiilonbozé autoreplikativ vektorkonstrukcidkkal kapott transzformansok Osszkarotinoid tartalma
Szarazanyagtartalomra vonatkoztatva. Az egyes konstrukciok a kovetkezd géneket tartalmazzdk: pAVB160:
isoA, pAVB161: carG; pCA6: carG; pCA10: McIPP.

Az emlitett izoprén szintézis gének felhaszndlasaval, olyan plazmidokat is konstrudltunk, ahol
a géneket a fokozottabb expressziot lehetdvé tevd glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendz 1
gén (gpdl) prométerrel és termindlis régidval épitettiik Ossze. A Mucor gpdl erOsen
kifejez6do gén, indukcidja fiigg a tdpkozeg gliikkdz tartalmatdl. E transzformald vektorokat is
ugy épitettilk meg, hogy a géneket kombinacidkban is be tudjuk vinni a recipiens torzsbe. A
transzforméaciot minden lehetséges kombindcidban elvégeztiik. A transzformansokban sikeriilt
tovabb emelni a karotinoid produckcié mértékét (3. Abra). Tanulméanyoztuk tovabba a gpdl
promoter expresszidjat (pl. a gliikkéz koncentracié valtoztatdsanak hatdsat a gének a fuzids
gének expresszidjara) €s alkalmazhatésdgat ebben a rendszerben. Génkombinaciokkal végzett
kisérletekkel elemeztiik, hogy melyek a korai izoprén bioszintézis Ut a karotintermelés
szempontjabol legfontosabb sebesség-meghatarozd 1épései. Egy carG — Mclpp — isoA
sorrendet lehetett feldllitani a karotintermelésre gyakorolt hatds alapjan. Mindezen
eredményekrdl, terveink szerint, még ebben az évben (az Mclpp izoldlasdval egyiitt) egy
folydiratcikkben szeretnénk beszdmolni. E a munkdnkat az elmult évben egy szakmai
konfenecidan meghivott eldadoként ismertethettem az Eurofung Project (http://eurofung.net)

eurdpai konzorcium gytilésén:
Papp T; Iturriaga EA; Csernetics A; Eslava AP; Végvolgyi Cs: Improvement of the carotene production in
Zygomycetes fungi., Eurofungbase, Wageningen, The Netherlands, Abstracts 24., 2007
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3. Abra. Kiilonbozé a gpdl gén szabdlyozé régidival Osszeépitett géneket tartalmazé vektorkonstrukcidkkal
kapott transzformansok Osszkarotinoid tartalma szdrazanyagtartalomra vonatkoztatva. (A gének roviditései azt
jelolik, hogy mely médositott géneket vittiik be transzformdaciéval az adott torzsbe.)

4. Heterolég génexpresszioval tobbféle megvaltozott Kkarotinoid oOsszetételi Mucor
circinelloides torzset hozunk létre.

Autoreplikativ expresszids vektorokat hoztunk 1étre, amelyek lehetévé teszik az
Agrobacterium aurantiacum asztaxantintermeld baktérium S-karotin-asztaxantin atalakuldsért
felelos génjeinek (S-karotin ketoldz, crtW és f-karotin hidroxilaz, crtZ) M. circinelloidesben
torténd kifejezodését. A 4. Abra a [f-karotin-asztaxantin konverzié lehetséges lefolydsat és a
keletkezé koztitermékeket, az 5. Abra pedig a transzformdcids kisérletek stratégidjat
szemlélteti. A bakteridlis géneket a Mucor gpdl szabédlyozd szakaszaival épitettiik Ossze. A
l1étrehozott expresszids vektorokkal, kiillonb6zd kombindcidkban, transzformécios kisérleteket
végeztiink autoreplikativ rendszerben. Sikeriilt a fS-karotin értékes keto- (asztaxantin,
kantaxantin, echinenon) és hidroxiszarmazékainak (f-kriptoxantin, zeaxantin) termel6dését
kivélatni, illetve fokozni a transzformdnsokban. Els6ként bizonyitottuk, hogy a [-karotin
hidroxildcidja Mucorban is lejatszodik, melynek sordn természetes koriilmények kozt is
kimutathat6 mennyiségben termel6dnek a hidroxildlt szarmazékok (a zeaxantin és a [-
kriptoxantin). Tehdt az asztaxantin termelés eléréséhez elegend csak egy heterol6g gént, a -
karotin ketoldzt bevinni. Ezen eredményekrdl az Applied Microbiology and Biotechnology

cimi folyéiratban szdmoltunk be:

Papp T; Velayos A; Bartok T; Eslava AP; Vagvolgyi Cs; Iturriaga EA: Heterologous expression of astaxanthin
biosynthesis genes in Mucor circinelloides, Applied Microbiology and Biotechnology 69: 526-531,
2006
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4. Abra. Az A. aurantiacum asztaxantin szintézisért felelSs génjei altal meghatarozott atalakuldsi 1épések és a
lehetséges koztitermékek. (crtW: fS-karotin ketoldz gén; crtZ: f-karotin hidroxildz gén)
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5. Abra. Az A. aurantiacum asztaxantin szintézisért felelSs géneket tartalmazd Mucor expresszids vektorok
szerkesztésének és a transzformdcids kisérletek elve (MS12: a transzformdcids kisérletekben recipiens torzsként
haszndlt M. circinelloides karotintermeld, uracil’, leucin” kettds auxotr6f mutdns torzs; crtW: [-karotin ketoldz
gén; crtZ: f-karotin hidroxilaz gén).

Megkezdtiikk a két parhuzamosan futé kutatdsi irdny — (1) a xantofilok termeltetését célzo
heterolég expresszios kisérletek és (ii) az izoprén szintézis 1t fokozasara irdnyul6 kutatdsok —
egyesitését. Ennek érdekében olyan autoreplikativ transzformécids rendszereket hoztunk 1étre,
melyekkel lehetévé valt a homoldg izoprenoid gének, valamint a xantofillok termeléséért
felelds modositott bakteridlis gének egyiittes bevitele. Az igy kapott xantofill termeld
transzformédnsokat részletesen jellemeztiik, egyes torzsekben jelentds Osszkarotin szint

emelkedést (6. Abra) és azon beliil is kiugr6 kantaxantin és echinenon szintet sikertiilt elérni.
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E kisérleteket jelenleg is végezziik, az eddigi eredményeinkrdl a mult évben egy szakmai

konferencidn szamoltunk be:

Papp T; Csernetics A; Szekeres A; Iturriaga EA; Eslava AP; Vagvolgyi Cs: Modification of Mucor
circinelloides for production of oxygenated beta-carotene derivatives., Power of microbes in industry
and environment, Zadar, Croatia Abstracts 62., 2007
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6. Abra. Az 6sszkarotin szint ndvekedése a crtW gén és az izoprén bioszintézis gének komindcidival kapott ko-
transzformdns torzsekben, szdrazanyagtartalomra vonatkoztatva. (A gének roviditései azt jelolik, hogy mely
modositott géneket vittiik be transzformacidval az adott térzsbe.)

Olyan tovabbi vektorokat is szerkesztettiink, amelyek az A. aurantiacum crtW génjének a
Mucor genomba torténd integraldsat teszik lehetdvé; ezekben a vektorokban is a Mucor gpdl
szabdlyozé régioi biztositjdk az expressziot. Tobbféle vektort készitettiink, melyek a genom
kiilonbozd helyeire torténd integracidt biztositjdk. Elvégezve a transzformacids kisérleteket,
elemeztiik a bevitt gének kifejezodésének mértékét a transzformdnsokban, illetve vizsgédltuk
karotinoid Osszetételiiket, valamint a produkcié mértékét. A 7. Abra hérom integrativ
transzforméns telepet 4brazol, valamint az eredeti MS12 torzset. Tobb eltérd karotinoid
Osszetételli transzformdnst szelektdltunk, egyes transzformdnsokban az oxigenalt
szarmazékok szintjét sikeriilt tobb mint tizszeresre emelni. Ezek a kisérletek befejezo
szakaszukba jutottak, jelenleg az uj transzformédnsok termeldképességét, a tapkozeg
karotinoid Osszetételre gyakorolt hatdsat vizsgédljuk. Reményeink szerint eredményeinket a
2008-as év folyaméan publikdljuk, illetve idén konferencidn is szeretnénk eredményeinket
ismertetni: )

Papp T; Iturriaga EA; Csernetics A; Szekeres A; Eslava AP; Vagvolgyi Cs: Production of oxygenated beta-

carotene derivatives by modified Mucor circinelloides., ECFG-09 Edinburgh, United Kingdom
(accepted), 2008

4. Vizsgaltuk a Kkarotintermelés fokozasara alkalmas tenyésztési, fermentacios
koriilményeket, valamint az eddig osszegyiilt ismeretek alapjan megkezdtiik az izoprén
bioszintézis gének, valamint a HMG-CoA gén karotintermelésre gyakorolt hatasanak,
valamint a termelés fokozasara valé felhasznalhatésaganak osszehasonlité elemzését. A
jaromspords gombdk karotintermelésének befolydsoldsdra, Uj torzsek elddllitdsdra vonatkozé
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eredményeink egy részét és ismereteinket egy ,review” jellegi konyvfejezetben is
publikéltuk:

Iturriaga EA; Papp T; Breum J; Arnau J; Eslava AP: Strain and culture conditions improvement for [-carotene
production in Mucor, Microbial Processes and Products, Methods in Biothenology series — Vol. 18,
2005

7. Abra. Hirom integrativ transzformacidval elédllitott torzs (2-3) és az eredeti MS12 izoldtum (1) telepszine.
1: MS12; 2: MS12+pCAS8/1; 3: MS12+pCA8/2; MS12+pCA9/1

5. Kiilonb6z6 jaromsporas gombak karotinoid termelésének vizsgalata.

Mivel a jaromspérds gombdk koziil csak néhdnynak ismerjiilk a részletes karotinoid
Osszetételét, nagyszdmu torzs bevondsdval mintegy 30, a Mucor, Blakeslea, Backusella és a
Gilbertella nemzetségekbe tartoz6, jaromspérds gombafaj karotinoid 0Osszetételét és
termeldképességét elemeztiik. Vizsgdltuk a kiilonb6z6 kornyezeti feltételek (fény,
homérséklet, szénforrds) hatdsat is a karotinoid produkciora. Sikeriilt az eddigi
modellorganizmusokhoz képest eltér6 karotindsszetételli, illetve intenzivebben termeld
torzseket azonositani. Tobb igen nagy produkcidra képes torzset taldltunk, koztiik olyanokat
is, amelyek figyelemere mélt6 mennyiségben termelik az értékes zeaxanthint és [-

kriptoxanthint is:

Csernetics A; Papp T; Barta K; Vagvolgyi Cs: Carotenoid production of different Zygomycetes fungi, Acta
Microbiol. Hung. 53, 255-256, 2006

Papp T; Csernetics A; Szekeres A; Vagvolgyi Cs: Carotenoid content of different species belonging to the class
Zygomycetes., ECFG-09 Edinburgh, United Kingdom (accepted), 2008

E munka keretében egyes kivalasztott izoldtumok karotinoid termelését részletesebben is
megvizsgaltuk, valamint tanulmanyozzuk, hogyan vonhaték be ezen 1j izoldtumok a
karotinoid termelés megvaltoztatasat célzo kisérletekbe. Ennek soran izolaltuk és jellemeztiik
a Gilbertella persicaria farnezil pirofoszfat szintaz génjét, mely az izoprén bioszintézis egyik
fontos kulcsenzimét kodolja. Az ezzel kapcsolatos eredmények egy részét mar egy
konferencidn bemutattuk, de a kozeljov6ben folyoiratcikk formaban is szeretnénk publikélni.

Péteri Zs; Barta K; Csernetics A; Vagvolgyi Cs; Papp T: Cloning and partial sequence analysis of the

Gilbertella persicaria farnezyl pyrophosphate synthase gene., Acta Microbiol. Immunol. Hung. 54: 101,
2007

6. A transzformacios Kisérletek Kiterjesztése egyéb karotintermelé jaromsporas
gombakra; Gj integrativ eljarasok kifejlesztése.

Transzformdcios rendszereket — koztiik az integrativ transzformdciot biztosité Agrobacterium
tumefaciens-medidlt eljards jaromspords gombdkra adaptélt valtozatit — dolgoztunk ki és
optimalizaltunk M. circinelloidesre €és mdas eddig ilyen vizsgalatokra nem hasznalt
karotintermelOkre — ilyen pl. a Backusella lamprospora, melynek karotintermelését szintén a
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palyazati program keretében elemeztiink (Iisd 5. pont). Uj integrativ transzformacids
vektorokat és eljardsokat fejlesztettiink ki, illetve adaptaltunk jaromspérds gombdkra PEG-
medidlt transzformdacids rendszerekhez is. E munkdkbdl a pélydzat idOtartama alatt tobb

folydiratcikk és konferencidn bemutatott anyag sziiletett:

Nyilasi I; Acs K; Papp T; Vagvolgyi Cs: Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation of Mucor
circinelloides, Folia Microbiologica. 50, 415-420, 2005

Nyilasi I; Papp T; Nagy E; Vagvolgyi Cs: Applicability of the Agrobacterium-mediated transformation in
Zygomycetes, Acta Microbiol. Hung. 53, 324-325, 2006

Nyilasi I; Papp T; Csernetics A; Vagvolgyi Cs: Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation of the
zygomycete fungus, Backusella lamprospora., J. Basic Microbiol. 48: 59-64., 2008

Nyilasi I; Papp T; Csernetics A; Vagvolgyi Cs: Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation: a new
technique for genetic modification of Zygomycetes, 4th Hungarian Mycological Conference, Debrecen,
Hungary (accepted), 2008

Papp T; Csernetics A; Nagy G; Szekeres A; Vagvolgyi Cs: Integrative transformation systems in Zygomycetes.,
4th Hungarian Mycological Conference, Debrecen, Hungary (accepted), 2008

7. Egyéb eredmények.
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Hasonl6képpen a jaromspéras gombakkal kapcsolatosan, a génizoldlasra, azok funkciondlis
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Osszefoglalva a fentieket, elmondhaté, hogy a Kitiizott célokat megvalésitottuk.
A Kkutatasi program eredményeként:



Szakmai zdréjelentés OTKA azonosité: PD 48537

Tobb mint hiisz megvaltozott karotinosszetételii, asztaxantin és/vagy kantaxantin
valamint mas xantofillok termelésre képes, illetve karotinoid tiltermelé M. circinelloides
torzset allitottunk el6 és jellemeztiink részletesen. Tobb eljarast dolgoztunk ki jaromsporas
gombdk genetikai moédositdsdra, valamint létrehoztunk egy modositott karotinoid termelésu
mutdnsparkot. Az eredmények felhasznalhatok a tovabbi alap- és alkalmazott kutatdsokban pl.
ipari termel6 torzsek kifejlesztésére.

Azonositottuk és részletesen jellemeztiik a Rhizomucor miehei HMG-KoA
reduktaz, valamint a Mucor circinelloides izopentenil pirofoszfat izomeraz génjét.

Nagyszamii, a karotintermelés modositasat lehetové tevo transzformacios vektort
készitettiink, melyek a tovabbi torzsnemesitésben felhasznalhatok.

Mintegy 30 jaromsporas gombafaj Kiilonbozé torzseinek karotintermelését
elemeztiik Kiilonb6zé kornyezeti feltételek (fény, homérsékelt, szénforras) mellett. Tobb
Uij, nagy Kkarotinoid produkciora Kképes, illetve 1j Kkarotinosszetételi torzset
azonositottunk, melyek a tovabbi munkakban felhasznalhaték. A M. circinelloides
genetikai transzformacioja soran alkalmazott technikak, vektorok, gének ezeknél a
gombaknal is alkalmazhatok.

Uj, a késébbi alap- és alkalmazott kutatisokban is felhasznalhaté eljarasokat,
protokolokat dolgoztunk ki elsésorban a jaromspoéoras gombak genetikai
tramszformacidjara, a karotin termeltetés koriilményeire (tenyésztés, fermentacio) és a
termelés fokozasara vonatkozoéan.

Noha a kutatdsi szerzodésben vallalt feladatokat teljesitettiik, az eredmények egy részének
publikalasa athuzddik a 2008. évre. Ez azért tortént, mert eredményeinek szeretnénk nagyobb
cikkekben, megfeleléen rangos folyo6iratban publikdlni. Ugyanakkor fontos megemliteni,
hogy az OTKA palydzat keretében megvalositott kutatast — elsésorban a tultermeld mutiansok
eldallitasat és jellemzését — folytatni szandékozzuk szélesebb, konzorcidlis keretek kozt.
Ehhez segitséget nytjtanak azok a nemzetkozi egyiittmitkodések, melyek épp a jelen kutatdsi
program megvaldsitdsa sordn és a tdimogatds segitségével mélyiiltek el. Ezek koziil is ki kell
emelniink Arturo Perez Eslava professzor (Salamancai Egyetem, Spanyolorszig)
kutatécsoportjat, amely a jaromspordas gombdk (azon beliil is a karotinoid bioszintézis)
kutatdsdnak egyik legelismertebb csoportja Eurdpdban, valamint a jaromspords gombdk
transzformécidjadban és filogenetikai kapcsolatainak vizsgdlatdban szintén elismert Kerstin
Voigt altal vezetett csoportot (F. Schiller Egyetem, Jéna, Németorszag).



