BIRALOI VELEMENY
Pogany Miklos:

»Nekrotrof és hemibiotrof gombakorokozok kolcsonhatasai
modell- és haszonnovényekkel ”

¢. akadémiai doktori értekezésérol

Altalanos jellemzés

Napjainkban egyre fontosabbnak latszik az elsésorban szempontunkbol gazdasagi
novényeinkben a szélsGségesen valtozd kornyezeti hatasokra indukalodd élettani és
molekularis folyamatok, valamint az ezen hatasokhoz val6 alkalmazkodéas vagy elleniik
kialakulo rezisztencia hatterében allo komplex osszefliggések megértése.

A novényi korokozo6 gombak a ndvényekben ismert betegségek jelentds részéért
felelések, komoly terméskiesést, illetve minéség csokkenést okozva. A korokozokkal
szembeni rezisztencia kiilonb6z6 tényezok ereddje, mint példaul a névény genetikai hattere,
¢lettani allapota, agrodkologiai és kornyezeti feltételek. A rezisztencia hatterében allo
mechanizmusok pedig azzal is Osszefiiggésben allnak, hogy a koérokozd gomba milyen
¢letmod stratégiat folytat. A korokozokkal szembeni védekezés a novényekben tobb szinten
zajlik és komplex modon szabalyozott a patogén molekularis mintazat felismerésétol kezdve a
tobbszintli jelatvitelen at a transzkripcids €s metabolit szinten érzékelhetd valaszokig. Az
elmult évtizedben a ndvények immunitasaval kapcsolatos ismereteink mind metabolomikai,
mind genomikai szinten nagymértékben javultak. Pogany Mikloés akadémiai doktori
értekezésében a legujabb, elérhetd technoldgidk segitségével kivanta feltarni a
gazdanovények, mint modellndvények az Arabidopsis és dohany, valamint haszonnovények,
mint az arpa és sz6l6, és a mikrobak (nekrotof és hemibiotrof gombakorokozok) kozotti
kolcsonhatés részleteit.

Az értekezés irodalmi attekintésének elsé részében a jelenkori hattértudas jelenik
meg a novények korokozokkal szembeni védekezésérdl, érintve az altalanos és a specifikus
rezisztenciat €és a gén a génnel szembeni modellt, a névényi hormonok, valamint a
programozott sejthalal szerepét is a patogén gombak életmoddbeli sajatossadgainak figyelembe
vételével. A masodik, rovidebb rész a kisérletek soran hasznalt két nekrotrof gombat mutat

be, az Alternaria brassicicola-t és a Botrytis cinerea-t. Esetleg a Cercospora nicotianae-rél és



¢s a Pyrenophora teres f. teres-rél is bekeriilhetett volna egy-egy fél oldalnyi 6sszefoglald. Az
irodalmi bevezetés 12 oldalon, tobb mint 120 hivatkozason keresztiil értékeli a vonatkozo
tudasanyagot és ravilagit a még vizsgalando hianyossagokra. Kicsit hidnyoltam egy
roviditések jegyzekét a dolgozat elejérdl. A tartalomjegyzékben 3.5. pontban a korokozé és
gazdandvény teljes latin neve kiirasra keriilhetett volna, illetve a ROS rovidités feloldéasra
kertilt, de pl. az RBOH (respiratory burst oxidase homologs) nem. Az irodalmi attekintésben
is néhany ugyan nyilvanvalé roviditést pl. NPR1 (Non-expressor of pathogenesis-related
genel), NIM1 (Non-inducible immunityl), stb. is fel lehetett volna oldani az elsé
megjelenéskor.

A Kkutatas célja konkrét kiilon fejezetként nem jelenik be, de a Bevezetésben a
dolgozat 6t f6 témajanak felsorolasanal (a hozzajuk tartozd dolgozat alapjaul szolgald
publikaciokkal egyiitt) lathatdo milyen fobb eredmények bemutatasara keriil sor, illetve, hogy
az 0sszekotd kapocs a témak kozott a nekrotrofia jelenségének tanulmanyozasa, kiilonbdzo
korokozok, gazdanovények és esetleg mas kornyezeti koriilmények egyiitt hatasa soran. Tehat
a kutatasok soran tobbféle megkozelitéssel talalkozunk. A jeldlt az oxidativ stresszt, az
extracellularis oxidativ robbanas forrésait és szerepét nemcsak nekrotrof gomba fert6zés sordn
tanulmanyozta, hanem mint az alacsony hdmérséklettel vald kereszttolencia kialakulasdban
alapvet6 fontossagi folyamatot is. A Furmint sz616 esetében bemutatasra keriilt a Botrytis
cinerea mindkét ,,arca”, ez utobbi kisérletekhez szorosan kapcsoldodva egy szellemi tulajdon
védelmi eljaras alatt allo technologiat is kidolgozott. Mind ezek mellett pedig, egy uj,
korabban nem hasznositott novény-gomba (Cercospora nicotianae - Nicotiana benthamiana)
kolcsonhatds reprodukalhatd modszertani részleteit és a kolcsonhatds gyakorlati
alkalmazhat6sagat is kidolgozta.

Az alkalmazott médszerek: az eredmények sokrétli és komplex molekularis
biologiai, analitikai, mikroszképos, bioinformatikai ¢és mikrobiologiai eszkdztar
alkalmazasdval valosultak meg. Messzemenden megfelelnek a kitlizott céloknak. A
kisérletekbe vont novényfajok €s genotipusok, mutansok sokasaga mutatja azt a torekvést,
hogy az eredmények egyrészt minél pontosabbak ¢és megalapozottak, ugyanakkor
altalanosabb érvényliek legyenek, valamint az eltérd, sét ellentétes hatasokra IS ramutasson.
Csak megemlitem, hogy az anyag mddszer fejezet felépitésére nézve nem szokvanyos, bar ezt
a jelolt elére jelzi is. A ndvényanyag, korokozd, kisérleti bedllitdsok €s modszerek révid
bemutatdsa mind az 6t témahoz kiilon-kiilon bekezdésben torténik meg, osszesen 9 oldalon.
Azonban a tagolas miatt nehezen alakul ki a kisérleti beallitas teljes atlathatosaga. Pl. 20

oldalon 3.1. Az extracellularis ROS szerepének vizsgalatdhoz hasznalt anyagok és modszere

2



fejezetben: a novény anyag leirasa alfejezetben ez a mondat szerepel: ,,A PRX33/PRX34
sejtfal peroxidaz gének vizsgalatdhoz T-DNS mutansok mellett dohany rattle virus (TRV)

b

vektorba épitett géncsendesité konstrukcidkat is hasznaltunk...”. Majd egy bekezdéssel
lejjebb mar a kisérleti rendszer beallitasa alfejezetben jelenik meg csak, hogy NADPH-oxidaz
mutansokat is hasznaltak. Meg kell emliteni, hogy a tézisfiizetben a vonatkoz6 rész sokkal
jobb felépitésben szerepel. A késébbiek is eldfordul, hogy 1-1 Gjabb informacio ,.elrejtve”
jelenik meg késébb, nem az igényelt helyen, pl. 28.oldalon a kisérleti rendszer leirasa résznél
csak annyi szerepel, hogy metil-viologén ¢és hidrogén-peroxid kezeléssel szembeni
rezisztencia vizsgalata sordn vezetOképessé-mérés vizsgalatot alkalmaztak, majd a kutatasi
modszerek résznél kerlil leirdsra, hogy 1 cm-es levél darabokokat aztattak a fenti vegyiiletek
oldatdban. A kisérletek részletei azonban az eredmények részben, mely felosztasa teljesen
koveti az anyag modszer felépitését, ezaltal konnyedén kovethetdveé teszi, teljesen vilagossa
valik az adott kisérlet.

Az eredményeket 41 abraban, és 3 tablazatban kapjuk kézhez mintegy 67 oldalon
keresztiil, melyeket fiiggelék is Kiegészit. Az eredmények a mar fentebb emlitett beosztasnak
megfelelden keriiltek bemutatasra. Az abrak és tablazatok angolul szerepelnek, szebb lett
volna, ha magyar tengelycimek szerepelnek, de jol illeszkednek a szdovegbe, jol
értelmezheték. Az abra alairasok teljesek és magyarazok (néhol talsagosan is, pl. anyag
modszerbe 116 leirasokkal). Azonban a 12., 13., 14., 20b, 36. és 39. abra, valamint az 1. és 3.
tablazat mindsége nem megfeleld, elmosddott.

Az eredmények megvitatasa, mint kiilon fejezet nem jelenik meg, de maga az
eredmények fejezet felépitése ezt megmagyardzza. Ugyanis utdbbi olyan részletes, az o6t
kutatasi témanak megfeleléen tagolt, hogy itt vilagosan kideriil mi volt a hipotézis, milyen
irodalmi hianyossagra kereste a valaszt, majd a tényleges eredményeket az irodalmi adatokkal
szembesitve irja le az Osszefliggések, és 0Osszefoglalasképpen minden alfejezet végén
megjelenik egy kiilon alfejezet arrol, hogy az eredmények milyen hatdst gyakoroltak a
témahoz kothetd tudomanyteriiletre, a publikalt eredményekre vonatkozo hivatkozasokkal.

Ezt koveti 4 oldalas osszefoglalas, majd a pontokba szedett uj tudomanyos
eredményeket is tartalmazza.

Az értekezés tobb mint 300 irodalmi hivatkozast tartalmaz.

Az értekezés Tézisei tartalmazza a megkivant fejezeteket, és koveti az értekezés

szerkezeti felépitését.



Megjegyzések és kérdések

1. Nekrotrof gombakkal szembeni néovényi rezisztencia fejezetben, a 19. oldalon emliti, hogy
a nekrotrof korokozokkal szembeni ndvényi védekezésnek van egy markans epigenetikai
iranya. Mi a véleménye az ott emlitett hivatkozasokrol, tortént-e hasonld vizsgalat kutatésai
soran, hogyan lehetne ezt a lehetdséget tovabbi kutatasaihoz felhaszndlni, latja ennek

hasznosithatosagat?

2. Anyagok és mdodszerek. 24.oldalon, a transzkriptum szintli vizsgalathoz hasznalt
sz6l6bogyokat két idépontban, 2016 oktober végén €s november elején gyiijtotték a négyféle
fazisban 1év6 bogyokat. Mind a négyfélébél mindkét idépontban, ha igen, mi indokolta, hogy
2 idépontban szedtek?

A 26. oldalon azt irja, hogy Botrytis cinerea B05.10 referencia izolatummal permezték a
lesziiretelt Furmint fiirtoket, van-e genetikai diverzitas az el6z6 oldalon emlitett Mad kornyéki

természetes Botrytis populaciohoz képest?

3. 32. oldalon, az 1. és 2. abra mutatja be a ROS-termeld enzim rendszerek transzkripciojat.
Miért ennyire eltéré a két kép megjelenitése (szinek, ,,X” tengely nulla pontja)? A ,,mock”
fert6zott mintakhoz lett nulla iddpontban hasonlitva a fert6zott minta? A 3. dbra a poliamin
oxidaz gén expresszidjat mutatja be, de itt csak 24 ora elteltével mért adatokkal, itt nem
tortént mas idépontban mérés? Az Arabidopsis 5 PAO gén koziil az AtPAOS expressziojat
figyeltek meg a teljes ndvényi testben a novekedés kiillonbozé szakaszaiban, ellentétben a
tobbi génekkel, melyek féleg virdgban és gyokérben expresszalodnak, és korai fejlodési
szakaszban, valosziniileg ez lehet az oka, hogy alapbol elég alacsony expressziot mértek jelen
kisérletben is. Mit gondol az AtPAO fert6zésre adott expresszid csokkenése mivel lehet

Osszefiiggésben?

4. 34. oldalon, a jeldlt azt irja: ,,a kisérletben egy virulensebb Alternaria brassicicola
izolatummal dolgoztunk (MUCL 20297) mint az els6 RBOHD kisérletben (CBS125088),
ezért a tiinetek ez utobbi kisérletben minden genotipus esetében egyodntetlien erdsebbek

voltak.” Mi indokolta ezt a dontést?



5. 36. oldalon, a 8. abra esetében is a gomba biomassza a gomba és a novényi DNS arany

alapjan lett megallapitva? Ez nem viladgos az dbra leirdsadbol, mértékegység sincs.

6. 42. oldalon, A szalicilsav-analég acibenzolar-S-metillel torténé kezelés fokozta az
RBOHD-re jellemzé extracellularis oxidativ robbanas mértékét és a gomba altal eldidézett
sejthalallal jaro tiineteket mind a vadtipusu, mind az rbohd mutans névényekben.” a
mikroszképos eredmények alapjan. Kérdésem, ha a mutins novényekben is serkentette az
RBOHD-re jellemz6 oxidativ robbanast, mennyire tekinthet6 ez RBOHD specifikusnak,

esetleg van-e szerepe a szalicilsav maga indukalta 6ner6sit6 ROS termel6 kornek?

7. 14. abra, a szabad szalicilsav tartalom 3 nappal a fertézést kovetden lett mérve, mik a
tapasztalataik, mikortol érdemes mérni a SA tartalmat, jelentkezik-e egy csucs a fert6zést
kovetden, milyen lassu, van-e ezt kovetden csdkkenés (etilén esetében 0-96 Ordn keresztiil
kovették nyomon a valtozas)? A 13. abran az etilén tartalom valtozésa a nulla idéponthoz
képest lathatd, a 14. abrdn a SA tartalom valtozasa a ,,mock” fertézéshez képest van

megjelenitve, hogyan kell tehat értelmezni?

8. 15. abra, az erecta SALK 04410 valamint az erecta SALK 066455C mutansok fényképe
lathato, alatta a SALK _066455C-re tesz megallapitast, hogy erdsen gatolt a H2O termelése,
ezért az ERECTA fehérje miikodése sziikséges a ROS termeléshez, mi mondhat6 el a masik

mutans eredményei alapjan?

9. 19. abra, a buza esetében lathato a desztillalt vizes, a metil-viologénes, valamint a H2O»
kezelés hatasa is a vezetoképességre, de az arpa esetében a H2O2 kezelés adatai lemaradtak,
igaz a szovegben utalt arra, hogy ott csak a paraquat kezeléssel szemben tette ellenalloba a
novényeket a hidegedzés? (Bar a tézisfiizetben az szerepel: ,,Bliza és arpandvények
hidegedzésével vissza tudtuk szoritani az oxidativ stresszt okozo paraquat és hidrogén-
peroxid kezelések szovetkarosito hatasat a novények leveleiben.”

A DDH20 kezeléshez képest szignifikdns valtozasokat jeloli az dbrén a csillag? Valamint
szintén ide kapcsoloddan, mi az oka, hogy a tovabbiakban csak az arpan folytattdk a tovabbi

biotikus stresszel kapcsolatos kisérleteket?



Altaldban...

Az értekezés gondosan kivitelezett munka, gépelési hibak elvétve akadnak. A szdveg,
kivétel az anyag modszer rész, a korabban emlitett tagoldsa miatt, olvasmanyos, jol értheto.
Apré hidnyossagok elvétve fordulnak el6, pl. 78. oldalon, a tovabbi WRKY gének

targyaldsanal hianyzik a hivatkozas, bar emliti, hogy ezek targyaldsra nem kivan kitérni.

Uj eredmények:

1) Az RBOHD NADPH-oxidaz és PRX33 és PRX34 sejtfal peroxidazok egyarant
hozzajarulnak a nekrotrof Alternaria brassicicola fertézése nyoman fellép6
extracellularis oxidativ robbanashoz Arabidopsis novények leveleinek sejtkozotti
jarataiban, tovabba mikodésiik segiti a nekrotrof A. brassicicola kolonizaciodjat
Arabidopsis gazdanovényen. (Itt két pontot 6sszevontam.)

3) Az RBOHD Aéltal termelt reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) gatoljak, a PRX33/34
peroxidazok altal termelt ROS viszont fokozzdk a gomba altal okozott sejthalél
folyamatot.

4) Az RBOHD az etilénnel, a szalicilsavval és az ERECTA Ser/Thr protein kindzzal
kolcsonhatasban fejti ki a sejthalal szabalyozasaban betdltott szerepét.

5) Hidegedzés fokozza a gabonafélék ellenallosagat kiilonbozd oxidativ stresszt okozod
kémiai kezelésekkel szemben és arpaban a nekrotr6f Pyrenophora teres f. teres
gombakorokozoval szemben. (Itt az ,,arpaban” szoval kiegészitettem.)

6) A Nicotiana benthamiana a hemibiotrof gombakorokozo Cercospora nicotianae
gazdandvénye és ez a novény-gomba kolcsonhatds molekularis ndvénykortani
kutatasok céljara hasznalhat6 (j modell rendszer.

7) Tobb sziirke- és nemesrothadas elkiilonitésére alkalmas illékony szerves
komponens képzddését azonositottam Furmint sz616bogydkbol.

8) Furmint sz616 aszlisodasa sordn az abszcizinsav mennyisége €és az abszcizinsavhoz
kotheté novényi gének transzkripcidja mar a nemesrothadas korai szakaszaban
jelentdsen megemelkedik, ezért az abszcizinsav feltehetdleg fontos szereppel bir az
aszusodas kialakulasaban.

9) Azonositottam tobb redox allapothoz kothetd, illetve redox szabélyozott sz6l6gén

aktivaloddasat Furmint asz(isodéasa soran.



Osszegzés

Pogany Mikl6s akadémiai doktori értekezése sok hasznos €s hasznosithatdo adatot
tartalmaz nektr6f gomba-novény kolcsonhatasban fontos szerepet jatszo extracellularis ROS
képzddéssel, az asziisodas transzkriptom, illatanyag és redox szintli folyamataival, valamint a
gomba-névény kolesonhatasok novényi hormonokkal Osszefliggd, és altaluk szabalyozott
folyamataival kapcsolatban. Az értekezés témakorében munkatarsaival szamos kozleményt
jelentetett meg IF-os nemzetkozi folydiratokban. A nemzetkdzi megmérettetés, valamint az
jelen értekezés kritikus biralata utan kijelenthetd, hogy Pogany Miklos hiteles adatokkal
alatamasztott, eredeti tudomanyos eredményekkel gyarapitotta a tudomanyszakot, hozzajarult

a tudomany tovabbfejlédéséhez.

Mindezek alapjan Pogény Miklos akadémiai doktori értekezésének elfogadasat, a nyilvanos

vita Kitlizését, és sikeres védés utan az MTA Doktora fokozat odaitélését javasolom.

Martonvasar, 2023. marcius 23.
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