Vdlasz Dr. Banfalvi Zs6fia opponensi véleményére

KOsz6ném opponensemnek a doktori értekezésem biralatdra szént idejét, épitd szandéku felvetéseit,
javaslatait! Halds vagyok a masodik oldal elsé bekezdésében megfogalmazott eredményeinket
méltatd, elismeré megjegyzéseiért is.

A doktori m{ abrainak a mindsége valdban rosszabb az elvarhaténal (mindhdrom opponensem
nehezményezte).

Az Eredmények fejezetet azért egészitettem ki két esetben a felfedezéseink tudomanyteriiletre
gyakorolt hatdsdnak alfejezeteivel, mert ezekkel igyekeztem segiteni az 6nallé tudomanyos
teljesitményem megitélését az MTA Doktori Szabdalyzata doktori mire vonatkozd elvérasaival
0sszhangban.

Opponensem véleményében 5 kérdést allitott 6ssze a doktori miiben bemutatott eredményekkel
kapcsolatban.

1) Miért csokkenhet a PAO5 poliamin-oxidaz gén expresszidja az A. brassicicola gombaval valé
fertGzés utan (és miért nem targyalom ezt a jelenséget a doktori értekezésben)?

A PAO5 poliamin-oxiddz izoforma génkifejez6désének csokkenését, amit Arabidopsis novények
Alternaria fert6zése utdn észleltiink, nem vizsgaltuk tovabb. Ezt a déntésiinket az indokolta, hogy nem
tartottuk valdszinlinek azt (bér nem lehet teljesen kizérni ezt a forgatékényvet sem), hogy ha egy gén
transzkripcidja a gombafert6zés soran csokken, a bioldgiai aktivitdsa a gén éltal kddolt fehérjének
ugyanakkor mégis n6. Egyértelm(i az, hogy a gombafert6zés markdns extracelluldris oxidativ
anyagcsere novekedéssel parosul. Igyekeztiink tehat vizsgélatainkban a reaktiv oxigén szarmazékok
(ROS) azon forrésaira fokuszalni, amelyek mar mRNS szinten is egyértelmien aktivalédnak a
gombafert6zést kbvetden.

Mi allhat a PAOS represszidjanak a hatterében?

Zarza és munkatérsai (2017) eredményeire témaszkodva lathatd, hogy a pao5 mutans Arabidopsis
novények amellett, hogy jobban tolerdljak a sé kezelés okozta stresszt, jelentGsen tultermelik a
jazmonsav novényi hormont, aminek viszont megatarozé szerepe van a nekrotrof kérokozékkal
szembeni névényi védekezésben is. Feltételezem tehat, hogy a PAOS aktivitds és a jazzmonsav termelés
kézétti forditott kapcsolat &llhat az Alternaria fert8z6tt Arabidopsis névények csdkkent PAOS
transzkriptum szintjének hatterében.

Zarza és mtsai (2017): Polyamine oxidase 5 loss-of-function mutations in Arabidopsis thaliana trigger
metabolic and transcriptional reprogramming and promote salt stress tolerance. Plant, Cell &
Environment 40, 527-542.



2) Hogyan jutottam arra a kovetkeztetésre, hogy az RBOHD fehérje altal termelt extracellularis ROS
valdsziniileg nem tolt be szamottevé transzkripciés aktivator szerepet, inkabb részleges negativ
szabalyoz6 hatassal bir az Arabidopsis gének egy részére nézve?

A korokozék altal megtamadott novényekben termel6d6 ROS szerepével kapcsolatban az egyik
feltételezés az volt, hogy ezek a szabadgyokék vagy molekuldk transzkripcidt szabalyozd dgensek
lehetnek (Lamb és Dixon 1997).

Amennyiben az RBOHD szdmottevd transzkripcios aktivator lenne, akkor feltételezem, hogy a muténs
genotipusban ki kellett volna rajzolédnia a cDNS chip-en képviselt gének egy olyan kérének, melyek
aktivalédasa nem kovetkezik be a gombafert6zés hataséra (ellentétben a vadtipusu novényekkel, ahol
ezek a gének fokozott miikodést mutatnanak). llyet nem tapasztaltunk, az ellenkezgjét viszont igen,
tehat az rbohd T-DNS mutdnsban megnd egy sor biotikus stresszhez kéthets gén expresszidja.

Megallapitasom ugyanakkor valésziniileg nem terjeszthetd ki az RBOHD szerepére mas biotikus és
abiotikus stresszhelyzetekben, vagy a névényi szervezet fejlédésében.

Lamb és Dixon (1997): The oxidative burst in plant disease resistance. Annual Review of Plant Biology
48, 251-275.

3) Az RBOHD altal termelt ROS inkabb visszaszoritja a fert6zott novények sejtelhalasat, a PRX33/34
peroxidazok altal termelt ROS pedig nyilvanvaléan elGsegiti a sejtek elhalasat. Nincs ellentmondas a
két kijelentés kozott?

Valoban ellentmondésos megallapitasnak tlinik az, hogy az extracelluldris ROS két forrasa a névényi
sejtekben ellentétes moédon szabalyozza az A. brassicicola gombakdrokozé altal el§idézett sejthalal
folyamatat. Az ellentmondésosnak latsz6 jelenség legkézenfekvébb magyarazatat a reaktiv oxigén
szarmazékok koncentrécio fligg6 redox szabalyozé szerepe nyujthatja. Az eukaridta sejtek sejtciklusat
reaktiv oxigén szarmazékok dltal kozvetitett redox allapot valtozasok szabalyozzak (Burhans és Heintz
2009). A novények gyokércsucsaiban taldlhaté merisztéma szévet differencialodasat szintén reaktiv
oxigén szarmazékok altal alkotott gradiensek szabalyozzak (Zhou és munkatarsai 2020). Az RBOHD
fehérje ROS szintézisével kapcsolatban jél ismert az a jelenség, hogy hulldmszer(en terjedé H,0,
(hidrogén-peroxid) gradienst képez kiilénféle abiotikus stresszeknek (fény, hé, s6, hideg, mechanikai
sérilés) kitett névényi szovetekben (Gilroy és munkatdrsai 2014). Az RBOHD és a PRX fehérjék tehat
feltehetdleg eltér6 koncentracio tartoményban juttatnak reaktiv oxigén szarmazékokat a névény
sejtkozotti jarataiba, és a két rendszer miikddése kozott idSbeli eltérés is jelentkezhet, kiiléndsen
amennyiben igaz az a feltevés, hogy az RBOHD fehérje az extracelluldris tér pH értékének a
megemelésén és ez dltal a magasabb pH értéken aktivdlédé peroxidazok (pl. PRX33 és PRX34)
mUkodésének bekapcsoldsan keresztiil fejti ki a hatasat (Mur és munkatérsai 2008).

A kérdésre adott valasz tehat 6sszefoglalva az, hogy amennyiben az RBOHD és a PRX33/PRX34 sejtfal
peroxidazok eltéré koncentracié tartomanyokban és (esetleg) mas idézitéssel juttatjak az altaluk
termelt ROS-t a novényi extracelluldris térbe, akkor lehet a sejtek elhaldsdra gyakorolt hatasuk
egymassal ellentétes.

Burhans és Heintz (2009): The cell cycle is a redox cycle: linking phase-specific targets to cell fate. Free
Radical Biology and Medicine 47, 1282-1293.



Zhou, Xiang, Li és Yu (2020): Modulatory role of reactive oxygen species in root development in model
plant of Arabidopsis thaliana. Frontiers in Plant Science 11, 485932.

Gilroy és mtsai (2014): A tidal wave of signals: calcium and ROS at the forefront of rapid systemic
signaling. Trends in Plant Science 19, 623-630.

Mur és mtsai (2008): The hypersensitive response; the centenary is upon us but how much do we know?
Journal of Experimental Botany 59, 501-520.

4) A hidegedzés hatasat a Jel6lt egy 1500 EST-t tartalmazé gén-chip segitségével vizsgalta, de az
elemzés a redlisan elvarhatonal sokka! kevesebb eltéréen kifejez6dé transzkriptumot mutatott.
Erdemes lenne-e ezt tjra megvizsgalni a microarray-nél fejlettebb RNS-szekvenalasi technikaval?

Igen, tényleg izgalmas lenne a hidegedzett gabona sz6vetek génkifejez6dési mintazatanak vizsgalata
RNS-szekvendldsi modszerrel. ElGszor hidegedzett buza és &rpa transzkriptom adatbazisokban
elhelyezett adatsorainak meta-elemzésével kozeliteném meg a kérdést, az elmult 10 évben szamos
kozlemény sziiletett ezen a teriileten. llyenek egyebek mellett Zhang és munkatérsai (2014), vagy Zhao
és munkatdrsai (2019) kézleményei.

Zhang és mtsai (2014): Transcriptome characterization and differential expression analysis of cold-
responsive genes in young spikes of common wheat. Journal of Biotechnology 189, 48-57.

Zhao és mtsai (2019): Integrated transcriptomics and metabolomics analyses provide insights into cold
stress response in wheat. The Crop Journal 7, 857-866.

5) Mennyire lehet Gsszehasonlitani és kévetkeztetéseket levonni harom szél6fajta nemesrothadasa
és sziirkerothadasa soran tapasztalt génexpressziés valtozasokbdl ugy, hogy ezek csak fényképek
vagy leirasok alapjan hasonlé fazisban lévé bogydkbdl vett mintakbdl szairmazé adatok? Hidanyolom
az ép Furmint bogyok transzkriptom mintazatanak és a korabbi (l.-Il.) aszisodott fazisok
transzkriptom mintazatanak atfogoé dsszehasonlitasat és egy modell felallitasat. Nem lenne érdemes
az adatokat ujra elemezni és tobbféle bioinformatikai analizis médot alkalmazni, mint pl. a
»functional interaction network” analizis vagy a ,weighted gene coexpression network analysis”

(WGCNA)?

Egymastol tobb ezer kilométer tavolségra taldlhaté borvidékekrdl szérmazd, kiillénboz4 fajtaju és mas
évjaratu sz6lémintak eredményeinek Osszehasonlitdsa valdban komoly kételyeket ébreszthet.
Megjegyzem azonban, hogy ultetvényekbdl vagy szantéféldon termesztett (tehdt nem szabalyozott
klimaja, zart termeszt6, novénynevel6 berendezésekben el8allitott) névényi mintdk adatainak
értelmezésekor gyakran megfogalmazédhatnak hasonlé kételyek. Sajat kisérleti rendszeriink esetében
még inkdbb nehezitette a helyzetet az a két tény, hogy nemesrothadt sz616b6l késziilt borokat csak
néhdny helyen allitanak el6 a vilagon, illetve az hogy nemes- és sziirkerothadt sz6l6mintékat nem lehet
egyszerre gy(jteni az Ultetvényekben, mert egy adott szireti id6pontban vagy az egyik van jelen az
Ultetvényben vagy a mdsik, a kett6 egyszerre nem jellemz6. Ezért olyan mintakkal tudtuk csupan
6sszehasonlitani a sajat adatainkat, ami hozzaférhetd volt a szakirodalomban. Arulkodé az is, hogy az
altalunk 6sszehasonlitasi alapként hasznalt négy kézlemény is ugyanilyen médon, tehat ugyanebbél a
kérbSl mar kordbban publikalt masik 1-2 dolgozatot haszndlja referenciaként (Kelloniemi és
munkatarsai 2015, Blanco-Ulate és munkatarsai 2015, Agudelo-Romero és munkatérsai 2015, Lovato
és munkatdrsai 2019).



Ha figyelembe veszem azonban azt, hogy az altalunk Furmint fajtdban nemesrothadds sordn feltart
1524 aktivalddott gén 78 %-a szintén megnovekedett génkifejez6dést mutat kaliforniai nemesrothadt
Semillon mintdkban, akkor ez arra enged kdvetkeztetni, hogy a tokaji nemesrothadt sz6I6mintdk adatai
viszonylag jol 6sszehasonlithatdak a kaliforniai Napa-volgyben gy(ijtott mintak adataival.

Az aszUsodott és ép bogydk mRNS mintazatanak sszehasonlitdsara azért nem fektettem munkdmban
nagyobb hangsulyt, mert az ép bogydkhoz képest eltéréen kifejez6d6 transzkriptumok jelentds része
a mar mRNS szinten elég jol feltart névény-Botrytis kdlcsonhatasra jellemz6 valtozdsokat tikrozte
vissza, masrészt pedig a nemesrothadas a sz616-Botrytis novény-kérokozd kapcsolatnak egy rendkiviil
sajatos megnyilvanuldsa, tehat a noévénykértan irant érdekl6d6 szakemberek szamara leginkdbb
izgalmasnak t{in6 kérdés valdban az, hogy milyen molekuldris bioldgiai folyamatok allhatnak
ugyanannak a novény-korokozo kdlcsonhatasnak két ennyire eltéré megnyilvanuldsa mogott.

Opponensem altal javasolt rendszerbioldgiai moddszerekkel valéban célszer(i lenne a sz6l6
transzkriptom adataink tovabbi elemzése.

Kelloniemi és mtsai (2015): Analysis of the molecular dialogue between gray mold (Botrytis cinerea)
and grapevine (Vitis vinifera) reveals a clear shift in defense mechanisms during berry ripening.
Molecular Plant-Microbe Interactions 28, 1167-1180.

Blanco-Ulate és mtsai (2015): Developmental and metabolic plasticity of white-skinned grape berries
in response to Botrytis cinerea during noble rot. Plant Physiology 169, 2422-2443.

Lovato és mtsai (2019): Specific molecular interactions between Vitis vinifera and Botrytis cinerea are
required for noble rot development in grape berries. Postharvest Biology and Technology 156, 110924.

Agudelo-Romero és mtsai (2015): Transcriptome and metabolome reprogramming in Vitis vinifera cv.
Trincadeira berries upon infection with Botrytis cinerea. Journal of Experimental Botany 66, 1769-1785.

Szeretném végll megkoszonni, hogy értekezésem tartalmanak ismeretében opponensem tamogatja
az MTA doktora cim odaitélését szimomra.
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