Vdlasz Dr. P4l Magda opponensi véleményére

Szeretném mindenek el6tt megkdszonni opponensem részletes, nagyon lelkiismeretes, lényegre toré
birdlatat, amit MTA doktora palyazatomhoz készitett értekezésemrél allitott Gssze.

Opponensem (és mellette Dr. Kocsy Gabor, masik birdlém) jogosan jegyzi meg, hogy célszerdi lett volna
a doktori m( elejére beillesztenem egy az értekezésben hasznalt réviditések jelentését magyarazéd
listat, tehat roviditések jegyzékét. Szivbél sajndlom, hogy a doktori m(i 8sszeallitdsanal nem éltem ezzel
a lehet6séggel, ami megkonnyitette volna az értekezés olvashatéségat, érthet&ségét. Azért nem
gondoltam erre, mert az értekezés Osszeallitdsakor az lebegett a szemem el6tt, hogy a doktori mi
olvasoéi mindenek el6tt a szlikebb szakteriletem, tehat a névénykdértan miivelSi lesznek. Visszatekintve
mar nem kérdés, hogy ebben nagyot tévedtem.

A birdlatban megfogalmazott kérdésekre adott valaszaim:

1) Tortént-e hasonlé (epigenetikai) vizsgalat kutatasai soran?

Egyrészt virusindukalt géncsendesitéssel (VIGS) tehat RNS-interferencia jelenségére épiilé tranziens
génexpressziés mddszerrel fokoztuk Arabidopsis névények ellendllésagat Alternaria brassicicola
kérokozd gombdval szemben. Hasonloképpen mddositottuk N. benthamiana fogékonysagat
Cercospora nicotianae irant a Coronatine Insensitive 1 (COI1) és az Ethylene Insensitive 2 (EIN2) gének
RNS-interferencia alapu (epigenetikai szabdlyozas alapjan miikodé) csendesitésével.

Furmint sz6l6 aszusoddsdnak genomikai vizsgalata kutatdsi pélydzatunk megvaldsitdsa soran
feltérképeztik a sz6lGsejtekben termelt mikro RNS-ek (miRNS) mintdzatdnak valtozasat. Ennek a
vizsgalatnak az eredményeit még nem koézéltiik. Tizenhat olyan emelt szinten képz6d6 sz616 mikro
RNS-t sikerilt azonositanunk, melyeknek a sz616 6rokitéanyagaban kédolt sajat célgéniei statisztikailag
igazolhato transzkriptumszint csékkenést mutattak Furmint nemesrothadasa soran. Meglepé médon
az aszusodott szél6bogydkban magasabb aktivitdst mutaté mikro RNS-ek tébbségére nem volt
jellemz6, hogy a névény-gomba kélcsonhatashoz szorosan kéthetd gének miikodését szabalyozndk. A
nemesrothadasban érintett bogydk fokozott aktivitdst mutaté mikro RNS molekuldinak célpontjai
sokkal inkédbb az oszt6dd (merisztéma) szévetek képz6dését és a novényi szervek novekedését,
fejl6dését szabalyozé gének jelentik. Az aszdsodds sordn megfigyelhetd névényi mikro RNS aktivitds
szerepe tehat feltehet6leg elsésorban a bogydk névekedésének és fejlédésének a gatlasara irdnyul.
Tovébbi kutatdsaim mikro RNS-ekhez két6d6 elsédleges célja a fenti bekezdésben emlitett miRNS
adatsor részletes értelmezése és tudomanyos kodzlése.

2) Miért gy(ijtottiink sz616bogyé mintakat két idSpontban? Van-e genetikai diverzitas a B05.10 B.
cinerea referencia izolatum és a Mad kérnyéki természetes Botrytis populécié kozétt?

Furmint nemesrothaddsanak transzkriptom szint( vizsgdlatahoz 2016 oktdberében és novemberében
gyljtottuk a mintdinkat 9 nap eltéréssel. Valoban négy kilénbdzé tipusa sz6l6bogydt gydijtottink: ép
bogyokat és az aszisodds harom kiilonbéz6 fazisdban Iévé nemesrothadt bogydkat. A két kiilénb6z6
gy(jtési idGponttal az volt a célunk, hogy betekintést nyerjiink az eltéré gydjtési idépontok



transzkripciora gyakorolt hatasédba. F6komponens elemzésiink jol szemlélteti, hogy az eltérd gydjtési
idSpontok transzkripcidra gyakorolt hatdsa eltérpil a nemesrothadas elrehaladtanak hatdsihoz
képest (értekezés 24. dbrdja).

A B. cinerea B05.10 referencia izoldtuma egy laboratériumi Botrytis izoldtum, ami sz616 lUltetvénybdl
szarmazo olasz izoldtum benomil kezeléssel elallitott szarmazéka (Blttner et al. 1994, Quidde et al.
1998). Egy-konidiumos tenyészetb8l szarmazd, genetikailag egységes izolatum. Ez nyilvan szamos
genetikai eltéréssel rendelkezik a tokaji természetes B. cinerea populdciéhoz képest. Fontos
ugyanakkor és feltételezem, hogy opponensem kérdését is féként az a kivdncsisag ihlette, hogy vajon
mennyiben kildnbozhet egymastdl egy laboratériumi Botrytis térzs és egy természetes, Ultetvénybél
szarmazé Botrytis populdci6 nemesrothadast el&idézé képessége. Ennek a kérdésnek a
megvalaszolaséhoz véleményem szerint hasznos tajékozddasi pontot jelent Fournier és munkatarsai
(2013) dolgozata, melyben Franciaorszag harom kiilonboz6 borvidékérsl gyljtottek szirke- és
nemesrothadast okozé B. cinerea izolatumokat. Tanulmanyuk legfontosabb végkovetkeztetése az,
hogy az azonos termdhelyrél gydjtott szirke és nemesrothaddst okozd Botrytis izoldtumok
mikroszatellit mintazata nem tért el egymastdl, tehat a kétféle tlnettipust a populacié egyforma
genetikai hattérrel rendelkez6 tagjai idézik el6. A tanulmany tovabbi Iényeges megfigyelése volt még
az a tény, hogy a harom féldrajzilag egymastdl tévol esé borvidék Botrytis izoldtumai ugyan jol
elkilonithetSek voltak mikroszatellit mintazatuk alapjan, azonban a sziirke- vagy nemesrothaddssal
vegz8d6 ndvény-gomba kélcsénhatédsokat egy borvidéken beliil a kérokozé azonos genetikai hattérrel
rendelkezd egyedei viltottak ki. A két markansan eltérd tlnettipus okaként egyértelmien a
nemesrothadast vagy éppen a sziirkerothadast tamogaté mikroklimatikus feltételeket jelolték meg.
Mindezek alapjan feltételezem azt, hogy a laboratériumunkban haszndlt izolatum és az Ultetvényben
aktiv B. cinerea populacié nemesrothadést kivalto bioldgiai hatdsa nem tér el |ényegesen egymdstdl.

Fournier és mtsai (2013): The ‘Dr Jekyll and Mr Hyde fungus’: noble rot versus gray mold symptoms of
Botrytis cinerea on grapes. Evolutionary Applications 6, 960-960.

Quidde és mtsai (1998): Detoxification of a-tomatine by Botrytis cinerea. Physiological and Molecular
Plant Pathology 52, 151-165.

Bittner és mtsai (1994): Variations in ploidy among isolates of Botrytis cinerea: implications for genetic
and molecular analyses. Current Genetics 25, 445-450.

3) Miért ennyire eltéré a ROS-termel6 enzim rendszerek transzkripcidjat szemléltetd 1. és 2. abra? A
»mock” fert6zott mintdkhoz lett nulla id6pontban hasonlitva a fert6zott minta? A 3. abra a poliamin
oxidaz gén expresszi6jat mutatja be, de itt csak 24 6ra elteltével mért adatokkal, itt nem tértént mas
id6pontban mérés? Mit gondol az AtPAO fert6zésre adott expresszio csokkenése mivel lehet
osszefiliggésben?

A ROS-termel6 enzimek A. brassicicola fertézésre bekdvetkezd transzkriptumszint valtozésait
szemléltetS 1. és 2. dbra azért tér el annyira egymastdl, mert két kildnbdz4 publikaciéhoz késziiltek
10 év kiildnbséggel. Az els6 és masodik abran minden egyes adatpont a fert6z6tt és a kontroll (mock-
inokuldlt) ndvények transzkriptumszintjeinek hanyadosat jeldli.

A bemutatott 6t poliamin-oxiddz izoforma geénkifejez6désének miikodését valdban csak egy
id6pontban, 24 éraval az A. brassicicola gombaval végzett inokuldcié utdn hataroztuk meg. Ennek
egyrészt az volt a magyarazata, hogy a 24 6ras idépont kulcsfontossaguinak tlint a masik két
extracelluldris ROS termel§ rendszer transzkripcids aktivitasanak vizsgalata soran (mind az RBOHD,



mind a PRX33 és PRX34 gének mRNS szint( kifejez6dése 24 éraval a fert6zés utan éri el a legmagasabb
értéket). Korabbiid6pontokat ezutan azért nem vizsgaltunk, mert a 24 6ras eredmények nem mutattak
transzkripcios aktivitds emelkedést egyik izoforma esetében sem, ugyanakkor a két sejtfal peroxidaz
gén expresszidja latvdnyosan megnétt a gombafert&zés hatdsara, ezért igéretesebbnek tartottuk azt,
ha a figyelmiinket és az id6nket ezeknek a vizsgalatara 6sszpontositjuk.

Leszogezhetem ugyanakkor, hogy mivel a PAO izoformék szerepének a feltardséat csak transzkripcios
szinten figyeltlik meg, rdadasul ezt is csupan egy id6pontbdl gy(jtétt mintdk adatai alapjan, ezért
mégsem zarhato ki annak a lehet&sége, hogy a poliamin-oxidazok is hozzajarulnak a sejtkézétti jaratok
oxidativ robbandsdhoz a vizsgélt ndvény-gomba kélcsénhatésban. Igyekeztem a doktori mivemben
ennek a kérdésnek a targyaldsakor mértéktartoan fogalmazni.

Mi allhat a PAOS represszidjanak a hatterében?

Ezt a kérdést a kévetkez6képpen vdlaszoltam meg Dr. Bdnfalvi Zséfia birdlatdra adott vdlaszomban:
Zarza és munkatdrsai (2017) eredményeire tamaszkodva lathatd, hogy a pao5 mutans Arabidopsis
névények amellett, hogy jobban toleraljak a sé kezelés okozta stresszt, jelentésen tultermelik a
jdzmonsav ndvényi hormont, aminek viszont megatdrozé szerepe van a nekrotréf kérokozdkkal
szembeni névényi védekezésben is. Feltételezem tehat, hogy a PAOS aktivitds és a jazmonsav termelés
kozétti forditott kapcsolat allhat az Alternaria fert6zoétt Arabidopsis ndvények csokkent 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.

4) Miért dolgoztunk kétféle Alternaria brassicicola izolatummal?

Korabbi Arabidopsis novényeken végzett kisérleteimben, melyekben az rbohd és rbohf mutansok
Alternaria brassicicola irdnti fogékonysagat vizsgdltam, még kevés tapasztalatom volt az Arabidopsis
novényeket fert6z6 gombakdérokozokkal. Ekkor kaptam segitséget Dongd Anitatdl, a Veszprémi
Egyetem Ph.D. hallgatdjatol, aki megosztotta velem az altala kdposztardl gydijtétt A. brassicicola
izolatumot (CBS125088), ezt haszndltam az elsé néhany évben. Késébb, amikor tébb tapasztalatom
lett az Arabidopsis-gomba kolcsdnhatdsokat alkalmazé kutatécsoportok —tevékenységével
kapcsolatban, sikeriilt hozzajutnom az MUCL20297 referencia izoldtumhoz. Errél kideriilt az, hogy
nagyobb mennyiségben képez konidiumokat burgonya-dextréz taptalajon, mint az altalam korabban
haszndlt izoldtum, egyuttal virulensebb is Arabidopsis névényeken, mint a régi izolatumunk. Ezért
dontottiink az Gj izoldtum haszndlata mellett a kés6bbi, prx33-prx34 sejtfal peroxiddz hidnyos
novények vizsgdlatara iranyuld kisérleteinkben.

5) A 8. abra esetében is a gomba biomassza a gomba és a névényi DNS arany alapjan lett
megallapitva? Ez nem vilagos az abra leirasabél, mértékegység sincs.

A 7. és a 8. dbran Iathato vizsgdlatokban a levelekben kimutathaté A. brassicicola gomba biomassza
mennyiségét valdban eltér6 médon hatdroztuk meg és szemléltettiik. Mind a két vizsgalat kvantitativ,
val6s-idejl PCR mddszerrel valdsult meg. A 7. dbra esetében azonban lehet&ségem volt taptalajon
tenyésztett gomba micéliumbdl DNS-t kivonni, ebbdl higitdsi sort elgallitani, majd kalibréciés gorbe
segitségével meghatdrozni a mintakban felhalmozédott gomba DNS abszolit mennyiségét egységnyi



névényi DNS-re vonatkoztatva. A 8. dbran szemléltetett adatok esetében relativ mennyiségi
meghatdrozast végeztiink a referencia primer par altal amplifikalt ndvényi DNS szakasz ciklusszamanak
és az A. brassicicola kivélasztott DNS szakaszat felsokszorozé primer par altal képzett amplikon
ciklusszamanak a kilonbségét alkalmazd képlet segitségével (Livak és Schmittgen 2001). Az abréan a
PRX-hidnyos névényekben mért A. brassicicola gomba biomassza értékeket a vadtipusu, illetve az tires
TRV-GFP konstrukcidval kezelt novények gomba biomassza értékeihez viszonyitottuk.

Livak és Schmittgen (2001): Analysis of relative gene expression data using real-time quantitative PCR
and the 2(-Delta Delta C(T)) Method. Methods 25, 402-408.

6) ,A szalicilsav-analég acibenzolar-S-metillel torténd kezelés fokozta az RBOHD-re jellemzé
extracellularis oxidativ robbands mértékét és a gomba altal elGidézett sejthalallal jaré tiineteket
mind a vadtipusd, mind az rbohd muténs névényekben.” a mikroszképos eredmények alapjan.
Kérdésem, ha a mutans névényekben is serkentette az RBOHD-re jellemz6 oxidativ robbanast,
mennyire tekintheté ez RBOHD specifikusnak, esetleg van-e szerepe a szalicilsav maga indukalta
6nerdsit6 ROS termelé kdrnek?

Az értekezés 42. oldalardl opponensem &ltal idézett mondatot és az erre vonatkozé kérdést elolvasva
szembesiltem vele, hogy a mondatot hibdsan fogalmaztam meg a doktori miben. Egyrészt a
szalicilsav-analég acibenzolar-S-metil tényleg fokozta a gomba 4&ltal elSidézett sejthalallal jaré
tlineteket az rbohd muténs ndvényekben is, tehat a mondat masodik fele tovabbra is megéllja a helyét.
A mondat els6 dllitdsa azonban nyilvdnvaldéan téves, hiszen a szalicilsav-analég nem fokozhatta az
rbohd mutdnsban az RBOHD-re jellemz8 oxidativ robbands mértékét. Maga a mondat az értekezés 12.
abrajan bemutatott adatok szévegkézi targyaldsa sordn olvashaté.

Az ellentmondds felolddsanak kulcsa a kévetkez8, amelyhez vissza kell nydini a 10. dbran lathaté
eredmeényekhez: a 10. dbrdn koézolt megfigyelésekbdl vildgossa vélik az, hogy az rbohd mutans
novények Alternaria fert6zés utan nem termelnek extracelluldris ROS-t. Ez nem jelenti azt, hogy az
rbohd mutansban egyaltalan nincs kimutathaté ROS képz&dés, mert a kloroplasztiszokban tovabbra is
képzédik (egy darabig még) ROS a gombafert8z6tt, sejtelhaldst elszenvedd szévetekben.

igy mar érthetévé valik az, hogy a 12. dbrén miért figyelhet6 meg az rbohd mutans névényekben
fokozott ROS termel6dés az acibenzolar-S-metillel valé kezelés utan. Ez nem RBOHD-re jellemzé
oxidativ robbanas, hanem az RBOHD kiesése miatti fokozott sejtelhaldssal egyiitt jaré ROS képz6dés a
kloroplasztiszokban.

A szalicilsav (illetve a szalicilsav-analdg acibenzolar-S-metil) egyébként abban az esetben fokozhatja a
sejthaldllal jéro tineteket az rbohd mutdns névényekben is (Ugy, hogy kozben a jelenség mégis
specifikus az RBOHD fehérje miikodésére), ha a szalicilsav a folyamatot szabalyozd jelatviteli
halézatban az RBOHD mellett még mas (altalam nem vizsgalt) molekuléris faktorokra is serkenté hatést
gyakorol.

Az Arabidopsis-Alternaria kolcsonhatasra kidolgozott modelliinket kozelebbrél szemlélve a
kélcsénhatas kés6bbi-elérehaladottabb szakaszaban latok hasonlésagot a reaktiv oxigén szarmazékok
(ROS) és a szalicilsav dltalunk javasolt, feltételezett egymdsra gyakorolt hatdsdban és a pozitiv
visszacsatolast és kélcsonds dnerdsitést feltételezd szalicilsav-ROS ciklust leiré modell kozott (Mittler
és munkatdrsai 2004, Pogény és munkatarsai 2009, Miura és Tada 2014). Figyelemre mélté még az is,
hogy az éltalunk készitett modellhez hasonldéan az dnerésitS szalicilsav-ROS ciklus modellekben is



gyakran visszakdszon résztvevs partnerként az RBOHD fehérje (mint ROS forras) és az etilén (mint
mobil szigndl), illetve az dltalunk nem vizsgélt kalcium (Ca%*).

Mittler és mtsai (2004): Reactive oxygen gene network of plants. Trends in Plant Science 9, 490-498.

Pogdny és mtsai (2009): Dual roles of reactive oxygen species and NADPH oxidase RBOHD in an
Arabidopsis-Alternaria pathosystem. Plant Physiology 151, 1459-1475.

Miura és Tada (2014): Regulation of water, salinity,and cold stress responses by salicylic acid. Frontiers
in Plant Science 5, 4.

7) A szabad szalicilsav tartalom 3 nappal a fert6zést kdvetden lett mérve, mik a tapasztalataik,
mikortél érdemes mérni a SA tartalmat, jelentkezik-e egy csucs a fert6zést kovetSen, milyen lassu,
van-e ezt kdvetden csokkenés? A 13. abran az etilén tartalom valtozasa a nulla id6ponthoz képest
lathato, a 14. dbran a SA tartalom valtozasa a ,mock” fert6zéshez képest van megjelenitve, hogyan
kell tehat értelmezni?

Feltehetdleg érdemes lett volna az rbohd T-DNS muténs szabad szalicilsav tartalmat az A. brassiscicola
gombaval valo fert6zés korabbi id6pontjaiban is megmérni, nem csupdn 72 éraval az inokuldcié utéan.
Mazumder és mtsai (2013) az Alternaria brassicicola fert6zés utan 24 éraval mar magasabb szabad
szalicilsav (SA) tartalmat mértek Brassica és Sinapis fajokban, mint a fert6zetlen névényekben. Brassica
novények esetében tovabb emelkedett az SA tartalom 72 éraig, Sinapis esetében pedig 24 6ra utan
némileg csdkkent, majd a 72 6ras minta esetében kissé ismét nétt a szabad szalicilsav tartalom. Sajat
HPLC méréseimet a rendelkezésemre all6 sz(ikés idékeret miatt kellett a 72 6ras idépontra
korldtoznom.

Az etilén mérés esetében is leolvashatdak a 72 6rds id6ponthoz tartozd mock inokuldlt mintak adatai
az A. brassicicola gombdval fert6z6tt mintak adatai alatt (13. abra), csakigy mint a SA esetében
(14.abra). A szalicilsavra vonatkozéan nem volt lehetéségem tovébbi (korabbi) idépontok elemzésére,
szemben az etilén mérésével, ami sokkal egyszerlibb, mintael6készitést nem igényl
gazkromatografias vizsgalat.

Mazumder és munkatdrsai (2013): Salicylic acid-mediated establishment of the compatibility between
Alternaria brassicicola and Brassica juncea is mitigated by abscisic acid in Sinapis alba. Plant Physiology
and Biochemistry 70, 43-51.

8) Az erecta SALK_04410 valamint az erecta SALK_066455C mutansok fényképe lathato, alatta a
SALK_066455C-re tesz megallapitast, hogy erGsen gatolt a H,0, termelése, ezért az ERECTA fehérje
miikddése sziikséges a ROS termeléshez, mi mondhaté el a masik mutans eredményei alapjan?

A SALK_04410 (helyesen SALK_044110, az értekezésben és a kéziratunkban hibasan szerepel) erecta
mutdnst minddssze az Alternaria brassicicola gombaval végzett tiineti szint(i fogékonysagi vizsgélathoz
hasznaltuk. A fogékonysagi vizsgalat soran térekedtink arra, hogy lehetSleg mind a 11 tanulmanyozni
kivant Iokuszt két-két eltérd T-DNS mutans tébb egyedének a fertGzésével értékeljik. Tekintettel arra,
hogy a SALK_ 044110 genotipus egy kevésbé jol jellemzett erecta mutéans, ezért a ROS szdveti
felhalmozdddsanak kimutatdsahoz mar nem hasznaltuk fel. A SALK_066455C erecta mutans egy
ellendrzétt, a T-DNS inszercidt hordozo I6kuszra nézve egyértelmiien homozigéta genotipus.



9) A buza esetében lathaté a desztillalt vizes, a metil-viologénes, valamint a H,0; kezelés hatasa is a
vezetSképességre, de az drpa esetében a H,0; kezelés adatai lemaradtak, igaz a szévegben utalt arra,
hogy ott csak a paraquat kezeléssel szemben tette ellenalléba a ndvényeket a hidegedzés?

A DDH20 kezeléshez képest szignifikans valtozasokat jel6li az abran a csillag? Valamint szintén ide
kapcsolédéan, mi az oka, hogy a tovabbiakban csak az arpan folytattak a tovabbi biotikus stresszel
kapcsolatos kisérleteket?

A 19. abran a hidegedzett és az el6zetes hidegedzésben nem részesiilt névények atlagainak statisztikai
Osszehasonlitasara haszndltuk a csillagokkal torténd jelélést.

Az dbrat szemugyre véve és az dbrahoz tartozé széveges eredmény leirast végigolvasva megallapithato,
hogy a két kaldszos gabonafaj kozil a buza esetében kifejezettebb a hidegedzés hatdsara fellépd
oxidativ stresszel szembeni védelem. Esszer(i lett volna tehét a késébbi novénykértani és genomikai
vizsgdlatokat inkabb buza novényekkel folytatni drpa helyett. Azért esett mégis a vélasztdsom arpara,
mert a mincheni laboratériumunkban arpa EST szekvencidkat tartalmazé gén-chip (microarray)
transzkriptom vizsgalati rendszer allt rendelkezésemre. Erdemes lenne ezt az elemzést buza
névényeken megismételni transzkriptom szekvenalds segitségével.

Kész6ném végiil opponensemnek az értekezésemmel és az MTA doktora palydzatommal kapcsolatos
tamogato éllasfoglalasat!

University Park, 2023. augusztus 18.
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