Ordégné Kolbert Zsuzsanna MTA doktora értekezés

Valasz Dr. Papp Istvan, az MTA Doktora biralatara

Szeretném megkoszonni opponensemnek az értekezésem gondos atnézést, elismerd
szavait, értékes megjegyzéseit, kérdéseit. Kritikai megjegyzéseire az alabbiakban
valaszolok.

A szakzsargont esetenkent tulzottan alkalmazza, az angol szakkifejezések helyett tobb helyen a magyar
megfelelok is hasznalhatoak lettek volna.

Tobb esetben a szoismétlések elkeriilése végett hasznaltam a szovegben a magyar kifejezés
idegen megfelel6jét. Koszondm a megjegyzést, és elismerem, hogy a magyar nyelvii tudomanyos
szovegben helyénvalobb a magyar nyelvii szakzsargon hasznalata.

A Stresszindukalt Morfogenikus Valasz (SIMV) esetében a szakirodalmi attekintés sziikszavu. Itt a szerzo
sajat (Kolbert 2016) publikaciot is megad forrasként, ami nem szerencsés, hiszen ez a kézlemény a
tézisek alapjaul szolgadlo cikkek kozott is szerepel.

Meg kell jegyeznem, hogy a szakirodalmi attekintés sziikszaviisaga abbol adodik, hogy a témaban
nagyon kevés (a dolgozat irasanak idépontjaig 6 kutatasi és 2 osszefoglald) kozlemény sziiletett. Bar
valéban nem szerencsés az Onidézés a szOvegben, mégis ezért gondoltam a kijelentéseket sajat
osszefoglalo cikkre valo hivatkozassal alatamasztani.

Az elemek miitragya/lombtragya formaban torténd kijuttatisa szintén lehetséges forrdasa az
elemtoxicitasnak, ami itt emlitheto lett volna.

A hagyomanyos nitrogén-foszfor-kalium miitragyakban az altalunk vizsgalt fémek (Cu, Zn, Ni)
és nemfémes elem (Se) elenyészé mennyiségben vannak jelen. A lombtragyak kézott vannak mikroelem
készitmények, melyekben az altalunk vizsgalt fémek koziil a Zn van jelen relevans mennyiségben. A
novények leveleken keresztiili érintkezését az elemtobblettel valoban érdemes lett volna megemliteni,
bar ez nem kapcsolodik az értekezés kisérletes részének témajahoz.

Opponensem hianyolta a nanorészecskék mezégazdasagi hasznositdsanak legalabb vazlatos
bemutatasat is, mivel az a kisérletekhez kapcsolodo, gyorsan fejlodo, igen perspektivikus alkalmazasi
teriilet.

A nanorészecskék esetén kutatdsaink foként a negativ hatasokat vizsgaltak, a mezégazdasagban
valoé alkalmazasuk azonban a pozitiv hatasaikon alapul. A korlatozott oldalszam ¢és a fejezetek
aranyossaga miatt nem akartam lényegesen eltérni az értekezés fokuszatol, ezért nem tértem ki -az
egyébként valoban 1ényeges- informaciokra.

Opponensem kérdése a hiperakkumulacio kapcsan az, hogy a hiperakkumulalo fajok/genotipusok kozott
ismertek-e olyanok, amikkel Magyarorszdagon folynak fitoremedidcios projektek?

Magyarorszagon tobb fitoremediacios projekt futott az elmult évtizedekben. Egy ezek koziil a
2004 és 2008 kozott a Novénybiologiai Tanszék vezetésével zajlott NKFP projekt ,, Kornyezetszennyez6
nehézfémek artalmatlanitdsa novényekkel: a fitoremediacid, mint szennyezéscsokkentési program”
cimmel. Ebben a munkaban féleg nagy biomasszat ado flizekkel, napraforgoval és indiai mustarral
dolgoztak. 2017 és 2021 kozott a Pannon Breeding agrar-innovacios projekt részfeladata volt a
leghatékonyabb lagy- és fasszaru novényfajok kivalasztasa, és modszerek kidolgozasa nehézfémmel
szennyezett talajok kezelésére. Ehhez szabadfoldi fitoremediacios tartamkisérleteket allitottak be
Debrecen kornyékén és tonkolybuzat, szudanifiivet, cirokot, fehér fiizet alkalmaztak, melyek szintén
nagy biomasszaprodukciojii fajok. A hiperakkumuladld novényfajok tobbsége kisméretii és lassu
ndvekedésii, ami korlatozza a fitoremediacios alkalmazhatésagukat. Erdekességként megjegyzem, hogy
ennek a problémanak a kikiiszobolése lehetséges azaltal, ha a hiperakkumuldlé ndvény
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biomasszaprodukcidjat fokozzuk nehézfémtiir6, ndvekedésserkentd baktériumokkal vald kombinalassal
(pl. Zhang és mtsi. 2022). Szamomra nem ismert olyan hazai fitoremediacios projekt, amelyben
hiperakkumulal6 novényfajt alkalmaznak dnmagaban vagy rhizobaktériumokkal kombinalva.

Zhang Y, Zhao S, Liu S és mtsi. (2022) Enhancing the phytoremediation of heavy metals by combining hyperaccumulator and
heavy metal-resistant plant growth-promoting bacteria. Front Plant Sci 13, https://doi.org/10.3389/fpls.2022.912350

Opponensem megjegyzi, hogy a ,,gyokérrendszert befolydsolo belsé faktorok cimii fejezetben helyet
erdemelt volna akar az abszcizinsav, de kiilondsen a brasszinoszteroidok. Utobbi hormonok kapcsolata
a nitro-oxidativ stresszel és gyokérndvekedéssel kiilondsen izgalmas teriilet az utobbi évek kutatdsi
eredmeényei alapjan.

Egyetértek a biralommal azzal kapcsolatban, hogy a brasszinoszteroidok NO-dal valo
kapcsolata és a gyokérfejlodésben jatszott szerepe izgalmas, ujabb teriilet. A NO és a
brasszinoszteroidok kapcsolatat igazoltak jarulékos- és oldalgyokérfejlédés soran uborkaban és
ludfiiben. Mindkét fajban a NO szint mérséklése (CPTIO gyokfogoval vagy enzimgatlokkal) gatolta az
epibrasszinolid (eBL) oldalgyokér-fejlodést indukald hatasat (Tossi és mtsi. 2013; Li és mtsi. 2020). A
brasszinoszteroid kezelés (1 puM vagy 10 nM eBL) NO szint fokozodast okozott a jarulékos- és
oldalgyokér primordiumokban (Della Rovere és mtsi. 2022). Ezzel egybehangzoan sajat korabbi,
kisérleteinkben az alkalmazott eBL koncentraciok koziil az 5 és a 10 nM okozott szignifikdns NO szint
emelkedést az oldalgyokérkezdeményekben a kontrollhoz képest (1. abra AB). Erdekes viszont, hogy
ezek az eBL koncentraciok nem a primordiumok, hanem a fejlettebb oldalgydkerek szamat emelték meg
(1. abra C). Ez arra utal, hogy az eBL-indukalt NO képz6dés megeldzi az oldalgyokér-indukalo hatast.
Ezek az eredményeink egy szakdolgozatot gazdagitottak (Sahin Natdlia, 2010, A névényi hormonok és
a nitrogén-monoxid (NO) kapcsolata a gyokérfejlédés sordn), publikalasra nem kertiltek.
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1. abra (A) Epi-brasszinolid (eBL) koncentraciok hatdsa a NO szintre oldalgyokér-kezdeményben. A statisztikailag
szignifikans kiilonbségeket csillagok jelzik a Student-féle t-proba alapjan (*P <0.05, **P < 0.01, n.s.=nem szignifikans).
(B) Reprezentativ mikroszkopos felvételek (ates6fényes ¢és fluoreszcens) eBL-dal kezelt ludfii oldalgyokér-
kezdeményeir6l. (C) eBL koncentraciok hatasa az egyes stadiumu oldalgydkerek szamara. Az oldalgydkerek fejlettségi
stadiumait Malamy és Benfey (1997, Develop 124:33-44, doi: 10.1242/dev.124.1.33.) alapjan hataroztuk meg. Az 5 és a
10 nM eBL indukal6 hatasat piros nyilakkal jeloltem.
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A dolgozatomban ahhoz az elvhez ragaszkodtam, hogy a Kkutatas elméleti hatterét arra
fokuszalva mutassam be, amivel a kisérleteinkben foglalkoztunk. Az emlitett hormonok hatéaséat és NO-
dal valo kapcsolatat nem vizsgaltuk, ezért nem targyaltam. Az igaz, hogy igy a gy6kérfejlodés
hormonalis szabalyozasat nem ismerheti meg teljes egészében, viszont egy Osszpontositott, kevéssé
szerteagazd €s a dolgozat tobbi részével jobban kapcsolddo attekintést kap az olvaso.

Tossi V, Lamattina L, Cassia R (2013) Pharmacological and genetical evidence supporting nitric oxide requirement for 2,4-
epibrassinolide regulation of root architecture in Arabidopsis thaliana. Plant Signal Behav 8: 24712,
https://doi.org/10.4161/psb.24712

Li Y, Wu Y, Liao W et al. (2020) Nitric oxide is involved in the brassinolide-induced adventitious root development in
cucumber. BMC Plant Biol 20: 102, https://doi.org/10.1186/s12870-020-2320-y

Della Rovere F, Piacentini D, Fattorini L (2022) Brassinosteroids mitigate cadmium effects in arabidopsis root system without
any cooperation with nitric oxide. Int J Mol Sci 23: 825, https://doi.org/10.3390/ijms23020825

Birdalom megjegyzi, hogy a NO/etilén kolcsonhatas leirdsat annyiban kiegészitené, hogy az nemcsak
gatlo, de serkentd hatasu is lehet. Ezt pl hypoxia stressz esetében, légjaratok kialakulasandl és jarulékos
gyokerek képzddesenél figyelték meg.

A biralo altal emlitett pozitiv jelkapcsolat valoban 1ényeges, koszondm a kiegészitést. A NO
szerepét a hipoxia-indukalt aerenchima képz6désben Wany és mtsi. (2017) mutattak ki buzaban. A
hipoxias korlilmény a nitrat-reduktaz enzim aktivalodasa révén NO képzodést okozott a buza
gyokerekben. Ennek a NO produkcionak a korlatozasa jelentds csokkenést okozott a levegdztetd
alapszovet képzodésében. A NO indukélta az ACC szintaz és ACC oxiddz etilénszintézis gének
kifejez6dését, ezaltal aktivalva az etilén-kapcsolt hatasokat az aerenchima képz6dés soran. Ami a
jarulékosgyokér-fejlédést illeti, Jin és mtsi. (2017) igazoltak, hogy az ethephon pozitiv hatasat a NO
gyokfogd (cPTIO) gatolta, amibdl szinergista kapcsolatra kovetkeztettek az etilén és a NO kozott.

Wany A, Kumari A, Gupta KJ (2017) Nitric oxide is essential for the development of aerenchyma in wheat roots under hypoxic
stress. Plant Cell Environ 40: 3002-3017.

Jin X, Liao WB, Yu JH, Ren PJ, Dawuda MM, Wang M, Niu LJ, Li XP, Xu XT (2017) Nitric oxide is involved in ethylene-
induced adventitious rooting in marigold (Tagetes erecta L.) Can J Plant Sci 97: 620-631.

Megjegyzések az értekezés eredmények részéhez:

Az 5.1 és 5.2 fejezetekben bemutatott kisérletek kiilonbozo fajok gyokérnovekedési valaszait osszegzik
elemtobbletek esetén. A bemutatott kisérleti eredmények nézetem szerint nem adnak egyértelmii
bizonyitékot arra, hogy a SIMV egy fajtol fiiggetlen, daltalanos gydkérnévekedési valasz lenne, még a
vizsgalatok korén beliil sem.

A SIMV fajfiiggetlen jellegét arra alapoztam, hogy az altalam tanulmanyozott tobbféle
novényfajban és a masok altal vizsgalt novényfajokban is megjelenik a SIMV gyokérfenotipus az
elemtobbletek hatasara. Ez azt jelenti, hogy tobbféle novényfaj is képes a SIMV kialakitasara, és az én
logikam szerint ez azt is jelenti, hogy a SIMV megjelenhet fajtol fiiggetleniil (de nem jelenti azt, hogy
minden ndvényfajban meg is jelenik). Ettdl a kérdéskortdl elvalasztanam a hiperakkumulalok specialis
csoportjat. Azok esetében a hipertiiréshez ,,atprogramoz6do” vagy fennmarad6 gyokérnovekedés tarsul,
de klasszikus SIMV nem.

A 17. abra A/ és C/ részében bemutatott eredményeknél a biralom megjegyzi, hogy a szelén kezelt vad
tipusu noévények oldalgyokér képzése eltero értékeket mutat.

A kérdéses abrakon bemutatott eredmények fiiggetlen kisérletekbél szarmaznak, ezért
alakulhatott ugy, hogy az értékek eltéréek. Az egyik estben atlagosan 2-2 OGY kezdemény és kifejlett
OGY volt a szelén-kezelt vad tipusban, a masik esetben ezek az értékek atlagosan 4 és 2. Ekkora szoras
benne van a rendszerben.


https://doi.org/10.4161/psb.24712
https://doi.org/10.1186/s12870-020-2320-y
https://doi.org/10.3390/ijms23020825
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A 20/A dabra adatai alapjan szévegszeriin megfogalmazott eredmények szerint az NO szint novelése
(GSNO-val) fokozta, visszafogadsa (cPTIO-val) pedig lecsokkentette a kifejlett oldalgydkerek szamdt vad
tipusu és etrl mutansban egyarant. A mutansra nézve azonban a bemutatott adatok alapjan a szelén +
cPTIO kezelés nem valtoztatta meg a kifejlett oldalgyokerek szamat szignifikansan a csak
szelénkezeltekhez képest. A GSNO kezelés adatai, és az egyéb kisérletek eredményei e nélkiil is
valoszintsitik a feltételezett fenti dsszefiigges helyeséget.

Koszondm az észrevételt. A szovegben valoban nem megfeleléen jelenik meg az
eredményleiras.

A 20/B abran bemutatott ACS8: GUS génexpresszios eredmények szerint a szelén vad tipusu ludfiiben is
indukalni latszik a promotert, mig a 18 abra adatai alapjan ez csak az etrl mutansban figyelheté meg.
Van-e esetleg szamszerti értek a GUS gén kifejezédésére, illetve magyarazat az esetleges eltérésre?

A gRT-PCR modszerrel, teljes csirandvényben detektalt ACS8 expresszid nem mutat Se-
indukciot, mig a gyokérben X-Gluc festéssel, azaz hisztokémiai modszerrel detektalt ACS8::GUS/GFP
prométeraktivitas novekedést mutatott. Véleményem szerint az eltérést magyarazza a modszerek és a
novényi objektum kiilonbozésége. Altalanossagban igaz, hogy az in situ, szerv/szdvetszinten torténd
nagyobb felbontast detektalas kisebb valtozasokat is kimutathat, mint az organizmus-szintii detektalas.

Egyetértek a biraloval a tekintetben, hogy a mikroszkopos felvételek kiegészitéseként a
szamszerisitett GUS-aktivitas fontos informaciot ad. A Blazquez (2007) altal kidolgozott modszer
szerint 4-metilumbelliferil B-D-gliikuronid (4-MUG) szubsztratot a GUS 4-metil umbelliferon (4-MU)
flourokromma hidrolizalja, melynek fluoreszcenciaja mérhetd, és a GUS-aktivitas annak mértékébol
kovetkeztethetd. Ennél egyszeriibb az Image J-alapt kvantifikalas Béziat és mtsi. (2017) alapjan. Bar a
mi rendszeriinkben is precizebb lett volna a GUS promoteraktivitasok szamszerlsitése, sajnos nincs
ilyen mérésiink. Ugyanakkor, a kiilonbségek megfeleléen nagyok ahhoz, hogy szabad szemmel
lathatoak legyenek, igy nem hagynak kétséget az olvasdban.

Blazquez M (2007) Quantitative GUS activity assay of plant extracts. Cold Spring Harb Protoc;
https://doi.org/10.1101/pdb.prot4690

Béziat C, Kleine-Vehn J, Feraru E (2017) Histochemical staining of B-Glucuronidase and its spatial quantification. In: Kleine-
Vehn, J., Sauer, M. (eds) Plant Hormones. Methods in Molecular Biology, vol 1497. Humana Press, New York, NY.
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-6469-7_8

Birdlom egy tovabbi kritikai megjegyzése Szerint zavaro hidanyossdagkeént jegyezhetd meg az, hogy az
eredmények szoveges megfogalmazdisa és a bemutatott 26/B dbra adatai nem felelnek meg teljes
meértékben.

A 26. B abra adatai alapjan azt a megallapitast tettem, hogy a NO eltavolitasa sulyosbitotta az 5
¢s a 25 uM réz hatasat. Ez véleményem szerint nem hibas, mert a cPTIO kezelést nem kapott mintahoz
képest, a cPTIO adagolasa alacsonyabb életképességet eredményezett az 5 és a 25 uM rézkezelés
mellett.

A cinkstressznek kitett Arabidopsis-szal kapcsolatban felmeriilt kérdés, hogy milyen meggondolds
alapjan valasztottuk ki a génexpresszio szintjén vizsgalt két tioredoxin gént?

Célunk volt egy S-nitrozoglutation-reduktaz-fiiggetlen denitrozilacios utvonalat talalni, ami
magyarazhatta a S-nitrozotiol szintek kontrolljat a rendszeriinkben. Kneeshaw ¢és mitsi. (2014)
kimutattak, hogy a TRXh5 protein SNO-redukcids aktivitdst mutat, vagyis jo jel6lt volt a génszintli
vizsgalatra. Mellette tobb élettani folyamatban vizsgaltak a TRXh3-at, amit igy mi is vizsgalat ala

vontunk.
Kneeshaw S, Gelineau S, Tada Y, Loake GJ, Spoel SH (2014) Selective protein denitrosylation activity of Thioredoxin-h5
modulates plant immunity. Mol Cell 56: 153-162. https://doi.org/ 10.1016/j.molcel.2014.08.003
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Az APX mellett lehetséges-e a nitrozildlt fehérjék valamelyikének (laktat/malat DH, GA3P-DH,
riboszomalis fehérjék, RubisCo kis alegység) ismert funkcidit a nitro-oxidativ stressz vailaszhoz
kapcsolni?

A tobbi detektalt fehérjét, melyek alap metabolizmusban érintett fehérjék, nem tudtuk
egyértelmiien a nitro-oxidativ stresszvalaszhoz kotni.

Opponensem megjegyzi, hogy a bemutatott adatok alapjan a gyokérmerisztéma életképessége nem
feltétleniil adekvat jelzoje a névekedési potencialnak. Ezzel kapcsolatban kérdezi, hogy a gydkeér
merisztéema sejtek életképesség értékei mennyire korrelaltak gyokérnovekedés mértékével mas kiserletek
soran? Melyik érték lehet jobb jelzdje a gyokeér funkcioképességének?

A merisztémasejtek életképessége Osszefligg az osztédoképességiikkel (Kolbert, Molnar és
mtsi. 2023). Ily modon a gyodkérnovekedés gatlasanak lehet okozdja a merisztémasejtek
¢letképességének csokkenése, de tobb esetben mégsem lattunk korrelaciot a ketté kozott. A dolgozatban
nem bemutatott kisérleti rendszereinkben is el6fordult az, hogy pl. életképes gydkérmerisztéma-sejtek
mellett rovidiilés volt megfigyelhet6 (pl. cinkhiany, Arabidopis, Olah és mtsi. 2023, és doktori
disszertacid). Ennek az lehet a magyarazata, hogy a gydkérmegnytlast hormonalis folyamatok is
szabalyozzak, és a hormonszintekben a stresszhatasra bekovetkezé valtozasok nagyban felelések
lehetnek a gyokérmegnyulas-gatlasért. A valtozatlan életképesség dacara rovidild gyokérzetben
kimutattuk az auxin- és a citokininszintek csokkenését és az etilénszint névekedését cinkhianyos
ludfiiben (Olah Dora doktori disszertacio).

Az elemtobbletek esetén véleményem szerint a gyokérmegnyulas-gatlas a jobb jelzéje az
érzékenységnek, vagy ha ugy tetszik a gyokér funkcioképességének. A gydkérhossz persze fajonként,
fajtanként és genotipusonként valtozhat, de az elemterhelés-indukalt rovidiilésnek a mértékét ki lehet
szamitani, és tolerancia indexként feltiintetni (pl. Tamaoki és mtsi. 2008).

Kolbert Zs, Molnar A, Kovéacs K és mtsi. (2023) Nitro-oxidative response to internalized multi-walled carbon nanotubes in
Brassica napus and Solanum lycopersicum. Ecotox Environ Saf 267: 115633, https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2023.115633

Olah D, Kondak S, Molnar A és mtsi. (2023) Suboptimal zinc supply affects the S-nitrosoglutathione reductase enzyme and
nitric oxide signaling in Arabidopsis. Plant Stress 10: 100250, https://doi.org/10.1016/j.stress.2023.100250

Tamaoki M, Freeman JL, Pilon-Smits EAH (2008) Cooperative ethylene and jasmonic acid signaling regulates selenite
resistance in Arabidopsis. Plant Physiol 146: 1219-1230.

A ZnO nanorészecskék hatdasait vizsgalo rendszerben a RNF-k indukcidjat a GSNOR hidrogén-peroxid
kivaltotta inaktivaciojaval indokolta B. juncea-ban. A 49/C abra alapjan azonban a B. juncea GSNOR
aktivitasa 25 mg/L ZnO kezelésnél magasabb volt, mint a B. napus-é ugyanilyen ZnO kezelés mellett,
ezért ez a magyardzat tovabbi kiegészitést igényel.

A nativ gélben nem volt kimutathato a GSNOR aktivitas a B. napus kivonatokban.
Természetesen tobbszor ismételtiik a mérést, és probaltuk optimalizalni a detektalas koriilményeit, de
mégsem sikeriilt aktivitast kimutatni (fehérjemennyiséget detektaltunk). Azt gondolom, hogy a médszer
nem volt megfeleld, és spektrofotometrias mérésre lett volna sziikség az enzimaktivitas kimutatasahoz.
Ennek hianyaban a B. napus-ra vonatkozoan nem lehet megfeleld kovetkeztetést levonni.

Ezutdn a dolgozat a szelén toxicitas vizsgalatara tér at, amit B. juncea fajon vizsgal. Az elem két formdja
koziil a reaktivabb szelenitet mérgezdbbnek taldlta a szelenatndl. A reaktiv oxigén és nitrogén fajtak
kozott is kiilonbségeket taldl, mind a szelén formdk, mind azok koncentrdcioja tekintetében. Az 52/A4
abran bemutatott kiserleti eredmények esetében viszont sziikség lenne a kétféle kezelés kontroll értékei
kozotti eltérés magyardzatara.

A kontroll értékek kozotti eltérést magyarazza, hogy fliggetlen kisérletek zajlottak, kiilon
kontrollokkal a kétféle szelénkezeléshez. Az egyik kontroll-csoport esetén altagosan ~450 a pixel
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intenzitas, a masik kontroll-csoport esetén pedig ~300 ez az érték. Ez kismértéki eltérésnek szamit, és
a rendszerben van ekkora szorés.

Az 54. abran a SOD esetében kozolt gélfoto nem tul részletgazdag, a lathato jelek kozott a Cu/Zn SOD
aktivitas szamomra nem tinik egyértelmiien erésebbnek az A. bisulcatus esetében.

A szovegben (99. oldal) az all, hogy a gyokérben mindkét szelenatddzis fokozta a Mn SOD, Fe
SOD ¢és a Cu/Zn SOD izoenzimek aktivitasat az A. bisulcatus esetén, de ez az indukcid nagyobb mértékili
volt az A. membranaceus-ban (54. abra G). Az aktivitassavok denzitasat GelQuant programmal mértikk
(lasd Suppl Fig 4), de az értekezésben nem mutattam be az adatokat. Lathato, hogy a gyokérben mindkét
szelénddzis novelte a denzitast az A. memebranaceus-ban, és ez a hatds kisebb mértékl volt az A.
bisulcatus-ban. A vonatkozé abrarészt piros nyilakkal jeloltem.
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Suppl Fig 4 Quantification of SOD in gel activities using Gelquant software. The values of the individual isoforms are depicted on separate graphs
except Cu/Zn SOD isoforms in 4. membranaceus cotyledon.

A szamos lehetbseg koziil, ahogyan szuperoxid-gyckanion képzodhet, miért éppen a NOX enzimaktivitast
vizsgalta? Volt valamilyen utalds ennek a kiemelt jelentoségére szelén terhelés mellett?

A NADPH-oxidaz enzim, mint ROF forras vizsgalatat arra alapoztuk, hogy Chen és mtsi. (2014)
kimutattdk ennek az enzimnek részvételét a szelén-indukalt ROF képz6désben Brassica rapa
gyokerekben. Haromféle gatloszert (difenilén-jodonium, piridin, imidazol) alkalmaztak, melyek
jelenlétében a szelén-indukalt ROF képzodés és a gyokértoxicitas mérsékldodott. A szelén és a NADPH-
oxidaz kozotti kapcesolatra utal az is, hogy a szelénkezelés indukalta a BrRbohA-J gének kifejezodését.

Chen Y, Mo H-Z, Hu L-B, Li Y-Q, Chen J, Yang L-F (2014) The endogenous nitric oxide mediates selenium-induced
phytotoxicity =~ by  promoting ROS  generation in  Brassica rapa. PLoS ONE 9: 110901,
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0110901

A GSNOR aktivitas leirasa (101. oldal) és az 56/F abra nincsenek dsszhangban, az abran a fajok jelolése
felcserélddhetett.

Kosz6ndm ezt az észrevételt is, sajnos akaratomon kivill felcseréltem az abran a feliratokat. Az
eredeti -publikacidban megjelentetett- abrat itt csatolom.
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A nikkel hiperakkumuldalo Odontarrhena lesbiaca kiilonb6zé Ni szintet felhalmozo okotipusainak
o"sszehasonlitdsdval kapcsolatos biraloi kém’és a ké'vetkezé’ : A Szenzitiv o"kotl'pus varttol elmarado’
kiilonbségei okozhatjak ezt? Ismert-e olyan példa, ahol akar bloznformatzkal eszkozokkel ilyen
osszefiiggést ala tudtak tamasztani?

A relativ Ni-tlir6 Ampeliko Okotipusban a nitralt fehérjék mennyisége csokkent a kontroll
novényekhez képest, az érzékenyebb Loutra dkotipusban pedig valtozatlan maradt. Ez véleményiink
szerint a proteaszc')mélis degradacio fokozédésénak lehet a kt')vetkezménye amely Osszefliggést mutat
mtsi. 2018). Feltételezésiink szerint a tirdbb fajban a fokozottabb proteaszoma-aktivitas csokkenti a
nitralt fehérjék mennyiségét, a szenzitivebb fajban ez kontroll-szerii értéket eredményez. Ennek a
hipotézisnek az alatdmasztasara tovabbi kisérleteket kell beallitani. Ebben az értelemben az altalam
alkalmazott megfogalmazas nem volt szerencsés, mert nem alacsonyabb nitracios érzékenységrol,
hanem fokozottabb detoxifikdlasrol lehet sz6. A fehérje tirozinnitracid joslasara van lehetdség
szoftverekkel (pl. GPS-YNO2, iNitroTyr stb. Osszefoglalva Kolbert és Lindermayr 2021), de
hiperakkumulalé fajokkal kapcsolatban nem talalkoztam ilyen bioinformatikai elemzéssel.

Van Hoewyk D, Taskin MB, Yaprak AE, Turgay OC, Ergul A (2018) Profiling of proteasome activity in Alyssum species on
serpentine soils in Turkey reveals possible insight into nickel tolerance and accumulation. Plant Physiol Biochem 24:184-189,
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2018.01.022

Kolbert Zs, Lindermayr C (2021) Computational prediction of NO-dependent posttranslational modifications in plants: Current
status and perspectives. Plant Physiol Biochem 167: 851-861.

Kérdések a kisérleti eredményekhez és lehetséges hasznosithatéosagukhoz:
Milyen géntechnologiai modszert lat alkalmasnak az értekezés tudomanyos eredményeiben szerepld, az
elemtobblet toleranciaval kapcsolatos ismeretek alapjan haszonnévények elemtiirésének javitasara?

Ismertek-e ilyen szakirodalomi példak a tolerancia novelésére, és ezek kozott van-e olyan, amelyiknek
gazdasagi szempontbdl jelentésége lehet?

A dolgozatban szerepld eredmények tiikkrében haromféle megkozelitést tartok elképzelhetonek:


https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2018.01.022
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1) A gydkérrendszer manupilacidja génbevitellel vagy kiiitéssel a fokozott oldalgyokérképzés
eldsegitése céljabol egy jO megkdzelités lehet arra vonatkozolag, hogy javitsuk a
haszonnovények elemtiirését.

Példaul Wang és mtsi. (2017) CRISPR/Cas9 rendszerrel kilitotték az arginaz génjeit (GhARG) az A
¢s a D kromoszomakon az allotetraploid gyapot novényben. Ennek kovetkeztében fokozodott a
genetikailag modositott gyapot oldalgyokérfejlddése alacsony és magas nitrattartalmu talajban is. Az
arginaz az arigininbdl kiindulé NO szintézis kompetitora, ennek megfeleléen az argindz mutans gyapot
NO tartalma megemelkedett. A szerzék a NO oldalgyokérfejlodésben jatszott pozitiv szabalyozo
szerepét feltételezték a fokozott oldalgydkérképzés hatterében.

2) ANO jelatvitel modositasa pl. a GSNOR kiiitése vagy taltermeltetése révén.

A SIGSNOR tultermeltetése Agrobaktérium-medialt transzformécioval paradicsomban fokozott
ellenallast okozott az Alternaria solani patogén gombaval szemben (Rasool és mtsi. 2021). Ugyanakkor
a NtGSNOR1a/1b kiiitése dohanyban fokozta az N gén-medialt rezisztenciat a dohanymozaik virussal
szemben, de csokkentette az ellenalloképességet a Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000-el
szemen (Li és mtsi. 2021).

Elemtobbletek esetén kadmiumra (Cd) ¢és vasra (Fe) vannak adatok GSNOR-moédositott
modellnévényekben. A GSNOR tiiltermelése (GSNORE3 és GSNOROE5) csokkenést okozott a hajtas
és a gyokér Cd tartalmaban azaltal, hogy alulszabalyozta az IRT transzportert. A transzgenikus
novények gyokerében a Cd altal okozott toxicitds kisebb mértékii volt, kdszonhetéen a mérsékelt
felvételnek (Guan és mtsi. 2019). A GSNOR knock out hot5-2 és hot5-4 Arabidopsis vonalakban az
emelt Fe-koncentracio fokozott toxicitast okozott a vad tipushoz képest, amibdl arra kovetkeztethetiink,
hogy a GSNOR miik6dése sziikséges a nagy vaskoncentraciok eltiiréséhez (Li és mtsi. 2019).

Rasool G, Buchholz G, Yasmin T, Shabbir G, Abbasi NA, Malik SI (2021) Overexpression of SIGSNOR impairs in vitro shoot
proliferation and developmental architecture in tomato but confers enhanced disease resistance. J Plant Physiol 261: 153433,
https://doi.org/10.1016/j.jplph.2021.153433

Li Z-C, Ren Q-W, Guo Y, Ran J, Ren X-T, Wu N-N, Xu H-Y, Liu X and Liu J-Z (2021) Dual roles of GSNORL in cell death
and immunity in tetraploid Nicotiana tabacum. Front Plant Sci 12: 596234, https://doi.org/10.3389/fpls.2021.596234

Guan MY, Zhu YX, Liu XX, Jin CW (2019) Induction of S-nitrosoglutathione reductase reduces root cadmium uptake by
inhibiting Iron-regulated transporter 1. Plant Soil 438: 251-262.

Li B, Sun L, Huang J. et al. (2019) GSNOR provides plant tolerance to iron toxicity via preventing iron-dependent nitrosative
and oxidative cytotoxicity. Nat Commun 10: 3896, https://doi.org/10.1038/s41467-019-11892-5

3) Hiperakkumulalé novényekb6l —szarmazd — elemtiirésért/felhalmozasért  felelés — gének
kifejeztetése haszonnovényekben.

Egy klasszikus példa ilyen munkara LeDuc és mtsi. (2004) tanulmdnya, melyben a
hiperakkumulald Astragalus bisulcatus-bol szarmazo, a méregtelenitésben szerepld szelenocisztein-
metiltranszferaz (SMT) gént kifejeztették Arabidopsis-ban és Brassica juncea-ban Agrobaktérium-
medialt transzformacioval. Az SMT a szelenocisztein metilaciojat katalizalja, ezaltal 1étrehozva a metil-
szelenociszteint, ami az aktiv metabolizmusbol kivonodik, igy a szelenociszteinnel ellentétben nem
toxikus. A transzgenikus novények fokozott szeléntlirést mutattak (gyokérmegnyulast alapul véve
hataroztak meg), és a szelénfelhalmozasuk is jelentdsen ndvekedett a vad tipushoz képest kiilonosen
mitsi. (2006) 1étrehoztak egy dupla transzgenikus mustar vonalat, ami talexpresszalja az ATP szulfurilaz
(APS) génjét is az SMT mellett. Ezekben a ndvényekben jelentdsen névekedett a szelenat felhalmozasi
képesség a csak SMT-t tilexpresszald vonalhoz képest.

LeDuc DL, Tarun AS, Montes-Bayon M. et al. (2004) Overexpression of selenocysteine methyltransferase in Arabidopsis and
Indian mustard increases selenium tolerance and accumulation. Plant Physiol 135: 377-383.

LeDuc DL, AbdelSamie M, Méntes-Bayon M, Wu CP, Reisinger SJ, Terry N (2006) Overexpressing both ATP sulfurylase
and selenocysteine methyltransferase enhances selenium phytoremediation traits in Indian mustard. Environ Pollut 144: 70-76.


https://doi.org/10.1016/j.jplph.2021.153433
https://doi.org/10.3389/fpls.2021.596234
https://doi.org/10.1038/s41467-019-11892-5
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A kisérletek elsésorban csiranovény gyokerek illetve sziklevelek élettani és molekuldris jellemzését
céloztak. A sziklevelek (fajfiiggd mértékben) tartalékolo szerepet is betéltenek, ezért biokémiai és élettani
folyamataikban nem feltétleniil tiikrozik a valodi levelek valaszait. Az eredmények kozott melyek azok,
amik legnagyobb biztonsaggal megfelelhetnek a kifejlett novény viselkedésének?

A felvetés érdekes, koszonom. Kisérleteinkben sokszor rovidtava kezeléseket ¢és
csirandvényeket hasznaltunk, annak érdekében, hogy minél egyszeriibb, megfeleléen reprodukalhato és
standardizalhato kisérleti rendszert tudjunk felallitani. Vizsgalataink a gydkérrendszerre koncentraltak,
de néhany esetben sziklevelekben ¢és levelekben is torténtek mérések. Nem végeztiink 6sszehasonlitd
vizsgalatokat sziklevelek és a levelek valaszai kozott, ezért nem tudjuk megmondani, hogy a
sziklevélben megfigyelt valtozasok a levelekben jelentkeznek-e.

A Kisérleti rendszerekben kiilonbozé NO donorokat haszndltak (SNP, SNAP, GSNO). Tapasztaltak-e
ezek kozott barmilyen kiilonbséget, vagy mennyire esetleges volt a kivalasztasuk?

A donorok kivalasztasa tudatos volt. A kezdeti kisérleteinkben a natrium-nitroprusszidot (SNP)
hasznaltuk, mert ennek alkalmazasa bevett volt a novénybiologiai kutatdsokban. A tudomanyos
gondolkodas azonban megvaltozott, és egyre tobben hivtak fel a figyelmet az SNP hidrogén-cianidot
felszabaditd hatdsanak eredményeket befolyasold voltara, valamint arra, hogy a NO felszabaditashoz
sziikséges megvilagitas nem kivant modon befolyasolhatja a ndvényi mintakat (Gupta és mtsi. 2019).
Ekkor a S-nitrozo-N-acetilpenicillamint (SNAP) kezdtiik alkalmazni, de szerettiink volna attérni egy
mesterséges vegyszerr6l egy természetes NO donorra, a ndvényi szOvetekben megtalalhatd S-
nitrozoglutationra (GSNO), ezért legutobbi vizsgalatainkban ezt a molekulat alkalmaztuk a névényi
szovetek NO tartalmanak emelésére. Jelenlegi kutatasainkban nano NO donorokat alkalmazunk (pl.
kitozanba csomagolt S-nitrozoglutation), melyek a hagyomanyos donorokhoz képest nagyobb
stabilitassal, kiegyenlitettebb és lokalizalt NO felszabaditassal rendelkeznek, és alacsonyabb
koncentracioban hatasosak (Seabra és mtsi. 2022).
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A kisérleteink soran alkalmazott NO donor molekulak szerkezete.
Pirossal a NO felszabaduldsaért felelds csoportokat jeldltem.

Gupta KJ, Hancock JT, Petrivalsky M, Kolbert Zs et al. (2020) Recommendations on terminology and experimental best
practice associated with plant nitric oxide research. New Phytol 225: 1828-1834.

Seabra AB, Silveira NM, Ribeiro RV et al. (2022) Nitric oxide-releasing nanomaterials: from basic research to potential
biotechnological applications in agriculture. New Phytol 234: 1119-1125.
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Néhany tovabbi észreveétel...

Kszonom a hibak jelzését opponensemnek. Legjobb szandékom ellenére sajnos ezek benne
maradtak a szovegben. A 38. abra az APX fehérje mennyiségét mutatja.

Végiil még egyszer koszonom Dr. Papp Istvan megjegyzéseit, érdekes szakmai kérdéseit
és kérem eredményeim uj tudomanyos eredményként valo elfogadasat.

Szeged, 2023. 11. 17.

(wf’fé,_f D Lron D
Orddgné Kolbert Zsuzsanna



