Ordégné Kolbert Zsuzsanna MTA doktora értekezés

Vilasz Dr. Varallyay Eva, az MTA Doktora biralatira

Koszonom opponensemnek az értekezésem gondos atnézést, értékes megjegyzéseit,
kérdéseit. Kritikai megjegyzéseire és kérdéseire az alabbiakban valaszolok.

A doktori értekezés a tézisektdl fiiggetleniil is életképes kell legyen, ezért nagyon hianyoltam az
eértekezésbol a dolgozat temajaul szolgalo szakcikkek felsorolasat és az eredmények bemutatasakor, az
eredeti szakcikkekre valo hivatkozasokat. Az opponens feladata a dolgozat birdlata, fiiggetleniil a
tézisektol (a jelolt habitusat egy fliggetlen forum méri), az, hogy mely eredmény melyik publikacioban
kertilt kozlésre nagyon fontos informacio lett volna.

A sajat cikkek felsorolasa a dolgozat végén olyannyira megnovelte volna az oldalszamot, hogy
az értekezés terjedelme atlépe volna a 150 oldalas limitet, ezért csak a szakmai rész karara lehetett volna
beletenni egy ilyen listat. Megjegyzem, hogy az altalam olvasott értekezések nagy részében nincs sajat
cikklista, az csak a tézisfiizetben kertil feltiintetésre. Az eredmények részben hagyomanyosan nem
szokas sajat cikkekre hivatkozni -Dr. Papp Istvan ezt hibaként meg is jegyezte egy esetben-, bar a formai
kovetelmények nem is tiltjdk. Abban igaza van Evanak, hogy hasznos lett volna a sajat cikkek
feltiintetése, de az véleményem szerint formabonté lett volna, én pedig a hagyomanyos formatumhoz
ragaszkodtam.

Az eredmények leirasa és értékelése kiilon fejezeteben tortént. Mivel az MTA doktori értekezés
formatuma nem kotott az eredmények és értékelésiik egyiitt valo targyaldsa nagyban megkonnyitette
volna a komplex folyamatok megértését.

Ebben a tekintetben is a hagyomanyos felépitést kovettem. Ugyanakkor utolag ujraolvasva az
értekezést, egyet kell értenem opponensemmel, miszerint megkdnnyitette volna az értelmezést az
eredmények és értékelésiik 6sszevonasa.

Az értekezés nyelvezete gordiilékeny és preciz, ennek ellenére nagyon nehezen olvashato. Ennek oka
valosziniileg az, hogy a bemutatott Osszetett abrak felvezetése és eredményeinek leirasa altalaban fél
oldalon tértént, ami nem teszi lehetové a részletes leirdast. A kutatasok kezelései soran rengeteg,
egymdssal nem szorosan dsszefiiggd paramétert vizsgalt, igy nemcsak az eredmények értékelése, hanem
sokszor a kisérleti bedllitisok is igen bonyolultak. A dolgozat térdelésével lehetett volna segiteni az
atlathatosagat, de sajnos ez nem sikeriilt jol, valosziniileg azért nem, mert az értekezés digitalis
formaban keriilt benyujtasra.

Az értekezés harom nagy témakor koré csoportosul (a NO-hormon kapcsolat, a NO
toleranciafokoz6 hatasa, a NO nitro-oxidativ stresszt kivaltd hatasa). Ezekkel minél atfogobban be
szerettem volna mutatni az elmult csaknem husz év kutatasait. Ugyanakkor megértem, hogy a tobbféle
paraméter (tobbféle novényfaj/genotipus, elem, nevelési koriilmény stb.) nehezen olvashatova teszik a
dolgozatot. Ha most kellene megirnom az értekezést, valoszinileg az egyes témakorok esetén kevesebb
kisérleti beallitast mutatnék be.

A kisérletek leirasakor az eredmények részben hianyoltam egy révid informdciot a kezeldszerek és a
mutansok, a qRT-PCR-rel vizsgalt gének kivalasztasarol (ezek sokszor csak roviditésként jelennek meg
(pl SA, pTCS:GFP, ERS, STR, ACC, AVG, GSNOR, GR24 — melyek feloldasa néha a réviditésjegyzékbdl
is hianyzik), kérdest hagyva az olvasoban, hogy vajon mit csindl ez a kezelGszer, miért ez a mutans volt
a kontrol, miért ezen gének expressziojat vizsgaltdk.

Az oldalszamkorlat miatt nem volt lehetéségem indokolni a kezeldszerek, a vizsgalt mutansok
és gének kivalasztasat. Az anyagok és modszerek fejezetben megadtam, hogy mire hasznalatosak a
kezeldszerek és a mutansokrol és a génekrdl is vezettem tablazatot, igaz azonban, hogy nem az aktualis
kisérleteknél irtam ezekrdl.
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Az értekezésben bemutatott eredményekbdl (1.tabldazat) nem deriil ki, hogy az alkalmazott koncentraciok
melyikénél, és mennyi ido mulva alakult ki SIMV a vizsgalt novényekben. A kévetkeztetés szerint a SIMV
adltalanosan megjelend valasz, noha a tablazat szerint ez a SIMV-nek jel6lt gyokérnovekedesi eltérés a
15 kisérleti felallas koziil csak 6-ban volt tipikus.

Az 1. tablazatban az elemek tobbletének gyokérrendszerre kifejtett hatasat foglaltam 6ssze. A
tablazat 4. oszlopaban az elemkoncentracié és kezelési id6tartam van feltlintetve, ami SIMV-et vagy
mas a kutatds szempontjabol lényeges gyokérzetbeli valtozast okozott. Az alabbi tdblazatban pirossal
kiemeltem azokat az informéaciokat, amelyek megadjak, hogy az alkalmazott koncentraciok melyikénél,

¢s mennyi id6 mulva alakult ki SIMV a vizsgalt névényekben.

Az elem
koncent-
racioja,
kémiai
Elem- formaja, a
felhalmozasi kezelés Kezelési Gyokérrendszerre kifejtett
Elem Novényfaj képesség idétartama kozeg hatas
2,5 uM
Arabidopsis CuSOs4,
thaliana, Col-0 nem akkumulalé 4 hét tapoldat SIMV
Réz (Cu)  Arabidopsis 5 uM CuSOs,
thaliana, Col-0 nem akkumulalo 17 nap taptalaj SIMV
10 uM
Brassica juncea, CuSOQOs4,
Brassica napus akkumulalé 7 nap tapoldat SIMV
50 uM
ZnSO0a4,
Brassica napus akkumulalé 7 nap tapoldat SIMV
50 uM
Cink (Zn) ZnSO0a, OGY-szam nd, FGY-hossz
Brassica juncea  akkumulald 7 nap tapoldat nem valtozik
50, 150, 300
UM ZnSOs4, OGY-szam n6, FGY-hossz
Brassica juncea  akkumulalé 14 nap tapoldat nem véltozik
10 uM SIMV (OG Ykezd- és OGYiit -
Arabidopsis Na2SeOs, szam n6, FGY- hossz
thaliana, Col-0 nem akkumulalé 14 nap taptalaj csoOkken)
15 uM SIMV (OG Ykezd-szam
Arabidopsis Na>SeOs, csokken, OGYiit -szam né,
thaliana, Col-0 nem akkumulalé 7 nap taptalaj FGY-hossz csdkken)
Szelén (Se) OGY-szam n6 ( OGYkezd-
5uM szam n6é, OGYkir-szam nem
Arabidopsis NazSeQq4, 14 valtozik), FGY-hossz nem
thaliana, Col-0 nem akkumulalé nap taptalaj valtozik
100 uM
Astragalus NazSeQq4, 14 OGY-szam n6, FGY-hossz
bisulcatus hiperakkumulalé nap taptalaj nd
100 uM
Astragalus Na2SeQg, 14 OGY-szam csokken, FGY-
membranaceus nem akkumulalé nap taptalaj hossz csékken
SIMV (OG Yezd -5z&m
Arabidopsis 50 uM NiClz, csOkken, OGYiit-szam no,
thaliana, Col-0 nem akkumulalé 7 nap taptalaj FGY-hossz csdkken)
Nikkel (Ni)
3000 mg/kg FGY-hossz csékken, OGY-
Odontarrhena NiClz, talajos szam nem valtozik vagy
leshiaca hiperakkumulalé 14 nap rizotron csokken
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25 uM,
Arabidopsis PbNOs,
Olom (Pb) thaliana, Col-0 nem akkumulalé 14 nap taptalaj SIMV
25 uM,
PbNOs,
Brassica juncea  akkumulalé 7 nap tapoldat SIMV

Ertelmezésem szerint a SIMV altalanos jellegének nem kovetelménye, hogy minden kisérleti
beallitas esetén megfigyelhetd legyen. A SIMV 4ltalanos jellegére abbdl kovetkeztettem, hogy tobbféle
elem tobblete esetén, tobbféle novényfajban és nevelési kozegben megjelent. A 15 kiilonbdzo kisérleti
beallitas koziil valoban nem minden esetben, de azok 60%-aban, 6sszesen 9 esetben jelent meg a SIMV
(lasd a tablazatban pirossal kiemelve).

Lehetséges-e, hogy a gyokérnovekedési valtozdasok egy mas paraméterrel, pl gyoker frisstomeg méréssel
jobban jellemezhetéek lennének?

A gyokérnovekedési valaszok vizsgalatara tobbféle paramétert valaszthatunk a céltol fiiggden.
A gyokérzet friss tomegét a fogyokér és az oldalgyokerek Osszessége adja, vagyis ez a paraméter a
gyokérnovekedési valaszok Osszességének vizsgalatara megfelelé lehet, de ezzel nem vizsgalhato
elkiilonitve az oldalgyokérfejlodés. Ha a vizsgalatokkal részleteket szandékozunk feltarni, akkor a f6-
és oldalgyokerek fejlédését elkiilonitve célszerii tanulmanyozni. Tovabba a primordiumok és a fejlett
oldalgyokerek elkiilonitett vizsgalata lehetéséget ad arra, hogy az oldalgyokér-fejlodés egyes szakaszait
¢érint6 hatasokat elvalasszuk egymastol.

5.2. A kiilonbozo szelénérzékenységii Astragalus fajok fogyokérhossza kezelés nélkiil is nagyon
kiilonbozik: a tolerans fajé joval hosszabb. Az érzékeny fajnak viszont nagyon sok az oldalgyékere
alapesetben. Lehetséges-e, hogy egy ilyen alapvetéen mas gyokérstruktura eltéré mennyiségben képes
az elemek felvételere és ezért érzékenyebb a femiontulsulyra?

Erdekes a felvetés, és logikus a kovetkeztetés, hogy az elagazobb gyokérrendszer tobb elemet
képes felvenni, azzal esetlegesen tultelitddni. Az értekezésbe nem keriilt bele, de megmértiik az
Astragalus fajok szelén (Se) koncentracioit a gyokérben is (1. abra). Az A. membranaceus esetében nem
volt detektalhaté mennyiségli Se a kontroll gyokérben, mig az A. bisulcatus gyokerében mérhet Se
mennyiség volt. Vagyis kontroll koriilmények kozott az eltérd gyokérszerkezet nem vezet tobb Se
felvételéhez az A. membranaceus-ban. Kiilsé Se terhelés esetén azonban az A. membranaceus
gyokerében tobb Se halmozodott fel, mint az A. bisulcatus-ban (piros nyilakkal jellve az 1. abran),
aminek magyarazata lehet a biral6 altal emlitett gyokérszerkezetbeli kiilonbozéség. Egyéb mikroelemek
esetén (Fe, Zn, Cu, B, Mn, Mo) nem tapasztaltunk hasonl6 eltérést a fajok kozott.

root [ 0 uM selenate
1 50 uM selenate
EEE 100 M selenate
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.
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Selenium concentration (ug/g dry weight)
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1. abra Szelénkoncentracié a 0 (kontroll), 50 vagy 100 uM natrium-szelenattal kezelt 14 napos A. membranaceus
and A. bisulcatus gyokerében. A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket kiilonboz6 betiik jelzik a Duncan teszt
alapjan (n =3, P <0.05). (Kolbert és mtsi. 2018 PCP, modositva).



Ordégné Kolbert Zsuzsanna MTA doktora értekezés

Ismert-e annak az oka, hogy vajon miért képesek a Lesbos szigetén élé Odontarrhena fajok ilyen mértékii
nikkel felhalmozdsra? Es vajon mi lehet a magyardzat arra, hogy a nikkelkezelés a hajtdsban kb 5-
szoros, mig a gyokérben akar 40x-es nikkelkoncentracio kiilonbséget okozott a kontrolhoz képest?
Erdekes lett volna egy nikkelfelhalmozdsra nem képes Odontarrhena faj kezelésre mutatott vélaszdt is
tanulmdnyozni — bar nem tudom, hogy van-e ilyen?

Feltételezhetd, hogy az elemek nagy mennyiségben torténd felhalmozédsa egy okologiailag
elényos képesség. Arra, hogy ez az eldny miben all, néhany hipotézis sziiletett az elmutlt évtizedekben.
Az ,elem allelopatia-hipotézis” szerint az éveld hiperakkumulaldo novények magas fémtartalmu avar
eldallitasaval gazdagitjdk a lombkorona alatti felszini talajt, hogy megakadalyozzdk a kevésbé fémtiird
fajok megtelepedését. Ennek a hipotézisnek a kisérletes tesztelése nem tortént meg. Egy masik
elképzelés szerint a felhalmozott fémek segitik a hiperakkumulalé fajokat a szarazsag eltlirésében
(,,szarazsag tlirés-hipotézis”), bar kisérletesen nem tudtdk igazolni ezt a tedriat. A ,,védekezési-
hipotézis™ szerint a toxikus fémek felhalmozasa a novények fold feletti részeiben védelmet biztosit a
névényevo rovarok, csigak, és korokozo gombak, baktériumok ellen. Ezt az elképzelést szamos esetben
sikeriilt kisérletesen igazolni Ni esetén is olyan hiperakkumulalé fajokkal, mint Senecio coronatus
(Asteraceae), Thlaspi montanum var. montanum (Brassicaceae) és Streptanthus polygaloides
(Brassicaceae) (Boyd 2004). A nikkel hiperakkumulalé fajok tiirési mechanizmusanak alapja a
nagymennyiségii felvett nikkel elkiilonitése az aktiv metabolizmustol. Az Odontarrhena fajok levelei
stirin boritottak csillagszérokkel, melyekben a nikkel raktarozodik (Broadhurst és mtsi. 2004). A nikkel
citrattal, malattal komplexben a vakudlumokban is elkiiloniil, és a hiperakkumulalok fokozott reaktiv
oxigénformakat semlegesit képessége szintén hozzajarul a nagyfoku elemtiirésiikhoz (Van der Pas és
Ingle 2019).

Ahogyan opponensem megjegyzi, a nikkelkezelés a hajtasban kb. 5-szoros, mig a gyokérben
csaknem 40-szeres nikkelkoncentracio kiilonbséget okozott a kontrollhoz képest. A nikkelkezelés a
talajban tortént, vagyis a nikkelfelvétel a gyokéren keresztiil valosult meg. Ezért a nikkel gyokérzetben
valo nagymértékt felhalmozodasanak oka az lehet, hogy csak egy része transzlokalodott pl. hisztidin
komplexek formajaban a hajtasba, nagyrésze a gy6kérben megkot6dott. A kétértékii nikkel-kationok
megkotése lehetséges a sejtfali poligalakturonsavak és a hidroxifahéjsavak karboxil-csoportjain
(Meychik és mtsi. 2014).

Az Odontarrhena (korabban Alyssum, Brassicaceae) nemzetség 62 hiperakkumulalod taxont
foglal magaban, melyek koziil 48 Ni hiperakkumulald (Reeves és mtsi. 2021). Ebbol kovetkezden
vannak a nemzetségnek olyan tagjai, amik nem hiperakkumulalok, példaul az Alyssum montanum és a
Thlaspi arvense (Rosatto és mtsi. 2021). A gorog egyittmiikddé partneriink vizsgalatainak
kozéppontjaban a hiperakkumulald fajok Okotipusai allnak, igy 6 ezeket tudta rendelkezésiinkre
bocsajtani. De valoban érdekes lett volna egy hiperakkumulalo-nem akkumulalé 6sszehasonlitd
rendszerben dolgozni, hasonldan az Astragalus-fajokon végzett munkankhoz.

Opponensem kovetkezd megjegyzése szerint hasonléan a nikkel hiperakkumulalo fajhoz, a Brassica
fajokban tortént cink nanopartikulummal végzett kisérleteinkben is a gyokérben tortént felhalmozas.
Kérdése, hogy lehet-e hasonlo mechanizmus a magyardzat a két latszolag fiiggetlen esetben?

A cink nanopartikulumok esetén is a gyokér volt az a szerv, ami kozvetleniil érintkezett a
kezel6anyaggal, vagyis a felvétel itt tortént. Az értekezésben nem szerepel, de részletesen megvizsgaltuk
a gyokérsejtfali moédosulasokat a 40 nm-es ZnO NP-ok hatasara (Molnar és mtsi. 2020). A gydkerekben
jelentos sejtfalosszetétel-beli  valtozasokat indukalt a ZnO NP-ok jelenléte, hiszen a pektin-,
lignin/szuberin- és kallozszintek ndovekedtek. A pektin és a lignin/szuberin tartalom ndvekedését
Osszefliggésbe tudtuk hozni a sejtfalakban detektalt nanorészecskékkel, ami arra utal, hogy a pektin részt
vesz a nanorészecskékbdl felszabaduld kétértékii cinkion megkdtésében, a lignin/szuberin tartalom
pedig a nanorészecskék sejtfalban valé immobilizalasat okozhatta. Osszegezve tehat, a cink és a nikkel
kétértéki fémkationokként feltételezhetéen hasonloképpen miikodik, és a gydkérben valo nagymeértékii
felhalmozodasuk oka lehet a sejtfali megkdtésiik.

Boyd RS (2004) Ecology of metal hyperaccumulation. 162: 563-567.
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5.3.1. A rézterhelt ludfiiben vizsgalt auxin és NO tartalom vizsgadlatanal az auxin kimutatisa a
gyokércsucsban tortént, mig az NO-t a gyckeér elongdcios és merisztematikus zondjaban vizsgaltak.
Valtozast azonban csak az elongacios zonaban detektdltak. Vajon ebben az esetben tényleg van
osszefiiggés az NO szint valtozas és az auxin szint kozott?

A NO ¢és az auxin is mobilis jelek, ezért véleményem szerint az eltérd szoveti lokalizcié nem
akadalya a két molekula kozotti kapcsolat lehetdségének. A NO gazhalmazallapota és toltésnélkiili
jellege miatt konnyedén diffundal a sejtek kozott és a citoplazmaban is (itt valamivel lassabb). A NO
auxin szintre gyakorolt hatasa els6sorban a PIN-FORMED 1 (PIN1) efflux karrieren keresztiil valosul
meg. A NO megnovelt szintje a PIN1 expressziot nem, a fehérjemennyiséget viszont proteaszoma-
fiiggetlen médon csokkentette. Ebbol az kovetkezik, hogy a NO a PIN1 mennyiségét csokkenti, de nem
proteaszomadlis lebontds révén (Fernandez-Marcos és mtsi. 2011). A PIN1 a merisztéman kiviil a
megnyulasi zona merisztémahoz kozeli részén is kifejezdédik (Omelyanchuk és mtsi. 2016), és
feltételezhet, hogy a NO az itt talalhatdé PIN1-eloszlasban okoz valtozast, ami kihat az auxin
gyokércsucsba iranyuld transzportjara, a valtozas pedig a gyokércsucsi auxinszintben jelentkezik. Uj
eredményeink szerint az exogén NO adagolasara megfigyelhetd gyokérrdvidiilés hatterében a ROP2
GTPaz NO altali S-nitrozilaciodja all, ami sziikséges a PIN1 és a lokalis auxin maximum csokkenéséhez
és igy a fogyokér-rovidiiléshez (Kénesi, Kolbert és mtsi. 2023).

Fernandez-Marcos M, Sanz L, Lewis DR, Muday GK, Lorenzo O (2011) Nitric oxide causes root apical meristem defects and
growth inhibition while reducing PIN-FORMED 1 (PIN1)-dependent acropetal auxin transport. PNAS 108: 18506-18511.

Omelyanchuk N, Kovrizhnykh V, Oshchepkova E. és mtsi. (2016) A detailed expression map of the PIN1 auxin transporter in
Arabidopsis thaliana root. BMC Plant Biol 16: 5, https://doi.org/10.1186/s12870-015-0685-0
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Az eredmeények értékelésében szerepel, hogy az Arabidopsisban a kadmium és az arzén is SIMV-et
okozott, hivatkozva a sajat eredményeket (de a hivatkozas egy osszefoglalo cikkre utal). Ez esetben
fontos lett volna az eredeti kisérleti eredményeket bemutato munkdara utalni, vagy ezen kisérleti
eredményeket is belerakni a dolgozatba.

Az opponensem felvetése jogos, az eredeti, kutatasi cikkekre kellett volna hivatkozni, mert
akkor kidertil, hogy ezek az eredmények nem sajat munkainkbol szarmaznak. A hivatkozasokat itt
megadom:

Potters G, Pasternak TP, Guisez Y, Palme KJ, Jansen MAK (2007) Stress-induced morphogenic responses: growing out of
trouble? Trend Plant Sci 12: 98-105.

Hu YF, Zhou G, Na XF és mtsi. (2013) Cadmium interferes with maintenance of auxin homeostasis in Arabidopsis seedlings
J Plant Physiol 170: 965-975.

Vitti A, Nuzzaci M, Scopa A és mtsi. Auxin and cytokinin metabolism and root morphological modifications in Arabidopsis
thaliana seedlings infected with cucumber mosaic virus (CMV) or exposed to cadmium. Int J Mol Sci 14: 6889-6902.

Sofo A, Vitti A, Nuzzaci M és mtsi. (2013) Correlation between hormonal homeostasis and morphogenic responses in
Arabidopsis thaliana seedlings growing in a Cd/Cu/Zn multi-pollution context. Physiol Plant 149: 487-498.

Li P, Zhao C, Zhang Y és mtsi. (2016) Calcium alleviates cadmium-induced inhibition on root growth by maintaining auxin
homeostasis in Arabidopsis seedlings. Protoplasma 253: 185-200.
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oxidative stress in Arabidopsis thaliana. Plant Cell Environ 36: 1838-1849.

Annak a kévetkeztetésnek a helyessége, hogy az elemtobblet SIMV kialakito hatasa csak alacsony
elemkoncentracional, hosszu ido alatt jelenik meg, a bemutatott eredmények alapjan nem vizsgalhato,
hiszen a bemutatott és hivatkozott tablazat csak a kisérleti felallasokat tartalmazza, a SIMV
megjelenésnek idejére nincs benne adat. A tablazat szerint a kezelések altalaban egy koncentracioban

crer

kovetkeztetest levonni.

Az elemkezeléseket minden esetben tobb koncentracioban végeztik el. Itt egy tablazatban
Osszegyljtottem, hogy az egyes kisérleti rendszerekben milyen elemdézisokat alkalmaztunk. Az
értekezés 1. tablazat 4. oszlopaban csak azt az idétartamot és koncentraciot tiintettem fel, ami SIMV-et
vagy jellegzetes gyokérzetbeli valtozast okozott (1asd kiemelve pirossal egy el6z6 valasznal). Az, hogy
,»hosszabb id0 alatt jelenik meg” a SIMV ugy értettem, hogy a gyokérrendszerbeli valtozasok
megjelenéséhez nem egy-két napos, hanem tobb napos/hetes id6tartami kezelésre van sziikség. De ez
valoban egy pontatlan megfogalmazas, aminek alatamasztasara nem mutatok be adatot, valamint
evidencia is.

Novényfaj-elem Alkalmazott koncentraciok  Referencia
Arabidopsis thaliana-Cu ;2,55 uM Tugyi és mtsi. 2013
Brassica juncea/napus-Cu 10; 25; 50 uM Feigl és mtsi. 2013
Brassica juncea/napus-Zn 50; 150; 300 uM Feigl és mtsi. 2015
Arabidopsis thaliana-Se 5;10; 15; 20 uM nem kozolt
Kolbert, Olah és

Arabidopsis thaliana-Ni 25; 50; 75; 100 uM mtsai. 2020
Arabidopsis thaliana/Brassica juncea-Pb  10; 25; 50 uM Kolbert 2016

5.3.2. Szelénterhelt ludfiiben vizsgaltik az auxin, etilén és citokininek felhalmozodasat. A 11.abran
bemutatott eredmények alapjan a citokinin koncentracio a WT névényben is né 2-7 nap kozétt, és a 10
(vagy20vM — az dbrafelirat és aldiras nem egyértelmii) szelén hatdsa nem tiinik gadtlonak ebben az
esethen. Ha jol értem az auxinnal és az etilénnel szemben (ahol hormonérzéketlen mutansokat
vizsgaltak), a citokininek vizsgalatakor, tultermeld novényben vizsgaltak az NO szintet — és kaptak
ellentétes eredményt. Nem lehet, hogy azért nétt a vizsgalt névényben az NO szint, mert a mutansban
nem csokkent, hanem nétt a fitohormon szintje?

Elnézést kérek az elirasért, a 11. abran 0, 10 és 40 uM Se kezelések hatédsa lathatd. A 7. napon
a Se hatasa valoban nem volt gatlo a kontroll ARR5:GUS aktivitasahoz képest. A citokinin taltermel6
ipt-161 vonalban a Se nem okozott NO szint csokkenést, masszoval a vonal magas citokininszintje
megakadalyozta a NO szint Se altali csokkenését (12. abra). Habar a szovegben ugy szerepel, hogy ,,a
citokinintultermel6 ipt-161 ludfii gyokércsticsaban a NO-szint emelkedett a szelenitkezelés hatasara”,
ez a kijelentés helyesbitésre szorul. Az ipt-161 vonalban Se kezelés hatasara nem nétt szignifikansan a
NO szint, inkadbb azt mondhatjuk, hogy nem valtozott a kontrollhoz képest.

A NO szint mind a vad, mind a nitrdt reduktaz mutdns novények esetében is csokkent (12, 15/4,B dabrdk)
a szelénkoncentrécio névekedésével (parhuzamosan a citokinin tultermeléssel (13.dbra), de nétt a
citokinin tultermelé mutansban (12-abra). Nem ellentmondas ez?

A Se csokkentette a NO szintet a vad tipusban citokininszint névekedés mellett, de a magas
citokininszint az ipt-161-ben megakadalyozta az NO szint csokkenését. Ez valoban ellentmondasnak
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tlinik. Bar a mutanssal igazolni akartuk a vad tipusban megfigyelt kapcsolatot, ez nem igazolddott.
Pontosabb magyarazatot a jelentéségre akkor tudnank adni, ha megvizsgalnank a citokininszinteket, -
metabolizmust, -formakat a szelenitterhelt ipt-161-ben, hiszen elképzelhetd, hogy a citokinin endogén
metabolizmusanak valtozésai allnak a latszolagos ellentmondas hatterében.

A szelenitkezelés hatdsdra megnott az etilénkoncentracio a gyokérben, parhuzamosan az NO
csokkenéssel, noha ezt a két eredményt két kiilonbozd kisérletben vizsgaltak — nem azonos (10,20vM,
illetve 15vM szelenit koncentrdcional), Nem lehetett volna ugyanazon kezelésnél (ami a 17.abrdan van
bemutatva) meghatarozni az NO szintet is, igy kdzvetleniil dsszekapcesolni az etilénkoncentraciot, az NO
tartalommal és az oldalgyokerképzodéssel?

A 11.-12. abran bemutatott eredmények voltak az els6k, amik ramutattak a Se-indukalt
hormonalis valtozasokra az Arabidopsis gyokérben. Erre alapozva folytattuk a részletesebb
vizsgalatokat a Se-citokinin-NO és a Se-ctilén-NO rendszerekben. Ezekhez a részletesebb
vizsgalatokhoz 1j kisérleti rendszereket allitottunk fel, melyekben a Se kezelés idOtartama és
koncentracidja eltérd volt. A valtoztatas oka praktikus volt, és azt a célt szolgalta, hogy a részletesebb
vizsgalatokbdl kapott eredményeket k6zolni tudjuk az el6zéekben publikaltakkal minimalis atfedésben.

Az etilén hatasmechanizmusat illetden levont kdvetkeztetés szerint az etilén az auxinnal valo szabalyozo
kélcsonhatasa révéen gatolja az oldalgyokerkepzddést. Mire alapozza ezt a kévetkeztetést?

Az etilén-auxin kapcsolatra vonatkozd elsé publikaciok 2008-ban jelentek meg, ahol
megfigyelték, hogy az etilén emelt koncentracioja gatolja az oldalgyokér-képzést, és ez a hatas legalabb
részben az etilén-stimulalt auxin bioszintézist6l és az Aux/IAA és ARF fehérjék miikodésétdl fligg
(Ivachenko és mtsi. 2008). Ugyanebben az esztenddben Negi és mtsi. (2008) felismerték, hogy az etilén
a polaris auxin transzport, kiilonosen az AUXI1 fehérje modositdsa révén szabalyozza az
oldalgyokérképzést. Még késébb Lewis és mtsi. (2011) kimutattak, hogy a PIN3 és PIN7 expressziojat
aktivalva az etilén fokozza az auxintranszportot, megakadalyozza a lokalis auxin maximum kialakulasat
és gatolja az oldalgyokérképzodést. A legujabb eredmények szerint (Zhao és mtsi. 2023) az etilén valasz
faktor (ERF1) az oldalgyokérfejlodés negativ szabalyozodja, mert a PIN1 és AUX1 indukcidja révén
fokozza az auxin transzportjat, transzkripcionalisan represszalja az ARF7-et és alulszabalyozza a ,,sejtfal
remodelling” géneket az oldalgyokérfejlodés soran.

Ivanchenko MG, Muday GK, Dubrovsky JG (2008) Ethylene-auxin interactions regulate lateral root initiation and emergence
in Arabidopsis thaliana. Plant J 55: 335-347.

Negi S, lvanchenko MG, Muday GK (2008) Ethylene regulates lateral root formation and auxin transport in Arabidopsis
thaliana. Plant J 55: 175-187.

Lewis DR, Negi S, Sukumar P, Muday GK (2011) Ethylene inhibits lateral root development, increases IAA transport and
expression of PIN3 and PIN7 auxin efflux carriers. Development 138: 3485-3495.

Zhao P, Zhang J, Chen S és mtsi. (2023) ERF1 inhibits lateral root emergence by promoting local auxin accumulation and
repressing ARF7 expression. Cell Rep 42: 112565, https://doi.org/10.1016/j.celrep.2023.112565

A szelenitkezelés oldalgyokérszamra valo hatdsandl arra a kovetkeztetésre jut, hogy az NO szint
novelése fokozta az oldalgydkerek szamat mind a wt, mind az etrl-1 mutans névényben. A 20. abran
bemutatott eredmények alapjan a novényekben minden kezelés hatdasara (akdar NO szint névekedeést, akar
csokkenést indukalta) csokkent ez a szam. Lehetséges, hogy én nem értem jol, esetleg kaphatnék ehhez
magyardzatot?

A 20. abra esetén az volt a megallapitaisom, hogy a GSNO kezelés novelte a kifejlett
oldalgyokerek szamat a vad tipusban €s az etr-1-1-ben is. A mondatba nem fogalmaztam bele, hogy a
csak szelénnel kezelt novényekhez képest nétt a kifejlett oldalgyokérszam GSNO hozzaadasara, ezért
nem volt vilagos a kovetkeztetés. Elnézést a pontatlan megfogalmazasért.
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Az etiléennel kapcsolatos kisérletek soran az NO szintet is alternaltak, de csak a szelénkezeléssel egyiitt.
Nem végeztek esetleg kisérleteket, melyben csak az NO szintet alterndltdk farmakologiai szerekkel, hogy
megfigyeljék az milyen hatassal van a gyokérképzodésre?

A GSNO és cPTIO kezeléseket szelén nélkiil is alkalmaztuk, és az eredményeket kozoltiik (Feigl
¢és mtsi. 2019). A vad tipusban a GSNO és a cPTIO hatasa ellentétes volt a kifejlett oldalgyokérszam
tekintetében, mig az etilénjelatvitel hibas novényben a NO szint modositasa nem volt hatassal az
oldalgyokérfejlodésre. Ez arra utal, hogy miikodo etilénjelatvitel sziikséges a NO oldalgydkérfejlodésre
kifejtett hatasahoz egészséges novényben. A GSNO csokkentette az etilénszintet, a cPTIO novelte, ami
antagonista kapcsolatot feltételez a NO ¢és az etilén kozott a gyokérben stresszmentes koriilmények
kozott (2. abra). Az értekezésbe egy egyszertsitett abrat készitettem, melyen csak az NO-szint mddositas
szelén jelenlétében kifejtett hatasat mutattam be. Erre azért volt sziikség, hogy az olvasé figyelmét a f6
kovetkeztetést alatamasztod adatokra iranyitsam.
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2. abra (A) Oldalgyokér-kezdemények és kifejlett oldalgyokerek szama 7 napos vad tipusu és etrl-1 mutans Arabidopsis
thaliana-ban. A kiilonb6z6 betiik a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=20). (B)
X-Gluc jelolt ACS8::GUS/GFP A. thaliana oldal- és fégyokereir6l készitett mikroszkopos felvételek. A kezelési koncentraciok
az el6zéeknek megfeleldek voltak. Mércék= 500 um. (Feigl és mtsi. 2019).

Feigl G, Horvath E, Molnar A. és mtsi. (2019) Ethylene-nitric oxide interplay during selenium-induced lateral root emergence
in Arabidopsis. J Plant Growth Regul 38: 1481-1488.

5.3.3. A strigolaktonok vizsgdlatakor a GSNOR enzim aktivitdsaban csokkenést mutattak ki,
koszonhetden a csokkent fehérjeexpresszionak. A génexpresszio valtozasat is megvizsgaltak, de nem
taldltak kiilonbséget. Szerintem a bemutatott abran ldtszik génexpresszio csokkenés mindket gén
esetében, ami a Max2-1 esetében kifejezettebb. Ez a valtozas nem elegendd a csokkend fehérjemennyiség
és aktivitas magyardzatdra?

A GSNORI1 expresszidé a max1-1 esetén nem kiilonbozott szignifikdnsan a vad tipus értékétol.
A max2-1 esetében a kapott csokkenés statisztikailag szignifikans volt. De véleményem szerint csak a
statisztikat nem lehet alapul venni a PCR adatok tekintetében, mert megbizhaté statisztikai kezelést
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nehéz 1étrehozni. A normalizalas el6tti nyers adatok ismeretében a kisebb kiilonbségeket nem tekintettiik
szignifikdnsan kiilonb6zonek.

5.4.3. A cinkkezelés és az NO kapcsolatanak vizsgalatakor a GSNORI tultermelé névényekben
valtozatlan transzkripcio mellett detektaltak emelkedett fehérjeexpressziot, de az enzim aktivitasa cink
Jelenlétében nagyon szignifikansan csokkent. Utobbira azt a magyardazatot kapjuk, hogy ennek oka a
megemelkedett H202 enzimaktivitast gatlo hatasa, ami glutation hozzaadasdaval csokkentheto volt. A
bemutatott abran (36.abra) azonban én ugy latom, hogy a H2O2 szint a kontrolhoz képest minden
esetben nétt. Hogyan kell elképzelniink ezt a szabdlyzast?

Mivel cink hatasara nem csokkent a GSNOR fehérjemennyiség, de csokkent az aktivitds, a
gatlas hatterében poszttranszlacios szintii szabalyozast sejtettiink. Ismert volt, hogy a hidrogén-peroxid
gatolja a GSNOR-aktivitast azaltal, hogy a fehérjében oxidalja a katalitikus cinket koordinald
ciszteineket (Cys 47 és Cys177), ami ezaltal cinkfelszabadulashoz és gatolt aktivitashoz vezet (Kovacs
¢és mtsi. 2016). A 36. abra A részében a cink H,O; szintet noveld hatasat igazoltuk mindkét vonalban.
Az abra C részén mutatom be, hogy a cink jelenlétében fokozodd H»O; szintet glutation adasaval
kontrollszintre mérsékeltiik mindkét vonalban. A H>O; képzodés mérséklése azt eredményezte, hogy a
cinktobblet altal csokkentett GSNOR aktivitas kontroll-szertire allt vissza vagy szignifikdnsan megnott.
(36. abra D). Ebbdl azt a kovetkeztetést vontam le, hogy a cink-indukalt H,O, képzédés sziikséges a
GSNOR-aktivitas csokkenéséhez, vagyis a Kovacs és mtsi. (2016) altal leirt poszttranszlacios
szabalyozas mitkodhet a cinktobblet esetén.

Kovacs I, Holzmeister C, Wirtz M és mtsi. (2016) ROS-mediated inhibition of s-nitrosoglutathione reductase contributes to the
activation of anti-oxidative mechanisms. Front Plant Sci 10: 1669, https://doi.org/10.3389/fpls.2016.01669

5.5.1. A fehérjék S-nitrozilaciojanak kimutatasa egy uj modszerrel RSNO-RAC technikaval tortént. A
letrasbol nem egyértelmii szamomra, hogy a témegspektrometria a gélbdl tisztitott mintakon, vagy az
egész csiranovénybdl affinitaskromatografiaval tisztitott fehérjéken tortént. Kaphatnék errdl egy kis
magyardzatot? A modszer alapjan azonositott APX fehérje mennyiségét is vizsgaltak, de a hivatkozott
abra alairasaban (38.abra) GSNOR szerepel és a hasznalt ellenagyag sincs feltiintetve, igy csak sejtheti
az ember, hogy elirds tortént. A bemutatott eredmények alapjan azonban a leirt kovetkeztetés nem
értheto.

Az RSNO-RAC esetén a tomegspektrometrias azonositas gélbol tisztitott mintakon tortént. A
tisztitdst €és a tOmegspektrometrias analizist a miincheni Helmholtz Centrum metabolomikai €és
proteomikai laboratériumanak (Core Facility Metabolomics and Proteomics) munkatarsai végezték. A
38. abra az APX fehérje mennyiséget mutatja, elnézést a félrevezetd -elirasért. Az APX
fehérjemennyiséggel kapcsolatban azt a kovetkeztetést vontam le, hogy a vad tipusban és a gsnorl-3-
ban csokkent a cink hatasara, a GSNOR tultermelé vonalban pedig kisebb mértékben valtozott. A
bemutatott denzitasértékek alapjan valoban nem egyértelmii, hogy mire gondoltam. A vad tipusu és a
gsnorl-3 vonalak esetén mindharom detektalt APX sav denzitasat csokkentette a cinkkezelés, mig a
GSNOR-tultermeld esetén egy sav denzitasa nott, egyé nem valtozott, egy¢ pedig csokkent. Erre
alapozva jelentettem ki, hogy kisebb mértékben valtozott az APX mennyiség a GSNOR-tultermeld
vonalban.

A fehérjegéleken mutatott nirozilacios szignal jelek nem tiinnek tul szignifikansnak. Mennyire
megbizhato ez a modszer?

Az RSNO-RAC (resin-assisted capture of SNO proteins) modszer a biotin switch eljarashoz
hasonlé. Ez utobbi elve az, hogy a mintaban 1évé szabad SH-csoportok blokkolasat kovetden az SNO-
csoportokat aszkorbat hozzaadasaval redukaljuk, majd ezeket az ujonnan képz6dé SH-csoportokat
jeloljiik biotin-HPDP-vel. A detektalas anti-biotinnal torténik. Az RSNO-RAC elsd két 1épése hasonlo a
biotin switch-éhez, de biotin-HPDP helyett agar6z-kotott aktivalt diszulfidot hasznal, ami megkoéti az SH-
csoportokat. A modszer verifikalasa céljabol a novényi fehérjekivonatot GSNO-val kezeltiik aszkorbat



Ordégné Kolbert Zsuzsanna MTA doktora értekezés

jelenlétében, és itt az S-nitrozilalt fehérjék feldusulasat/intenziv nitrozilacios szignalt tudtuk detektalni.
A GSNO kezelés aszkorbat hozzaadéasa nélkiil sokkal csekélyebb nitrozilacios jelet eredményezett. Ezek
a kontrollok igazoljak, hogy a RSNO-RAC modszer alkalmas névényi mintak esetén a S-nitrozilacio
kimutatasara. Az, hogy a cinkkezelt mintaban a nitrozilacios jel a kontrollhoz képest enyhén fokozodik
csupan, annak lehet a kovetkezménye, hogy az alkalmazott cinkkezelés mértéke (250 uM ZnSO4) enyhe
volt; ezt mutatja a csiranovény friss tomegek enyhe, statisztikailag nem szignifikans csokkenése
(Kolbert és mtsi. 2019).

Kolbert Zs, Molnar A, Olah D és mtsi. (2019) S-nitrosothiol signaling is involved in regulating hydrogen peroxide metabolism
of zinc-stressed Arabidopsis. Plant Cell Physiol 60: 2449-2463.

5.5.1.3. A cink-oxid nanopartikulummal végzett vizsgdlataikat két Brassica fajban végezték, melyek
cinkérzékenysége a bemutatott adatok alapjan nem egyértelmii. A 83.oldalon az szerepel, hogy a B.
Jjuncea cinktiirést mutatott, mig a B. napus nem, de a hivatkozott I.tablazatban mindkét faj
akkumulalonak van feltiintetve. Mivel a két faj tobb kisérleti beadllitasra eltéréen reagalt fontos lenne
tudni, hogy vajon mi alapjan lettek kivalasztva?

A B. juncea relative cinktiiré; erre az utal, hogy az életképességvesztése Cink jelenlétében
minimalis €s a fogydkérmegnyulasa nem gatlodik. A B. napus relativ cinkérzékenységére az utal, hogy
a cink novekvé koncentracioi fogyokérrovidiilést és életképességvesztést okoztak. A Brassica
nemzetség tobb fajarol, igy a Brassica juncea-rol és a Brassica napus-rol is ismert, hogy képesek
fémakkumulaciéra (Mourato és mtsi. 2015), ezért tiintettem fel ezeket akkumulalokként az 1.
tablazatban. A ladfiivel egy csaladba tartozo repce (Brassica napus) egy fontos gazdasagi névényiink,
vizsgalata ezért volt fontos. A Brassica juncea, mint kisérleti objektum kivalasztasat a fakultativ
metallofita jellege indokolta, ami azt jelenti, hogy jol tliri tobbféle fémion jelenlétét. Az eltérd
cinkérzékenységiik miatt valasztottuk a két faj Osszehasonlitasat a cink nanorészecske hatasainak
tanulmanyozasahoz is.

Mourato MP, Moreira IN, Leitdo I, Pinto FR, Sales JR, Martins LL (2015) Effect of heavy metals in plants of the genus
Brassica. Int J Mol Sci 16: 17975-17998.

Ugyanezen kisérleteknel a SOD enzim aktivitasanak valtozasakor magas koncentraciondal szignifikans
novekedest irnak le, noha ez a bemutatott dabran 46./D nem igazan latszik, ahogy a 25mn/L
koncentraciondl torténd aktivitas csokkenés sem. Mi az, ami a szignifikans novekedésre utal?

A 46. D abra esetén véleményem szerint az adatok értelmezése és azok megfogalmazasa helyes.
A 25 mg/L ZnO NP altal okozott SOD aktivitas csokkenés mindkét fajban statisztikailag szignifikans
volt. A 100 mg/L ZnO NP altal kivaltott SOD aktivitas névekedés pedig csak a B. juncea esetén volt
szignifikans.

A nativ gélek aktivitasfestése mennyire megbizhato modszer? A bemutatott eredmények egy részénél
szerepel aktin ,,loading” bemutatasa, de ez hianyzik pl a 46. és 54/D és G abranal. A tobbi helyen
sokszor az aktin mennyisége szemmel lathatoan nem egyenletes, ami nem gond, de ilyenkor egy
képanalizalo sofwerrel végzett oOsszehasonlitas alapjan késziilt normalizalt értekeket bemutato
oszlopdiagram az, ami alapjan eldonthetd az aktivitasban tortént valtozas. Ez szabad szemmel nagyon
nehezen lathato. Nem késziiltek ezekhez a gélekhez ilyen elemzések?

A nativ gélek aktivitasfestése esetén a proteinkivonatok eziistfestését szoktuk ,,loading”
kontrollként elvégezni. Az aktivitas savok denzitasat GelQuant szoftverrel szamszerisitjiik. Ezeket a
kontrollméréseket a publikacioink ,,Supplementary material” anyagai kozott szoktuk kozzétenni
altalaban, de nem minden esetben.
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Példaul az 54. D abra esetén eziistfestett nativ gélt allitottunk elé kontrollként (Suppl Fig 2), és
a NADPH-oxidaz aktivitasgélen GelQuant-tal mértiik a savok denzitasat (Suppl Fig 3).
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Suppl Fig 2 Silver-stained native (10%) gel as a control for NADPH oxidase activity gel. The gel shows a good run-off, and major protein bands
do not show any greater decomposition in the protein extract. It has to be noted; however, that in 100 uM Se-treated A. membranaceus root, the
formation of selenoproteins may trigger protein turnover.
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Suppl Fig 3 Quantification of NADPH oxidase in gel activities using Gelquant software. Because of the several isoforms the position of “the main
band™ was determined as “0”. The isoforms which are slower compared to the main band are labelled with positive numbers, while the faster
isoforms are indicated with negative numbers in order to indicate their position within the gel. The obtained intensities are depicted in graphs.

Az 54. édbra G esetén GelQuant-tal mértiik a sdvok denzitasat (Suppl Fig 4).
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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 A. membranaceus cotyledon.
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Ilyen , loadig” bemutatdsra keriil a 49.abran a GSNO enzimaktivitas nativ gélben valo vizsgalatakor.
Ezen az abradn szerencsésebb lett volna a ,, Nativ PAGE” helyett a szubsztratot, a ,,western blot” helyett
a hasznalt ellenagyagot (vagy a kimutatott feherjét) feltiintetni a gél jobb oldalan.

Az éabra jobb atlathatésaga miatt valéban jobb lett volna az opponensem altal javasolt
feliratozast alkalmazni, k6sz6nom az észrevételt.

Altalanos kérdések:

1/ A SIMV jelenlétének megdllapitasdra a gyokérzet modosult novekedését vizsgaltik. Van-e esetleg a
SIMV-nek a hajtasra jellemzo megnyilvanuldasa, ami hasonloan vizsgalhato? Ha nincs, akkor vajon
miért a gyokérben nyilvanul meg, ha van, akkor esetleg tervezik-e az elemtobblet altal kivaltot stressz
hatasait a hajtasban vizsgalni?

A hajtason jelentkezd SIMV tiinetei a csokkent levélteriilet, nagyobb levélvastagsag, gatolt
szarmegnyulds és fokozott oldalhajtds képzés. Ezek a morfogenikus véalaszok UV-B sugarzas és
mechanikai behatas esetén ismertek (0sszefoglalva Potters és mtsi. 2007). Az elemtdbbletek esetén
valdészinlileg azért nem ismert a SIMV megjelenése a hajtasban, mert a gyokér van kozvetlen
kapcsolatban az elemekkel, sok esetben itt torténik felhalmozas, valamint a gyokérstruktira sokkal
inkabb plasztikus. Megfigyelve a kezelt n6vényeink hajtasait, azoknal az elemdozisoknal ahol a gyokér
SIMV-et mutatott a hajtasban nem volt szemmel lathatd morfogenikus valtozas. Azok az
elemkoncentraciok, amik a hajtasra hatast fejtettek ki, a gyokérre nézve gatlok voltak. Ebb6l arra
kovetkeztethetiink, hogy az elemtobbletek esetén a gydkérzet érzékenyebb a hajtashoz képest, ennek
oka pedig a nagyobb foku, kozvetlen kitettség és a nagyobb mértéki elemfelhalmozas.

Potters G, Pasternak TP, Guisez Y, Palme KJ, Jansen MAK (2007) Stress-induced morphogenic responses: growing out of
trouble? Trend Plant Sci 12: 98-105.

2/ Az NO szabadlyozas feltarasanak igen sokféle aspektusat targyaltak. A bonyolult kapcsolatok toviabbi
vizsgadlatat nagyban segitené az NO szint valtozasara kozvetleniil valaszolo gének azonositasa. Ezek
ismeretében génexpresszios valtozasaik kiilonféle kezelések hatasara is lehetséges lenne. Terveznek-e
ilyen iranyu vizsgalatokat nagy-dteresztoképességii szekvenalas felhaszndlasaval, vagy mas modon?

Oriilok a kérdésnek, mert bennem is felmeriilt az a teljesen jogos igény, hogy a NO-dal
kozvetlen kapcsolatban allo géneket ismerjlink meg, hiszen ezaltal valhat lehetévé 01 kutatasi iranyok
kijel6lése. A nemrégiben indult MTA Lendiilet projektem keretében NO-kapcsolt gének felfedezésére
teszlink kisérletet genetikai szliréssel. Ehhez a Rigo6 és mtsi. (2017) altal fejlesztett kondicionalis cDNS
tulexpresszalo rendszert (COS) fogjuk hasznalni, aminek segitségével cDNS klonok random bevitele és
kifejeztetése tortént meg Arabidopis-ban. A cDNS konyvtar a s6-, 0zmotikus- és oxidativ stressztird
Lepidium crassifolium-bol szarmazott. A COS rendszerrel 40 000 transzgenikus Arabidopsis vonalat
allitottak el6, amelyeket NO érzéketlenségre vagy hiperszenzitivitasra fogunk sziirni, az igéretes
vonalakat pedig részletes molekularis-genetikai analizisnek vetjiik ala.

Rigd G, Valkai I, Faragd D, Kiss E, Van Houdt S, Van de Steene N, Hannah MA, Szabados L (2016) Gene mining in
halophytes: functional identification of stress tolerance genes in Lepidium crassifolium. Plant Cell Environ 39: 2074-2084.

3/ A rézterhelés és a NO kapcsolatat modellnovényekben vizsgaltak. A biogazdalkodas soran a
szerhaszndlat nagymértékben korlatozodik a réztartalmu szerek haszndlatara, ami olyan névények
eseteben mint a szolo (ahol igen nagyszamu permetezés torténik) lokalisan igen nagy elemtobbletet
eredményez. Terveznek-e kisérleteket gazdasagilag fontos novényeken?

Osztom opponensem véleményét, miszerint a réztartalmu permetszerek gazdasagi ndvényekben
is aktualissa teszik a kutatasokat. Az elmult par évben vizsgalataink fokusza elmozdult a nanoanyagok
iranyéba, és legujabb kutatasainkban ezek novényekre gyakorolt elonyds, mezdgazdasagi gyakorlatban
kihasznalhato tulajdonsagait tanulmanyozzuk. Egy ilyen tervezett vizsgalatunkban plazma-aktivalt
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folyadékot dusitunk réz-oxid nanorészecskékkel, és ezt alkalmazzuk ladfii és paradicsom magjainak
edzésére. A réz-oxid nanorészecskék plazma-aktivalt folyadékban val6 alkalmazéasanak kettds célja van.
A réz-oxid nanorészecskéknek ismert az antimikrobialis hatésa, és az is, hogy a ndvények korokozokkal
szembeni ellenallasat fokozzak. Tovabba a plazma-aktivalt folyadékban képz6do reaktiv nitrogén- és
oxigénformdk stabilitdsat megndveli a nanoréz, igy reményeink szerint fokozddik a magedz6 hatas.

4/ Kisérleteik soran vizsgaltak és bizonyitottak az NO stresszenyhité tulajdonsagat elemtulsuly
haszndlatakor, kimutatva az NO és a ROF koncentrdcio antagonista médon valé valtozasat. Vannak-e
esetleg arra vonatkozo adatok, hogy a NO (a ROF-ok csékkentésén keresztiil) csokkentheti a
novénypatogének fertozése soran kialakulo karos tiineteket? Lenne-e/lat-e lehetéséget az NO
novényvédelemben valo felhasznaldasara?

Ez a témakor kapcsolodik az el6zd kérdésre adott valaszomhoz. A kozeli jovében tervezett
vizsgalataink arra fokuszalnak, hogy a reaktiv nitrogén- és oxigénformakban dus plazma-aktivalt
folyadékok, a kitozanba csomagolt S-nitrozoglutation NO donor és a S-nitrozotiolokat felszabadito
nanolemezek csokkentik-e a névénypatogének fertézése soran kialakulé koros tiineteket, avagy
fokozzak-e a ndvényi védekezést. Ezekkel a NO-ot felszabaditd nanoanyagokkal magokat edziink, és
kisérleteinkkel szeretnénk megalapozni az antimikrobidlis magkezeld eljarasok mezdgazdasagi
alkalmazasat. Munkahipotézisiink azon alapul, hogy a NO aktiv jelmolekula a kérokozokra adott
ndvényi valaszokban. Opponensem kérdése arra irdnyult, hogy a NO a ROF-ok csdkkentésén keresztiil
enyhitheti-e a patogénfert6zés sordn nyoman megjelend karosodasokat. Meglepden kevés kutatési
eredményre bukkantam olyan kisérleti rendszerekben, ahol a fert6zott névényt NO donorkezelésnek
tették ki és tanulmanyoztak a ROF szinteket/metabolizmust. Példaul egy ilyen paradicsom-Botrytis
pathorendszerben végzett vizsgalat kimutatta, hogy a kiilsé NO kezelés csokkentette a H,O, tartalmat a
SOD, APX ¢és KAT enzimek aktivitasanak modositasa nélkiil, de a redukalt H,O, tartalom nem
csokkentette, hanem fokozta a novény fogékonysagat a fertdézéssel szemben (Malolepsza és Rozalska
2005). Ami a patogénfert6zésre endogén képzdd6 NO-ot illeti, az a lokalis és a szisztémas valaszokan
is szabalyoz6 molekula. A lokalis valaszokban a hiperszenzitiv reakcid soran lejatszodod programozott
sejthalal kialakitasaban van szerepe a H.O>-dal egyiitt. Ebben a védelmi folyamatban azonban a NO
nem csokkenti a ROF/ H,0; szintet, hanem egymas szintjét pozitivan szabalyozzak, igy a két molekula
talprodukcidja programozott sejthalalt valt ki protedzok aktivaldsa, oxidativ és nitrozativ fehérje,
nukleinsav és lipidmodositasok révén (Kahn és mtsi. 2023). A hiperszenzitiv reakcié limitacioja pedig
egy negativ feedback mechanizmussal valdésul meg, amiben a megemelkedett NO/SNO szintek S-
nitrozilaljak a NADPH-oxidazt, igy csokkentve annak ROF-general6 aktivitasat (Yun és mtsi. 2011).

Matolepsza U, Rozalska S (2005) Nitric oxide and hydrogen peroxide in tomato resistance. Nitric oxide modulates hydrogen
peroxide level in o-hydroxyethylorutin-induced resistance to Botrytis cinerea in tomato. Plant Physiol Biochem 43: 623-635.

Khan M, Ali S, Al Azzawi TNI, Saqib S, Ullah F, Ayaz A, Zaman W (2023) The key roles of ROS and RNS as a signaling
molecule in plant-microbe interactions. Antiox 12: 268, https://doi.org/10.3390/antiox12020268

Yun BW, Feechan A, Yin M. és mtsi. S-nitrosylation of NADPH oxidase regulates cell death in plant immunity. Nat 478: 264
268.

Végiil még egyszer koszonom Dr. Viarallyay Eva megjegyzéseit, érdekes szakmai kérdéseit,
és kérem eredményeim tij tudomanyos eredményként valo elfogadasat.
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