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Megtiszteltetésnek vettem és 6rommel vallaltam Ordégné Kolbert Zsuzsanna MTA doktori
értekezésének biralatat. Kolbert Zsuzsanna 18 éve végzi kutatasait a Szegedi tudomanyegyetemen,
ahol mara 2009-ben szerzett PhD értekezésébenis a NO szerepét, keletkezését és forrasait vizsgalta.
E megalapozott kutatasok tették lehetévé, hogy azokra tovabb épitkezve az NO szerepét igen
bonyolult, eddig nem vizsgalt stresszfolyamatokban, mint az elemtdbbletek vizsgalja tovabb. A
doktori értekezés az ezekben a kutatdsokban a PhD megszerzése ota végzett kutatdsait, azok
legfontosabb eredményeit foglalja 6ssze.

A doktori értekezés a tézisfizetben taldlhatd informaciok alapjan 16 szakcikk tudomanyos
eredményeit foglalja 6ssze. Kolbert Zsuzsa e 16 szakcikk mindegyikében meghatarozo szerz6: hét
esetben elsé (3 esetben megosztva), mig kilenc esetben levelezd szerzd. A szakcikkek a szakma
rangos folyoirataiban jelentek meg. A doktori értekezés a tézisektdl figgetlendl is életképes kell
legyen, ezért nagyon hianyoltam az értekezésbdl a dolgozat témajaul szolgald szakcikkek felsorolasat
és az eredmények bemutatdsakor, az eredeti szakcikkekre valé hivatkozasokat. Az opponens feladata
a dolgozat birdlata, figgetlenUl a tézisektdl (a jeldlt habitusat egy figgetlen férum méri), az, hogy
mely eredmény melyik publikacidban kerilt kozlésre nagyon fontos informacio lett volna.

Kolbert Zsuzsanna szakmai felkésziltsége, publikacios aktivitasa: Scopus 69 dokument, 2170
hivatkozas, Hirsch faktor: 28; kutatdi teljesitménye elismerést érdemld, és az, hogy a habitusvizsgalat
zold utat engedett a dolgozat biralatanak is ezt bizonyitja.

A doktori értekezés Kolbert Zsuszanna azon kutatasait foglalja ©ssze melyekben a NO
fitohormonokkal és nem fitohormon jellegl komponensekkel valé kapcsolatait és ezek szerepét
mutatja be az elemtdbbletek altal befolyasolt gydkérfejléddés soran. Az értekezés ezen feltl az NO
reaktiv oxigénformakkal vald kapcsolatat az elemtobbletekkel szembeni tolerancia kialakitasaban és
a stresszjelatviteli folyamatban valo szerepét is bemutatja.

A kérdés borzasztd érdekes és fontos, hiszen ezekrél a folyamatokrdl még mindig keveset tudunk. A
kérdés megvalaszoldsara hasznalt kutatasi modszerek id6szerUek, elére mutatdak.

A doktori értekezés hagyomanyos szerkezet(, melyben bevezetd, irodalmi attekintés, kutatasi célok
megfogalmazasa utan olvashatjuk a felhasznalt anyagokat, modszereket, a kapott eredményeket,
azok megvitatasat és dsszefoglaldsat, majd az elért Uj tudomanyos eredményeket. Az eredmények
leirdsa és értékelése kilon fejezeteben tortént. Mivel az MTA doktori értekezés formatuma nem
kotott az eredmények és értékelésik egyUtt vald targyaldsa nagyban megkdnnyitette volna a
komplex folyamatok megértését.

Az értekezés nyelvezete gordilékeny és preciz, ennek ellenére nagyon nehezen olvashaté. Ennek oka
valdszinlleg az, hogy a bemutatott Osszetett abrak felvezetése és eredményeinek leirdsa éltalaban
fél oldalon tortént, ami nem teszi lehet6vé a részletes leirast. A kutatasok kezelései soran rengeteg,
egymassal nem szorosan 6sszefiiggd paramétert vizsgalt, igy nemcsak az eredmények értékelése,



hanem sokszor a kisérleti bedllitasok is igen bonyolultak. A dolgozat tordelésével lehetett volna
segiteni az atlathatosagat, de sajnos ez nem sikerilt jdl, valdszinlleg azért nem, mert az értekezés
digitalis formaban kerilt benyujtasra.

Altalanossagban elmondhatd, hogy a dolgozat igen nagymennyiség( informacidt tartalmaz, talan
kicsit kevesebb témakor részletesebb bemutatdsa és targyalasa szerencsésebb lett volna. A kisérletek
leirdsakor az eredmények részben hianyoltam egy révid informacidt a kezel6szerek és a mutansok, a
gRT-PCR-rel vizsgalt gének kivalasztasardl (ezek sokszor csak roviditésként jelennek meg (pl SA,
pTCS:GFP, ERS, STR, ACC, AVG, GSNOR, GR24 — melyek feloldasa néha a roviditésjegyzékbdl is
hidnyzik), kérdést hagyva az olvaséban, hogy vajon mit csinal ez a kezel&szer, miért ez a mutans volt
a kontrol, miért ezen gének expresszidjat vizsgaltak.

A kovetkezbkben a dolgozat olvasasa kozben felmerilt megjegyzéseimet, kérdéseimet foglalom
0ssze. A megjegyzéseknél a konnyebb kovethetdség kedvéért a dolgozat megfeleld fejezetszamaira
hivatkozom:

5.1. A fémionkezelések hatasara kialakuld stresszindukalt morfogenetikus valasz, a SIMV,
novényben. A SIMV a kezelések formajatol, a novény fajtol és fémionszenzitivitasatol figgetlendl
tobb esetben, kialakult. Az értekezésben bemutatott eredményekbdl (12.tablazat) nem deril ki, hogy
az alkalmazott koncentraciok melyikénél, és mennyi id6 mulva alakult ki SIMV a vizsgalt
novényekben. A kdvetkeztetés szerint a SIMV altalanosan megjelend valasz, noha a tablazat szerint
ez a SIMV-nek jeldlt gyokérndvekedési eltérés a 15 kisérleti felallas kozil csak 6-ban volt tipikus.
Lehetséges-e, hogy a gyokérnovekedési valtozasok egy mas paraméterrel, pl gyokér frisstomeg
méréssel jobban jellemezhetdek lennének?

5.2. A kilonbozé szelénérzékenységl Astragalus fajok fégyokérhossza kezelés nélkil is nagyon
kulonbozik: a tolerans fajé joval hosszabb. Az érzékeny fajnak viszont nagyon sok az oldalgydkere
alapesetben. Lehetséges-e, hogy egy ilyen alapvetéen mas gyokérstruktura eltéré6 mennyiségben
képes az elemek felvételére és ezért érzékenyebb a fémiontulsulyra?

Ismert-e annak az oka, hogy vajon miért képesek a Lesbos szigetén él6 Odontarrhena fajok ilyen
mérték{ nikkel felhalmozasra? Es vajon milehet a magyarazat arra, hogy a nikkelkezelés a hajtasban
kb 5-szords, mig a gyokérben akar 4ox-es nikkelkoncentracié kilénbséget okozott a kontrolhoz
képest? Erdekes lett volna egy nikkelfelhalmozasra nem képes Odontarrhena faj kezelésre mutatott
valaszat is tanulmanyozni — bar nem tudom, hogy van-e ilyen? Hasonlo felhalmozasi kilonbséget
figyeltek meg a Brassica fajokban tortént cink nanopartikulummal végzett kisérleteikben is. A cink
felhalmozas ott is jellemzden a gyokérben tortént. Lehet-e hasonlé mechanizmus a magyarazat a két
latszolag figgetlen esetben?

5.3.1. A rézterhelt ludfiben vizsgalt auxin és NO tartalom vizsgalatanal az auxin kimutatasa a
gyokeércsucsban tortént, mig az NO-t a gyokér elongacios és merisztematikus zonajaban vizsgaltak.
Valtozast azonban csak az elongacios zénaban detektaltak. Vajon ebben az esetben tényleg van
0sszefiggés az NO szint valtozas és az auxin szint kdzott?

Az eredmények értékelésében szerepel, hogy az Arabidopsisban a kadmium és az arzén is SIMV-et
okozott, hivatkozva a sajat eredményeket (de a hivatkozas egy 6sszefoglald cikkre utal). Ez esetben
fontos lett volna az eredeti kisérleti eredményeket bemutatd munkara utalni, vagy ezen kisérleti
eredményeket is belerakni a dolgozatba. Annak a kovetkeztetésnek a helyessége, hogy az
elemtébblet SIMV kialakito hatdsa csak alacsony elemkoncentracional, hosszu id6 alatt jelenik meg,
a bemutatott eredmények alapjan nem vizsgalhato, hiszen a bemutatott és hivatkozott tablazat csak



a kisérleti feldllasokat tartalmazza, a SIMV megjelenésnek idejére nincs benne adat. A tablazat szerint
a kezelések altalaban egy koncentracidban torténtek, ami alapjan nem tudom mennyire helyes a

e rer

5.3.2. Szelénterhelt [Udfiben vizsgaltak az auxin, etilén és citokininek felhalmozddasat. A 11.abran
bemutatott eredmények alapjan a citokinin koncentracié a WT névényben is n6 2-7 nap kozott, és a
10 (vagy20vM — az abrafelirat és alairas nem egyértelm() szelén hatdsa nem tinik gatlonak ebben az
esetben. Ha jol értem az auxinnal és az etilénnel szemben (ahol hormonérzéketlen mutansokat
vizsgaltak), a citokininek vizsgalatakor, tultermelé novényben vizsgaltdk az NO szintet — és kaptak
ellentétes eredményt. Nem lehet, hogy azért nétt a vizsgalt névényben az NO szint, mert a
muténsban nem csokkent, hanem nétt a fitohormon szintje?

A citokinin koncentracid szelenit tulsulyban vald vizsgalatardl két dbra is sz6l, de mig a 11.abran 2 és
7napon, addig a 13. abran a 4.napon tortént a vizsgalat. Ebbdl, ha jél latom az deril ki, hogy a citokinin
koncentracio jelentés mértékben csak a 40vM kezelés hatdsara nétt meg a gyokérben, ahol a 4.napon
és 7.napon 10/20vM kezelés esetén is a kontrolhoz hasonlé koncentraciot mutat.

A NO szint mind a vad, mind a nitrat reduktaz mutans névények esetében is csokkent (12, 15/A,B
abrak) a szelénkoncentrécio névekedésével (parhuzamosan a citokinin tultermeléssel (13.abra), de
nott a citokinin tultermeld mutansban (12-abra). Nem ellentmondas ez?

A szelenitkezelés hatasara megnétt az etilénkoncentracié a gyokérben, parhuzamosan az NO
csokkenéssel, noha ezt a két eredményt két kilonbozo kisérletben vizsgaltak —nem azonos (10,20vM,
illetve 15vM szelenit koncentracional), Nem lehetett volna ugyanazon kezelésnél (ami a 17.abran van
bemutatva) meghatarozni az NO szintet is, igy kozvetlenil 6sszekapcsolni az etilénkoncentraciot, az
NO tartalommal és az oldalgyokérképz6déssel?

Az etilén hatasmechanizmusat illetéen levont kovetkeztetés szerint az etilén az auxinnal valo
szabalyoz6 koélcsonhatasa révén gatolja az oldalgyokérképzédést. Mire alapozza ezt a
kovetkeztetést?

A szelenitkezelés oldalgyokérszamra vald hatasanal arra a kovetkeztetésre jut, hogy az NO szint
novelése fokozta az oldalgydkerek szamat mind a wt, mind az etr1-1 mutans névényben. A 20. abran
bemutatott eredmények alapjan a névényekben minden kezelés hatdsara (akar NO szint ndvekedést,
akar csokkenést indukalta) csokkent ez a szam. Lehetséges, hogy én nem értem jol, esetleg
kaphatnék ehhez magyarazatot?

Az etilénnel kapcsolatos kisérletek soran az NO szintet is alternaltak, de csak a szelénkezeléssel
egyUtt. Nem végeztek esetleg kisérleteket, melyben csak az NO szintet alternaltak farmakoldgiai
szerekkel, hogy megfigyeljék az milyen hatassal van a gyokérképzodésre?

5.3.3. A strigolaktonok vizsgalatakor a GSNOR enzim aktivitasaban csokkenést mutattak ki,
koszonhetden a csokkent fehérjeexpresszionak. A génexpresszio valtozasat is megvizsgaltak, de nem
talaltak kilonbséget. Szerintem a bemutatott abran latszik génexpresszié csokkenés mindkét gén
esetében, ami a Max2-1 esetében kifejezettebb. Ez a valtozds nem elegend6 a csokkend
fehérjemennyiség és aktivitas magyarazatara?

5.4.3. A cinkkezelés és az NO kapcsolatanak vizsgalatakor a GSNOR1 tultermelé ndvényekben
valtozatlan transzkripcidé mellett detektaltak emelkedett fehérjeexpressziot, de az enzim aktivitasa
cink jelenlétében nagyon szignifikansan csokkent. Utdbbira azt a magyarazatot kapjuk, hogy ennek
oka a megemelkedett H202 enzimaktivitast gatlo hatasa, ami glutation hozzdadasaval csokkenthetd



volt. A bemutatott dbran (36.3bra) azonban én Ugy latom, hogy a H202 szint a kontrolhoz képest
minden esetben nétt. Hogyan kell elképzelnink ezt a szabalyzast?

5.5.1. A fehérjék S-nitrozilacidjanak kimutatasa egy Uj mddszerrel RSNO-RAC technikaval tortént. A
leirdsbdl nem egyértelm( szamomra, hogy a tdmegspektrometria a gélbdl tisztitott mintakon, vagy
az egész csirandvénybdl affinitdskromatografidval tisztitott fehérjéken tortént. Kaphatnék errél egy
kis magyarazatot? A mddszer alapjan azonositott APX fehérje mennyiségét is vizsgaltak, de a
hivatkozott abra alairasaban (38.abra) GSNOR szerepel és a hasznalt ellenagyag sincs feltintetve, igy
csak sejtheti az ember, hogy eliras tortént. A bemutatott eredmények alapjan azonban a leirt
kovetkeztetés nem érthetd.

A fehérjegéleken mutatott nirozilaciés szignal jelek nem tlnnek tul szignifikansnak. Mennyire
megbizhaté ez a mddszer?

5.5.1.3. A cink-oxid nanopartikulummal végzett vizsgalataikat két Brassica fajban végezték, melyek
cinkérzékenysége a bemutatott adatok alapjan nem egyértelmi. A 83.oldalon az szerepel, hogy a B.
juncea cinktUrést mutatott, mig a B. napus nem, de a hivatkozott 1.tablazatban mindkét faj
akkumulaldnak van feltintetve. Mivel a két faj tobb kisérleti beallitasra eltéréen reagalt fontos lenne
tudni, hogy vajon mi alapjan lettek kivalasztva?

Ugyanezen kisérleteknél a SOD enzim aktivitasanak valtozasakor magas koncentracional szignifikans
novekedést irnak le, noha ez a bemutatott abran 46./D nem igazan latszik, ahogy a 25mn/L
koncentracional torténd aktivitas csokkenés sem. Mi az, ami a szignifikans novekedésre utal?

A nativ gélek aktivitasfestése mennyire megbizhaté mddszer? A bemutatott eredmények egy
részénél szerepel aktin ,loading” bemutatasa, de ez hidnyzik pl a 46. és 54/D és G dbranal. A tobbi
helyen sokszor az aktin mennyisége szemmel lathatéan nem egyenletes, ami nem gond, de ilyenkor
egy képanalizalo sofwerrel végzett 6sszehasonlitas alapjan készilt normalizalt értékeket bemutatd
oszlopdiagram az, ami alapjan eldénthet6 az aktivitasban tortént valtozas. Ez szabad szemmel
nagyon nehezen lathato. Nem késziltek ezekhez a gélekhez ilyen elemzések?

llyen ,loadig” bemutatasra kerll a 49.abran a GSNO enzimaktivitas nativ gélben valé vizsgalatakor.
Ezen az abran szerencsésebb lett volna a ,Nativ PAGE” helyett a szubsztratot, a ,western blot” helyett
a hasznalt ellenagyagot (vagy a kimutatott fehérjét) feltintetni a gél jobb oldalan.

A felmerilt kérdések a dolgozat értékét nem befolyasoljak, csupan néhany kérdés pontositasat teszik
lehetévé.

A 8. fejezetben 6sszefoglalt Uj tudomanyos eredményekkel egyet értek, azokat Ujként és a jeldlt
eredményeiként elfogadom.

Altaldnos kérdéseim:

1/ ASIMV jelenlétének megallapitasara a gyokérzet modosult ndvekedését vizsgaltak. Van-e esetleg
a SIMV-nek a hajtasra jellemzé megnyilvanulasa, ami hasonldan vizsgalhat6? Ha nincs, akkor vajon
miért a gyokérben nyilvanul meg, ha van, akkor esetleg tervezik-e az elemtobblet altal kivaltot stressz
hatasait a hajtasban vizsgalni?

2/ Az NO szabalyozas feltarasanak igen sokféle aspektusat targyaltak. A bonyolult kapcsolatok
tovabbi vizsgalatat nagyban segitené az NO szint valtozasara kozvetlentl valaszolé gének
azonositasa. Ezek ismeretében génexpresszios valtozasaik killonféle kezelések hatasara is lehetséges
lenne. Terveznek-e ilyen iranyu vizsgalatokat nagy-ateresztéképesséqu szekvenalas felhasznalasaval,
vagy mas modon?



3/ A rézterhelés és az NO kapcsolatdt modellndvényekben vizsgéltak. A biogazdalkodas soran a
szerhasznalat nagymértékben korlatozddik a réztartalmu szerek hasznélatara, ami olyan névények
esetében, mint a 52616 (ahol igen nagyszamu permetezés torténik) lokalisan igen nagy elemtobbletet
eredményez. Terveznek-e kisérleteket gazdasagilag fontos névényeken?

4| Kisérleteik soran vizsgaltak és bizonyitottak az NO stresszenyhit6 tulajdonsagat elemtulsuly
hasznalatakor, kimutatva az NO és a ROF koncentracio antagonista modon valo valtozasat. Vannak-
e esetleg arra vonatkozo adatok, hogy az NO (a ROF-ok csékkentésén keresztil) csdkkentheti a
novénypatogeének fertdzése soran kialakulo karos tineteket? Lenne-e értelme/Lat-e lehetdséget az
NO noveényvédelemben valo felhasznalasara?

EzUton nyilatkozom arrdl, hogy Ordégné Kolbert Zsuzsanna MTA doktori értekezésében
megfogalmazott Uj tudomanyos eredményeit, elfogadom. A jeldltet és a munkajat alkalmasnak
tartom a cim megszerzéséhez, a doktori értekezés nyilvanos védésének kit(izését javaslom. Sikeres
védés esetén pedig a legmesszebbmenéen tdmogatom szamara az MTA doktori cim odaitélését.

Godolld, 2023 julius.24.
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