Vilasz Dr. Varallyai Eva opponensi véleményére

Ko6szonom a doktori értekezésem alapos birdlatdra szdnt idejét valamint az épitd, konstruktiv és sokszor
gondolatébresztd megjegyzéseit, javaslatait! Koszonom tovdbba az eddigi kutatdmunkdmmal kapcsolatos elismerd
szavait!

Opponensem hidnyolta az értekezésbol a dolgozat témdjdul szolgdlo szakcikkek felsoroldsdt és az eredmények
bemutatdsakor az eredeti szakcikkekre valé hivatkozdsokat.

A dolgozat témdjahoz kozvetleniil kapcsol6dé szakcikkek felsoroldsa a tézisekben szerepel, de jogos a megjegyzés,
hogy ez a felsorolas, ill. az eredményeknél az emlitett szakcikkekre val6 hivatkozasok hidnyoznak a dolgozatbdl. Ez4ltal
valéban egy fontos informacié maradt ki a dolgozatbdl, amely segithette volna az eredmények megértését.

A dolgozatban az eredmények és értékelésiik egyiitt valo tdrgyaldsa megkonnyitette volna a bemutatott komplex
Sfolyamatok megértését.

Amint azt az opponens is emliti birdlatdban, az MTA doktori értekezés formdtuma nem kotott, igy lehetdségem nyilt
arra, hogy értekezésemben az eredményeket és azok értékelését kiilon targyaljam — én személy szerint ezt a felosztast
preferdlom. Mindazondltal el kell, hogy fogadjam, hogy opponensem (és feltehetden sok mas kolléga szdmaéra is) az
eredmények és értékelésiik egyiitt vald targyaldsa megkonnyitheti az adott szakmai munka (szakcikk, értekezés)
megértését.

A dolgozat olvashatésdgdt, dtldthatdsdgdt javitotta volna a hidnyzo decimdlis szdmozds, az al-dbrdk betiikodokkal valo
jelolése, ill. az alaposabb tordelés.

Az opponensem 4ltal emlitett szerkesztési hibak kikiiszobolése valdban segithette volna a dolgozat jobb atldthatosagit,
megértését. Az dsszetett dbrakndl az al-dbrdkat betlikdddal ugyan nem jeldltem, de minden ilyen esetben igyekeztem az
dbraaldirdsban megemliteni az adott al-abra pozicidjat (pl. baloldalt fent).

A HR és a nekrozis nem felcserélhetd fogalmak, a dolgozatban mégis, a legnagyobb ldthato igyekezet ellenére, néhol
szinonimaként jelentkeznek.

Teljes mértékben egyetértek opponensem azon megjegyzésével, hogy a hiperszenzitiv reakcié (HR) és a nekr6zis nem
felcserélhetd fogalmak — a doktori dolgozatom eredményei 1ényegében ezt mutatjdk be: mds széval a HR-t alkotd két
f6 komponens a kérokozé behatolds helyén lokalizélt rezisztencia és nekrézis (pontosabban sejt-, ill. szovethaldl),
amelyek — a vizsgalt novény-korokoz6 kapcsolatokban — egymdstodl fiiggetlen folyamatok. A dolgozatban valamennyi
esetben igyekeztem vildgosan elkiiloniteni a HR-tipusu rezisztencia és a HR-tipusu sejthaldl (nekrdzis) targyaldsat, de
lehetséges, hogy némely szovegrészben ez az elkiilonités nem volt egészen vildgos. Sajnos a — foleg angolszdsz —
szakirodalomban szinte a mai napig a HR-t az annak részét képezd lokilis sejt/szovethalal szinonimdjaként emlegetik
(1d. pl. a Balint-Kurti et al. altal 2019-ben publikalt szemlecikket és az abban hivatkozott kordbbi munkdékat).

A N. clevelandii CaMV-re (W260 torzs) valo fokozott érzékenységét és a kialakulo nekrozist a ccd1/CaMV cell death
gén hatdrozza meg (Kirdly et al., MPMI, 1999). Kideriilt-e azota, hogy mi ennek a génnek a funkcidja, és ha igen vajon
az mennyiben és hogyan magyardzza a nekrozis kialakuldsdt? A N. bigelovii esetében a CaMV W260 és D4 torzsére
adott reakciok hasonloak, mig ezek a N. clevelandii esetében markdnsan kiilonboznek. Vizsgdltdk-e azota, hogy a ccdl



mennyiben kiilonbézik a 2 faj esetében? Es esetleg molekuldris mddszerekkel azt, hogy a D4 és W260 tiorzsek P6
fehérjéjének mely régidja az, ami kiilonbozik és a ccdl-gyel kolcsonhatva felelds lehet a HR és SN kialakuldsdért?

A N. clevelandii-ben a CaMV W260 virus fertdzésére kialakul6 lokalis és szisztemikus nekrézist (sejt/szovethalalt) a
ccd1/CaMV cell death gén hatdrozza meg, amely recessziv oroklésmenetet mutat: a N. clevelandii-t a CaMV W260-ra
lokdlis és szisztemikus klorézist/mozaikot addé N. bigelovii-vel keresztezve ugyanis az F, genericidban a
klorézis/mozaik, ill. nekrotikus tiinetek hasaddsi ardnya 3:1 volt (Kiraly et al., 1999). Ezek szerint a ccdl gén dominéns
allélja a N. bigelovii-ben a CCDI, amely a CaMV W260 éltal okozott nekrézist elnyomja (szuppresszilja). Ennek
bizonyitdsara a CCDI gént keresztezésekkel (introgresszid) dtjan sikeriilt atvinni a N. bigelovii-bél a N. clevelandii-be.
Az igy kapott novényekben (N. clevelandii-SD) a CaMV W260 nem okozott se lokdlis, se szisztemikus nekrozist, csak
klorézist/mozaikot (Cawly et al., 2005).

A sejt/szovethaldl CCD1 4ltali szuppresszidja viszont csak a CaMV W260 virus fertézésére miikodott, arra specifikus
volt, mivel a CCD1-et tartalmaz6 novényekben a dohany mozaik virus (TMV) és a paradicsom bokrosodés torpiilés
virus (TBSV) képes volt lokdlis (HR), ill. szisztemikus nekrozist kivaltani (Cawly et al., 2005). A két gazdanovény faj
(N. bigelovii és N. clevelandii) CCD1, ill. ccdl génjének, és a kodolt fehérjék funkcidja azonban még nem tisztazott,
ahogy az sem, hogy a két szekvencia mennyire kiillonbozik egymadstél. Annyi bizonyosnak tiinik, hogy — mivel a
recessziv forma (ccdl) valt ki sejthalalt — a domindns forma (CCDI) egy sejthalal gatlasért felelds fehérjét kddol. Ebbdl
a szempontbdl a CCD1 fehérje hasonlit a szdmos ndvényfaj altal hordozott MLO fehérjékre, amelyek a lisztharmat
rezisztencia, ill. a novényi sejthaldl negativ regulatordnak tekinthetdk (Biischges et al., 1997; Piffanelli et al., 2002). A
recessziv mlo-muténs ndvényekben viszont fertdzés/stressz hidnyaban is iddvel spontan sejtelhalds/szdveti nekrdzis (ln.
lesion mimic fenotipus) alakul ki (Wolter et al. 1993; Peterhénsel et al., 1997; Piffanelli et al., 2002). Ez a jelenség a
ccdl gént tartalmazd N. clevelandii-ben nem tapasztalhatd, ami szintén arra utal, hogy a ccd1/CCD1 fehérjék sejthalélt
eléidézé/elnyomé hatésa specifikus a CaMV W260 fertdzésére.

A CaMV D4 és W260 torzsei kozott 1étrehozott rekombindns (kiméra) virusok elemzése nyomadn tisztdzédott, hogy a
ccdl génnel/fehérjével kolcsonhatva a CaMV W260 P6 fehérjéjének N régidja (a P6 gén kodol6 régidjanak 5™ harmada)
felelos N. clevelandii-ben a lokélis és szisztemikus nekrézis (HR és SN) kialakuldsaért (Kiraly et al., 1999).

A HR (nekrozis) és a rezisztencia fiiggetlen oroklédésének igazoldsdra a N. edwardsonii var. Columbia fajhibridet a
fogékony sziilével keresztezték vissza, majd az FI1 generdcio ontermékeny utodaindl vizsgdltdk a tulajdonsdgok
szegregdldsdt. Miért volt sziikség erre a visszakeresztezésre? Vajon a fajhibrid ontermékenyitésével kapott — az eredeti
keresztezés F2 populdcioja nem ugyanezt az ardnyt mutatta volna? Vagy volt ennek valami mds oka?

A N. edwardsonii var. Columbia fajhibridben — mér az eredeti keresztezésbdl szairmazé F, egyedekben és az azt kovetd,
ontermékenyitéssel kapott tovdbbi nemzedékekben is — a morfoldgiai jellegek stabilan megmaradtak (1d. a dolgozatban,
43-44. old., 2. dbra; Cole et al., 2001). Ugyanakkor a CaMV W260-ra mindkét fajhibrid (eredeti N. edwardsonii és var.
Columbia) valamennyi vizsgilt egyede — az dntermékenyitett utédok is — HR-tipusti rezisztencidval (lokdlis nekrotikus
1ézi6k) reagalt, tehat a HR-rezisztencia és a nekrotikus tiinetek a hibridekben nem szegregdlédtak. Ennek oka feltehetéen
az, hogy a hibridek genetikai anyaga a kolhicin kezelés hatdsdra megdupldazddott. A HR-rezisztencia és a nekrotikus
tiilnetek fliggetlen 6roklddésének igazolasara ezért mas kisérleti megkozelitést kellett alkalmaznunk, hasonlét ahhoz,
amit kb. 100 éve haszndltak eloszor a TMV elleni N rezisztencia gén klasszikus genetikai jellemzéséhez (1d. a
dolgozatban, 97. old; Clausen és Goodspeed, 1925). Ennek megfeleléen a CaMV W260-ra rezisztens N. edwardsonii
var. Columbia hibridet (n = 36) a fogékony N. clevelandii sziillovel (n = 24) kereszteztiik vissza és szinte az dsszes Fi
utéd HR-tipust rezisztencidt adott. A CaMV-vel szembeni rezisztencia és nekrotikus tiinetek pedig az F, utédokban
szegregilddtak — igy sikeriilt igazolnunk, hogy a CaMV W260 fert6zésre adott HR-nél a rezisztencia és sejt/szovethaldl
(nekrozis) genetikailag egymastdl szétvélaszthato.

1 és 2 tdbldzat (42, 47.0ld): A tdbldzatok a sok ldbjegyzet miatt nagyon nehezen érthetéek — egy oszlopdiagrammos

bemutatds segithette volna a gyorsabb befogaddst. Szokatlan, hogy a Tdbldzat cime (2. tdbldzat), egy labjegyzet (1.

tablazat), vagy akdr egy dbraaldirds (sokszor) a tdbldzatbol, kisérletbdl levonhato kovetkeztetést is tartalmazza. Ezt
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nem tartom rossz oOtletnek — kiilon segit annak, aki a szoveget nem olvassa el, de mivel ez sokszor a f6 szovegben is sz0
szerint benne van, ismétlésnek hat.

Egyetértek opponensemmel, hogy a tabldzatokban — legaldbb azok egy részében — a sok ldbjegyzet miatt taldn jobb lett
volna egy oszlopdiagrammos abrazolds, ez segithette volna az eredmények jobb megértését.

A hazai (k6zép-eurdpai) szakmai gyakorlatban valéban szokatlannak hathat, hogy egy tabldzat cime vagy labjegyzete,
ill. dbraalairds az adott kisérlet eredményeibdl levonhaté kovetkeztetést is tartalmazza (ez kiilfoldi, féleg angol nyelvii,
szak- és tankdnyvek dbrdindl gyakrabban fordul eld). Birdlommal egyetértve ezt én is azért tartom hasznosnak, mert
segitheti a 1ényeg megértését még akkor is, ha a térzsszdvegben is szerepel ugyanez az informéacio.

4. dbra (49.0ld) A fotokon és RT-PCR-en bemutatott mintasorrend az ELISA-s blokkon felcserélddik, ami megzavarja a
megeértést.

Egyetértek opponensemmel, a 4. dbrdn valéban zavarja a megértést, hogy az RT-PCR-es fotékon levd mintasorrend az
ELISA-s diagramokon fel van cserélve, ez sajnos elkeriilte a figyelmemet.

49-50.0ld. A szemikvantitativ RT-PCR nem alkalmas arra, hogy megdllapitsuk, hogy a kezdeti fokozott NgPR-1
expresszio tovdbb nétt-e a virusfertézéskor (TNV és TMV) vagy nem. Az NgPR-1 esetén nem lehet azt sem eldonteni,
hogy van-e kiilonbség a két fert6zés kozott. Az SA kotott és szabad mennyisége viszont TMV fertdzés sordn sokkal jobban
indukdlodik NEC novényekben, ami esetleg Osszefiigghet a nekrozis elmaraddsdval, még jelentds viruskoncentrdcio
esetén is. Jelen kisérletben lehetséges-e az, hogy a mesterségesen eldidézett szulfdttobblet miatt né meg a kotott SA szint,
ami a fokozott NgPR-1 expressziot indukdlja és gdtolja a nekrozis kialakuldsdt, de ez nem fiigg 0ssze azzal, hogy az
adott virusra gazda, vagy nem gazda rezisztencidt mutat-e a novény. Nem lehetséges ez a magyardzat?

Egyetértek opponensemmel, hogy az 5. dbrdn a szemikvantitativ RT-PCR nem igazdn alkalmas arra, hogy
megallapitsuk, hogy az NEC névényekben a kezdeti fokozott NgPR-1 expresszid tovabb nott-e a virusfertdzéskor (TNV
és TMV) vagy nem, ill., hogy az NgPR- 1 expresszidban van-e kiilonbség a két fert6zés kozott. Az eredmények csak azt
jelzik egyértelmiien, hogy az NEC-ben az NgPR-1 gén Kkonstitutivan expresszdlédik, ami egybevag azzal a korabbi
eredménnyel, amely szerint az NgPR-1 fehérje a fertzetlen (egészséges) NEC ndvényekben is nagy mennyiségben
termelddik (Cole et al., 2004).

A szabad és kotott SA mennyisége TMV fertdzésre valéban sokkal jobban megné az NEC ndvényekben (az NE-hez
képest), mint TNV fertdzésre (5. dbra). Véleményem szerint ez nem fiigg 6ssze szorosan a HR-tipusu sejt/szévethalal
mérséklésével, mivel az NEC-ben TMV fertdzésre a HR-nekrdzis csak kb. 50 %-ra esik vissza az NE-hez képest, mig
TNV fertdzésre (a joval kisebb mennyiségii SA ellenére) 25 %-ra. Emellett az NEC — a fogékonyabb NE novényekhez
képest — a TNV-re nagyobb mértékii rezisztenciat mutat, mint a TMV-re (4. dbra), ami dsszefiigghet a két virusra adott
eltérd (gazda / nem gazda) rezisztencia vdlasszal (Id. a dolgozat 100-101. oldalén {rottakat), de legaldbb annyira a
védekezés egyes komponenseinek (SA, glutation felhalmoz6das) dinamikajaval.

A mesterségesen eldidézett szulfattobblet hatdsit ebben a kisérleti rendszerben nem vizsgéltuk, de a dolgozatban
ismertetett eredményeink szerint a cv. Samsun NN dohédnyban az optimélis szulfat ellatottsag fokozott rezisztenciat
biztosit a TMV-vel szemben (kevesebb HR-nekrézis és virus titer). A szulfatellatottsighoz kothetd fokozott TMV
rezisztencia egy a novényi védekezésben szerepet jatszé kéntartalmu vegylilet, a glutation nagyobb koncentracidjaval
is egyiitt jar (Kiraly et al., 2012), a glutation pedig fokozhatja az SA mennyiségét, ill. az SA 4ltal irdnyitott ndvényi
védekezést kérokozé fertdzéseknél (1d. pl. Ghanta et al. 2011, 2014; Han et al. 2013). Ujabb eredményeink szerint az
NEC novények fokozott TMV rezisztencidja részben a virusfert6zés altal indukalt emelt szintli redukélt glutation (GSH)
koncentracionak is koszonhet6 (Kirdly et al., 2024).

51.0ld és mdshol: A rezisztencia mérésére a viruskoncentrdciot haszndltdk (ELISA vagy qRT-PCR). Ez szisztemikus

levelek esetén tényleg informativ. Inokuldlt levelek esetén viszont, ha valoban rezisztencia dll fenn, akkor annak a

mértéke nem fog vdltozni az idében. A vdltozo — csokkend viruskoncentrdcionak nem lehet az az oka, hogy a virus a
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kialakult nekrozis miatt nem tud tovdbbi sejtekben replikdlodni, illetve a virus RNS-ek védtelenek az RN-dzokkal
szemben, és igy folyamatosan lebomlanak — és a mért viruskoncentrdcio ezért csokken?

Altalaban igaz, hogy inokulalt, virusfertdzott levelekben a rezisztencia tényleges megléte azt jelenti, hogy az — hosszabb
— idoétdvban nem vdltozik jelentdsen. Ugyanakkor még a szinte ,tokéletesnek” mondhatd tiinetmentes, extrém
virusrezisztenciandl (ER) is azt tapasztaltuk (PVX-fertdzott ER dohdnyban), hogy a viruskoncentracié 24 6ran beliil kb.
a negyedére csokken (de utdna mér nem valtozik szignifikdnsan) (1d. a dolgozatban, 11. és 19. abra).

Az 51. oldalon, ill. 6. 4bran bemutatott eredmények szerint dohdnyban (cv. Samsun NN) az optimdlis szulfat ell4tottsdg
(+S) emelt szintli HR-tipust rezisztenciat ad a TMV-vel szemben (a —S novényekhez képest) és 4 nappal az inokulacié
utdn a lokdlis nekrézis visszaszoruldsdndl (50 %-ra) a virus felhalmoz6dds méar nagyobb mértékben csdkkenhet (25 %-
ra). Igy nem valészinii, hogy a csokkend viruskoncentrcié oka a kialakult szoveti nekrézis, mivel az a rezisztensebb
+S novényekben csak kb. feleakkora mértékli, mint a —S egyedekben. A kisebb TMV titerhez viszont részben
hozzéjarulhat az, hogy a nekrotikus 1éziéval szomszédos, virusfertdzott sejtekben a programozott sejthaldl kialakuldsa
elétt mar megkezdddik a sejtszerkezet (membranok) szétesése, lebomldsa (Goodman és Novacky, 1994; Heath, 2000;
Liu et al., 2005), igy nagy mennyiségli RN4z fehérje férhet hozza a virus RNS-ekhez, azokat folyamatosan lebontva. A
novényi védekezés sordn pl. paprikdban a PR-10 RNaz-oknak kozvetlen szerepe lehet a TMV-vel szembeni
rezisztenciaban (Park et al., 2004).

50.0ld/54.0ld/67.0ld (5. 7., 16. dbra) A szemikvantitativ RT-PCR eredményeinek ,,ldtdsa” nagyon nem konnyt, hiszen
a megfeleld kontrollt is mindig figyelembe kell venni. Nagyban segitette volna az értékelhetdséget, egy megfeleld
ardnyszdm szerepeltetése. Valosziniileg a cikk megjelenésekor ez még nem volt kovetelmény, ma mdr az.

Egyetértek opponensemmel, hogy az 5., 7. és 16. abran a szemikvantitativ RT-PCR gélképek jobb atlathatdsagat
segitette volna egy ardnyszam (relativ génexpresszio, a referencia génhez képest) megaddsa a mintakhoz. Ez a tobb mint
10 évvel ezeldtt publikalt cikkeknél altaldban nem volt kovetelmény. A 16. dbrdn az NtRBOHD gén expresszidjat
bemutaté gélkép mellé az eredményeket publikdlé cikkben (Kirdly et al., 2008) viszont kérték a relativ génexpresszio
feltiintetését is, ami megerdsitette, hogy az NtRBOHD expresszidja a 30 °C-on tartott dohany TMV-vel inokulalt
leveleiben a virusfert6zés utan 6 és 12 6éraval jelentdsen (min. 30-50 %-al) visszaszorul a 20 °C-on tartott ndvényekhez
képest.

Az NtGSTTaul gén korai indukcioja (6,12h) 24h-ra eltiinik, pedig igen jol ldtszo kiilonbséget mutat a -S és +S
novényekben (7. dbra), ami okozhatjia HR-nekrozis csokkent mértékét. Lehet esetleg, hogy ez az a kiilonbség, ami a
kisebb mértékii virusreplikdciot — léziot és csokkent virusmennyiséget eredményezi?

A novényi GST-k korai indukcidja meghatarozé lehet a kérokozok (pl. virusok) elleni HR-tipusu rezisztencidban, mivel
a GST-k méregtelenitd és — tobbek kozott a tau osztidlyd novényi GST enzimeknél — antioxiddns hatasuk &ltal
szabdlyozzdk a HR-hez kothetd sejt/szovethaldlt (Levine et al., 1994; Fodor et al., 1997; Gullner et al., 2018).
Ugyanakkor szdmos (pl. tau osztidlyd) GST izoenzim kozvetlenill is részt vehet egyes kérokozé gombakkal
(lisztharmatok, fuzdriumok) szembeni rezisztencidban, pl. kéntartalmi indol glikozinoldtok szintézisének és
antioxiddnsok valamint PR fehérjéket kédol6 gének indukaldsival ((Han et al., 2016; Pislewska-Bednarek et al., 2018).
Novényi virusfertozéseknél ismert, hogy a GST-k fokozott indukcidja egyenesen ardnyos lehet a rezisztencia
mértékével, ill. gyorsasdgaval: ennek megfelelden a gyorsabb lefolydsu, tiinetmentes virusrezisztencidkban a GST
indukcié sokszor hamarabb és nagyobb mértékben jelentkezik, mint a lassabb, tiinetes (HR) ellendllé képességti, ill.
fogékony ndvényekben (Gullner et al., 1995; Brizard et al., 2006; Larson et al., 2008). Mindezek alapjan lehetséges,
hogy az optimadlis szulfét ellatottsagi (+S) dohdnyban tobbek kozott az NtGSTTaul gén korai (6, 12h) indukcidja is
hozzajarul a hatékonyabb HR-tipust rezisztencidhoz (= kevesebb virus és lokdlis nekrotikus tiinet).



57.oldal: A kiilonbozd kezelések hatdsa a nekrézis és a rezisztencia kialakuldsdra kérdéskorben a novényekben tobbek
kozott kataldz kezelés hatdsdra figyelték meg a nekrotikus boritottsdg csokkenését TMV fertézéskor. A 8. dbrdn levd
tabldazat szerint (56.0ld) a H202 kezelés és a SOD+CAT kezelés kb. azonos mértékben csokkentette a nekrotikus
boritottsdgot. Lehet ennek oka az, hogy a H202 elbkezeléskor megnd a kataldz szintje, és ez okozza a nekrotikus tiinetek
csokkenését?

Kimutattuk, hogy a TMV-re HR-tipusu rezisztenciat ad6 dohany leveleit kis koncentraciji (5-10 mM) H>O»-val
eldkezelve jelentdsen csokken a HR-nekrézis mértéke, de a kérokozé (TMV) felhalmozdddsa (= rezisztencia) nem
véltozik. A folyamat sordn az antioxiddns enzimaktivitas (kataldz /CAT/, gvajakol-peroxidaz, aszkorbdt peroxidaz) és
harom, antioxiddns enzimet kodolé gén (NtSOD, NtCAT, és NtAPX) expresszidja is fokozédik. Mivel a SOD és CAT
kezelés a H,O,-el6kezeléshez hasonlé médon csokkentette a HR-tipusu nekrotizdcié mértékét, ez arra utal, hogy a H,O»
altal indukalt tiineti rezisztencia (,,immuniz4lds”) valéban a ndvényi antioxiddns kapacitds fokozdsén - igy feltehetden
a kataldz szintjének és/vagy enzimaktivitdsanak novelésén keresztiil is - fejti ki hatdsét. Feltételezhetd azonban, hogy
ehhez a hatashoz sziikséges pl. az emelt szintli SOD aktivitas is. Ismert ugyanis, hogy a kataldz affinitdsa a H,O»-hoz
meglehetdsen kicsi, azaz a kataldz megfeleld aktivitdsdhoz nagy mennyiségli H>O- jelenléte kell, ezt pedig a SOD
enzimaktivitdsa képes biztositani (Baker és Orlandi, 1995; Halliwell és Gutteridge, 2015).

66.0ld 20 és 30 C-on tartott mock és TMV fertézott N. tabacum cv Xanthi NN novényekben a szuperoxid 30 C-on
kevesebb volt, mint 20 C-on, a H202 felhalmozoddsa nem vdltozott. Ugyan irodalmi forrdsok szerint a TMV rezisztencia
magas homérsékleten (30 C) visszaszorul, és a dolgozat eredményei szerint ennek oka a szuperoxid szint csokkenése,
hidnyoltam annak bemutatdsdt, hogy ez miben és milyen mértékben jelentkezett az aktudlis kisérletben. Esetleg vannak
adatok arra, hogy a vizsgdlt kisérletben (a mért szuperoxid és H202 szintekhez képest) hogyan vdltozott a fertdzott
levelek nekrotikus lézidinak, szdma? Mivel a nekrozis és a rezisztencia egymdstol fiiggetlen tulajdonsdgok, tortént-e
esetleg viruskoncentrdcio mérés ezekben a novényekben, amivel a rezisztencia vdltozdsdt korreldlni lehetne, hasonloan
a késobb, 68.oldalon bemutatott kisérletekhez?A megnovekedett TMV koncentrdcio és a rezisztencia csokkenése milyen
mértékii volt? Esetleg volt hatdssal a virus hosszabb tdvi mozgdsdra? Vizsgdltik esetleg a TMV fertézés esetleges
szisztemizdloddsat?

A 66. oldalon (15. dbra) bemutatott kisérlet eredményei szerint a TMV-rezisztencia magas hdmérsékleten (30 °C)
torténd visszaszoruldsanak egyik oka feltehetden a szuperoxid-szint jelentds, tobb mint 50 %-os csokkenése lehet.
Sajnos valéban nem jeleztiik itt egyértelmiien, hogy ebben a kisérletiinkben, a szakirodalmi adatokkal egybevigva, a
TMV-rezisztencia 30 °C-on tényleg visszaszorult. A HR-tiinetek nem jelentek meg az inokuldlt leveleken (I1d. 66 old.,
utolsé bekezdés) €s, ami nincs emlitve a dolgozatban, a TMV-fertdz€s utan kb. 2 héttel a szisztemikus (nem inokulalt)
levelekkel visszafertdzott rezisztens Xanthi NN dohdnyokban HR 1ézidkat kaptunk, ami arra utal, hogy a 30 °C-on
tartott ndvényekben a TMV szisztemizdlodott, tehit a rezisztencia megtort. A viruskoncentraciét viszont ebben a
kisérletben (15. abra) nem mértiik.

A 68. oldalon (17. 4bra) bemutatott kisérletben viszont a virus (TMV) koncentrdcié mérésével kovettiik nyomon a
rezisztencia valtozasat 20 és 30 °C-on. Kimutattuk, hogy 30 °C-on a TMV titer kb. haromszor akkora, mint 20 °C-on (a
rezisztencia megtorik) és a virusfertdzés utan viszonylag késén (3 nappal) hozzdadott ROS-képzd dgensek hatdsara a
TMYV rezisztencia nem véltozik, bar a HR-tipusu lok4lis 1€zi6k megjelennek.

Kimutattdk, hogy a korai ROS felhalmozodds fontos komponense a virusfertdzés gdtldsdnak és ezért a korai ROS
felhalmozoddsért a NADPH oxiddzok fokozott aktivitdsa a felelds. Ismert-e, hogy a virusfertézés sordn milyen
szignalizdcios it vezet a NADPH oxiddzok, és esetleg mds, ROS akkumuldcioban szerepet jdtszo enzimek
expressziojdnak, aktivdloddsdnak a fokozdsdhoz? Van-e esetleg ebben transzkripcios faktoroknak, illetve miRNS-eknek
szerepe?

Régéta ismert, hogy a novényi virusrezisztencia sordn a NADPH-oxiddz enzimek 4ltali szuperoxid-termelés
membréanhoz (alt. plazmamembrdn) kotott folyamat (Doke és Ohashi, 1988). Ha a NADPH-oxiddzokat egy ndvényi
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védekezési hormonnal (brasszinoszteroid) torténd kezeléssel aktivéljak, virus rezisztencia (CMV-re, ill. TMV-re)
vélthat6 ki uborkdban és dohdnyban (Xia et al., 2009; Deng et al., 2016). Elképzelhetd tehat, hogy a rezisztens
novényben a virusfelismerésben részt vesz a BAK 1 (brasszinoszteroid-inszenzitiv) plazmamembran receptor kinaz is,
amely a baktériumfert6zés elleni védekezés fontos komponense (Dubiella et al., 2013). Burgonyaban az StRBOHD
NADPH-oxid4z gén a PVY virus rezisztencia egyik kulcseleme, a gén csendesitése fokozott virusreplikaciot/terjedést
eredményez (Lukan et al., 2020). Az StRBOHD expressziot a szalicilsav (SA) szabédlyozza — feltehetden transzkripcids
faktorokon keresztiil — mig az RBOHD a SA szintet. A SA a kloroplasztiszban ROS (szuperoxid és H>0O») termelést
indukél. Ujabb eredmények szerint a kloroplasztisz-eredetii ROS is részt vesz a virus rezisztencia jelatvitelében, a
novényi védekezési gének (pl. az StRBOHD) expresszidjanak szabalyozasdval (Lukan et al., 2020, 2023).

A virusfertdzések elleni védekezésnél a novény nemcsak a plazmamemrdn NADPH-oxid4zok és a kloroplasztisz altal
indukal ROS-termelést, hanem pl. a peroxiszomdkban a glikolat-oxiddz (GOX) aktivalasaval is. BSMV-re fogékony
arpdban a virus Gamma-B fehérjéje a peroxiszomakban specifikusan kapcsolédik a GOX-hoz, ezéltal kb. tizedére
csokkenti a ROS (szuperoxid és H>O») koncentraciét (Yang et al., 2018).

A virusrezisztenciat szabalyozd daltalunk ismert transzkripcids faktorok altaldban a védekezési gének kozvetlen
aktivatorai. Egy 2023-as munka szerint viszont egy transzkripciot represszdlé fehérje (NbAL7) a TMV-re adott HR-
rezisztencidhoz ugy jarul hozza, hogy foszforildlt dllapotban antioxiddns gének (APX, GPX, GR) promoteréhez
kotédve, a transzkripcidt gatolva, kozvetve ROS-felhalmozédast okoz a gazdanovény (N. benthamiana) fert6zott
sejtjeiben (Zhang et al., 2023).

A  novényi virus rezisztencidhoz a génmilkodést szabdlyozd miRNS-ek kozvetve, a ROS szint
csokkentésével/novelésével is hozzajarulhatnak. Egészséges rizsben a miR528 lebontja egy aszkorbat-oxidaz gén (AO)
mRNS-ét, ezdltal a génexpresszidt (€s a ROS-képzddést) gatolva. RSV-vel (Rice stripe virus) fertdzott rizsben viszont
a miR528-at a hozza specifikusan kapcsol6dé6 AGO18 szabalyozé fehérje blokkolja, igy az AO gén miikodése helyredll
és az éltala termelt ROS hozz4djarul az RSV-rezisztencidhoz (Wu et al., 2017).

90.0ld Kimutattdk, hogy a cseresznyepaprikdban megfigyelt tiinetmentes lisztharmat rezisztencia oltdssal dtvihetd egy
csemege fajtdra. Folytattdk-e ezt a kutatdst annak céljdbol, hogy a rezisztencidért felelGs gént azonositsdk, vagy esetleg
markert fejlesszenek a tulajdonsdg nemesitési programokban valo azonositdsdra?

Az oltdssal atvitt paprika lisztharmat rezisztencidnak tobb biokémiai markerét (1d. dolgozat) azonositottuk: fokozott
NADPH oxidéz aktivitds, PR gének (CaPRI és CaPR2) indukcidja, két, lisztharmat-fogékonysdgban szerepet jatsz6
gén (CaMlol és CaMlo2) csokkent mértékii expresszidja. Megkezdtiik az dltalunk leirt biokémiai rezisztencia markerek
oroklodésének vizsgalatat. Eddig eredményeink szerint az oltott, rezisztens novények, ill. a rezisztens cv. Szentesi és
fogékony cv. Totdl paprika keresztezésének F, utddaiban az egyedek kb. felében megnyilvanultak az emlitett
rezisztencia biokémiai markerek. Feltételezhetd, hogy a markerek nagy része kapcsoltan 6roklodik, ugyanis altalaban
ugyanazokban az F; egyedekben fordulnak el6 (Kirdly et al., 2018). A kovetkezd 1épés lehet azonositani azt a ,,.kdzponti
kapcsolot” (feltehetden transzkripcids faktort), amely a rezisztencia biokémiai markereinek miikodését szabdlyozza —
igy kozelebb keriilhetiink a kérdéses paprika lisztharmat rezisztencia gén/genetikai marker azonositasghoz.

94-95.0ld. A funkciondlis Mlo jelenléte létfontossdgii a lisztharmatfertozés létrejottéhez. Az Mlo gén expresszidjdn kiviil
a fehérje miikodcképessége is fontos, vizsgdltdk-e, hogy a rezisztens paprika Mlo génjeiben vajon nincs-e olyan mutdcio,
ami funkciovesztést okoz, akdr az Mlol1-ban, akdr az Mlo2-ben, ami esetleg e gén expresszidjdanak csokkenésén kiviil is
hozzdjdrulhat a rezisztencia kialakuldsdhoz?

A lisztharmat rezisztens cv. Szentesi paprika Mlo génjeinek (CaMlol és CaMlo2) csokkent mértékii expresszidja mellett
valéban nem kizédrhatd, hogy a rezisztencidhoz az Mlo gének altal kddolt fehérjék funkcidvesztése is hozzdjarulhat. Az
Mlo gének kisebb mértékli expresszidja abbdl is adddhat, hogy a kérdéses mutacié(k) miatt kevesebb a normadlis
transzkript, ugyanakkor felhalmozddnak az abnormalis (pl. rovidebb, deléciés) Mlo mRNS-ek, amelyekbdl abnormalis,
csokkent/null funkcids fehérjék keletkeznek, ahogy azt drpandl kordbban mar leirtdk (Piffanelli et al., 2002). A cv.
Szentesi paprika Mlo génjeiben az ilyen mutaciok jelenlétét nem vizsgaltuk, de hosszabb tavon tervezziik. Ugyanakkor



a csokkent Mlo génexpresszid a cv. Szentesire oltott, rezisztenssé valt cv. Totdl novényekben is megnyilvanul, ezért a
jelenség mogott a génexpresszid szabdlyozdsdnak megvaltozasa is dllhat.

PVX és TMV fertdzést inkompatibilis rendszerekben vizsgdlva (N. tabacum cv. Samsun NN-ben) a GST expresszidja is
és aktivitdsa is megnd. Utobbi a nekrozissal kapcsolt fertozéskor nétt meg jelentésen, mig az extrém rezisztencia esetén
ez a novekedés a fertdzés nagyon korai szakaszdra korldtozodott, az expresszio ezutdn a normdl szintre dllt vissza.
Kisérleteinkben, tiineteket mutato fertdzés esetén PVX és TMV fertdzott paradicsomot vizsgdlva mi is hasonlot
tapasztaltunk (Pesti et al, PLOS ONE, 2019). A GST-k expresszidja TMV fertdzés esetén nagyon megndtt, mig a sokkal
enyhébb tiineteket mutato PVX fertézéskor ez az indukcio elmaradt. A virusok mindkét esetben tudtak replikdlodni, a
fertdzés szisztemikus volt, és a virusok nagymértékben tudtak felhalmozodni. Nem lehetséges az, hogy ez is azt tamasztja
ald, hogy a rezisztencia és a tiinetek/nekrozis kialakuldsa egymdstol fiiggetleniil szabdlyozodnak? ? Mit gondol?

A birdlo éltal emlitett publikacio (Pesti et al, PLOS ONE, 2019) szerint a paradicsomon erdsebb szisztemikus tiineteket
(klorotikus mozaikot) okozé virus (PVX) dltal fertdzott levelekben tobb GST gén expresszidja is jelentds mértékben
indukélédik, mig az enyhébb tiineteket okozé virus (TMV) fertdzésénél ez a GST indukcié elmarad. Mivel a virus
replikdcié és akkumuldcié mindkét esetben (erds és gyenge tiinetek) hasonld, ezért mindez végsd soron valdéban a
rezisztencia és tiinetek fiiggetlen szabalyozasat jelzi. Ugyanakkor ebben a munkdban azt is kimutattdk, hogy az erdsen
tilnetes (Un. akut) szisztemikus virusfert6zésnél nemcsak a stresszgének (pl. GST-k) indukalédnak, hanem egyuttal az
un. shutoff jelenség is lejatszédik — azaz a haztartdsi és fotoszintézissel kapcsolatos gének aktivitdsa visszaszorul.
Elképzelhetd tehat, hogy a shutoff a fertdz6 virus reakcidja a gazdandvény rezisztencidjdnak / védekezd képességének
tovabbi csokkentése érdekében, ez azonban olyan nem kivant mellékhatdsokkal (pl. leromlott fotoszintézis) jar, ami
érdemben nem noveli meg a fogékonysdgot, csak a fertdzott szovetekben okoz erds tiinetekkel jard stresszt. Ilyen
értelemben tehdt a rezisztencia, ill. annak sikertelen letorése 0sszefiigg a tiinetek kialakuldsdval.

Altaldnos kérdések:

A novényvédelemben kulcsfontossdgi a termesztett novények korokozo rezisztencidjanak kialakitdsa. Amennyiben a
rezisztencia sordn nekrozis torténik, a termény annak ellenére eladhatatlan lesz, hogy a novény tilél. Ha a rezisztencia
és a nekrozis egymdstol fiiggetlen tulajdonsdgok és utobbi gazdagénekhez, pl. ccdl génhez kotheté mit gondol, van-e
létjogosultsdga ezen gazda faktorok genom editinggel torténd modositdsinak annak érdekében, hogy a rezisztens
novényeken ne alakuljon ki nekrozis. Mennyire konzervativak ezen gének és a nekrozis kialakité tulajdonsdguk a
kiilonbozd patogén — gazda kapcsolatokban?

Amennyiben egy ndvényben ismert egy adott kérokozd(k) elleni HR-rezisztencia sordn a sejthaldlért (nekrdzisért)
felelds gén és annak nincs mds, alapvetd élettani funkcidja, akkor van létjogosultsiga az ilyen ,,nekrézis gének”
génszerkesztéssel valé moddositdsdnak, hiszen igy tiinetmentes rezisztencidt nyerhetiink. Ez a helyzet a Nicotiana
clevelandii-ben el6fordul6 recessziv ccdl génnel, amely specifikusan a CaMV altal indukalt HR-rezisztencidnal jatszik
szerepet a sejthaldl kialakitdsaban, mas virusok (TMV, TBSV) fert6zésénél viszont nem — ugyanakkor a génnek a N.
bigelovii-ban miikodd domindns allélja (Ccdl) nem okoz semmilyen alapvet6 élettani mellékhatast (Cawly et al., 2005).
A gyakorlatban viszont még hasznosabb lehet olyan ,,nekr6zis gének™ célzott hatdstalanitdsa, amelyek specificitdsa
tdgabb, tehat tobbféle kérokozdval szembeni HR-rezisztencidnal is részt vesznek a nekrotikus tiinetek kialakitdsaban.
Ilyenek az Arabidopsis-ban azonositott Dndl és Dnd2 gének, amelyek egymassal nukleotid és fehérje szinten is kozeli
homolégok: mindkét gén egy ciklikus nukleotid-kapcsolt ioncsatorna-fehérjét kédol (Clough et al., 2000; Jurkowski et
al., 2004) és baktériumos (P. syringae patovar-ok), gombas (botritisz, peronoszpoéra) és virusos (CMV) fertézéseknél
is felel6sek a HR-nekrozis kialakitasaért (Yu et al., 1998; Govrin és Levine, 2000 Balagué et al., 2003; Takahashi et al.,
2012).

A harmadik csoportba az olyan gének tartoznak, amelyek a HR sordn részt vesznek mind a rezisztencia, mind a
nekrotikus tiinetek kialakitdsdban — ezeknek a géneknek a médositisa nem célszerii, mert igy egy adott fert6zésnél
nemcsak a nekrotikus tiinetek, de a rezisztencia is megsziinhet. Ilyen pl. a TCV elleni HR-t meghatdrozé HRT gén (bar
ebben az esetben a rezisztencidt a recessziv rrt gén is szabdlyozza) (Kachroo et al., 2000). Hasonl6ak a cisztein-
protedzokat kodolé VPE (vacuole processing enzyme) gének, amelyek baktériumos, virusos (pl. TMV, TuMV) és
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gombds fertdzésnél els@sorban a vakudlum kollapszus éltal beinditott HR-tipusd (programozott) sejthaldlban, de a
rezisztencidban is kozremiikddnek. A VPE fehérjék hidnya ugyanakkor potencidlis élettani mellékhatasokkal is jérhat,
mivel egyes novényi vakudlum fehérjék éréséért is feleldsek (Hatsugai et al., 2015).

A nagy-dteresztGképességii  szekvendldsok, tomegspektrometrids mérések, metabolom analizisek olyan
nagydteresztoképességii modszerek, melyek kivdloan alkalmasak komplex folyamatok teljes szervezetre vonatkozo
Jjellemzésére. Az értekezés f6 kérdésének: a nekrozissal jdro és a tiinetmentes rezisztencia vizsgdlatdra késziilt-e vagy
terveznek-e ilyen nagydteresztoképességii modszereken alapulo vizsgdlatot?

A nekroézissal jaré (HR) és a tiinetmentes, extrém (ER) rezisztencia vizsgédlatdra (TMV-vel, ill. PVX-szel fertdzétt cv.
Samsun NN Rx dohdnyon) hosszabb tdvon f6leg transzkriptomikai (RNAseq) vizsgdlatokat terveziink. Ez hasonl6 lenne
ahhoz, amikor kordbban extrém rezisztencidt és fogékonysdgot eredményezd virusfert6zéseknél (PVY-burgonya, ill.
CMV-uborka kapcsolatokban) vetették dssze a gazdandvény génexpressziés mintdzatokat (Baebler et al., 2009, 2020;
Subr et al., 2020). A mi vizsgélataink annyiban hozhatnak tj eredményeket, hogy az extrém rezisztenciat és a HR-t ilyen
szempontbdl eddig még nem hasonlitottak dssze.

A vizsgdlt novényekben bizonyos korokozokkal szemben extrém, mdsokkal szemben HR alapii rezisztencia dll fenn. A
korokozok vj gazdandvény fertézésekor extrém tiineteket is produkdlhatnak, ami a virus-gazda koevoliicio sordn a
tiinetek mérséklése irdnydban vdltozik. Mit gondol, az extrém, tiinetmentes rezisztencia és a nekrozis alapu rezisztencia
vajon egy ilyen evolicids titon hol helyezkednek el és a folyamat elejét, vagy végét jelezhetik-e?

A virus-gazdandvény koevoliicié sordn a kezdeti, sokszor stlyos (pl. nekrdzis) fertézési tiinetek idével mérséklddnek
és kialakul a tolerancia, amikor a virus képes a gazdandvényben bizonyos mértékben replikdlédni, de ez nem vagy alig
jar tiinetekkel. Mivel a tolerdns novény aktivan nem gatolja a virusfertdzést és/vagy replikaciot, ezért meglehetdsen
kicsi a virussal szembeni evolicids (szelekcids) nyomds a mutdcidra, ill. 1j, agresszivebb (virulensebb) torzsek
megjelenésére. A tolerancia tehit egy evoliicids szempontbdl stabil névényi védekezési valasznak tekinthetd (Paudel és
Sanfacon, 2018; Baebler et al., 2020). Ugyanakkor a vizsgélt ndvény-korokozo kapcsolatok nagy részében a rezisztencia
és a tolerancia egyiitt fordul eld, ami valészin(siti, hogy a két védekezési vdlasz nem zérja ki egymadst, gyakorisdguk
hasonl6 (Pagan és Garcia-Arenal, 2018). Mindezek alapjan az erds fogékonysdgtdl a tolerancidig terjedd evolucios
skdldn a HR tipusi és extrém (tiinetmentes) rezisztencia valahol kdzépen lehet, ahol kialakul az az eldgazdsi pont,
melynek egyik dga tolerancidt, a masik rezisztenciat eredményez. A rezisztencidn beliil a — lokdlis nekrézissal és
enyhébb koérokozé gatldssal jaré — HR jelenhet meg eldszor (kisebb hatékonysdgi rezisztencia), mig a ndvényi
védekezés gyors, célirdnyos idozitésével alakulhat ki a sokkal hatékonyabb tiinetmentes (extrém) rezisztencia (1d. pl.
Bendahmane et al., 1999).

Még egyszer koszondm opponensemnek a konstruktiv, gondolatébresztd birdlatat és tdimogatd allasfoglaldsit az MTA
Doktora cim részemre torténd odaitélésével kapcsolatban!
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