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Nagyon szépen kodszondm, hogy vallalta MTA doktori értekezésem biralatat. Koszondom a
részletes értékelését, a hasznos észrevételeket, a dicséré szavakat, és nem utols6 sorban a
dolgozat nyilvanos vitara bocsatasanak tamogatasat. Biralataban felvetett kérdéseire és

megjegyzéseire az alabbiak szerint valaszolok.

Formai értékelés:

Az Anyagok és modszerek fejezetben a molekularis bioldgiai médszereket két csoportra
bontva targyaltam. Mindezt okkal tettem, igyekeztem a dolgozat két f6 alfejezetének
modszertanat ily médon is elkuldniteni. Készondm a jogos észrevételt, valdban kimaradt egyes
modszerek részletes ismertetése. llyen példaul a sebes pisztrdng genetikai vonalak
mikroszatellit markerek alapjan térténé genotipizalas modszertani leirasa, amelynek soran
kapillaris gélelektroforézist hasznaltunk a fragmentumok méretének meghatarozasara. Bar az
eredeti k6zleményekben a hianyolt technikak leirdsa megtalalhatd, a modszertani fejezet
irdsakor tudatosan szelektaltam, és csupan az eredmények, valamint azok értékelése
szempontjabdl relevansnak itélt médszereket mutattam be. Lehetséges, hogy a szelekcid

helyenként tulzott volt, és néhany Iényeges mddszer megfelels ismertetése emiatt elmaradt.

A ,vérvonal’ kifejezést valéban nem a klasszikus értelemben hasznéltam, helyesebb lett volna

ebben az esetben a ,genetikai vonal” kifejezés hasznélata.

A Megbeszélés fejezetben szintén tudatosan kerlltem az altémankénti tagolast, igy csupan
két f6 alfejezetet kulonitettem el. Bar a hosszu bekezdésekre ez nem mentség, az eredeti

kozlemények hivatkozasanak kiemelésével probaltam segiteni az olvasot a tajékozodasban.

A 2.2. Tablazatban a masfél évtized alatt, a molekularis bioldégiai munka soran hasznalt
oligonukleotidok fébb adatait gyUjtéttem dssze. Egyetértek opponensemmel, informativabb lett

volna a primerparok megadasa. Az atlathatosagot viszont véleményem szerint nehezitette



volna a parazita fajtol, és alkalmazasi tipustdl fliggd, nagyszamu primerpar kombinacio

egyenkénti emlitése, ezért dontdttem végil ennek mellbzése mellett.

Az abrak szerkesztésénél az eredeti kozleményeket igyekeztem kovetni. Ezért folytatdlagos
példaul a 3.1. abra utan a 3.2. abra szamozasa. Vannak stilusbeli eltérések is a kilénb6zé
témaban és id6szakban készilt abrak kozott. Egyetértek az észrevétellel, ezek
egységesitésére nem torekedtem, és tdbb abran angol nyelvli feliratot hagytam. Az
abraalairasok szdvegezésével kapcsolatos megjegyzésével is egyetértek, célszeriibb lett

volna a lényegi tartalmat mindenhol kiemelni.

Tartalmi értékelés:

A Sphaerospora dykovae kértani jelentéségérél és fejlédéstani vizsgalatanak rovid torténetérdl
az 1.4. alfejezetben attekintést adtam, azonban valéban sziikséges lett volna ezt legalabb a

pontyok kopoltyl sphaerosporosis-at okozé S. molnari fajjal kapcsolatban is megtenni.

A nyalkaspérasok életciklusanak in vivo laboratériumi fenntartasa koriltekintést kivano és
id6éigényes feladat. A hosszu évek soran gytjtott tapasztalatokat kilonbozé formaban, féleg
konferencia el6adasok és részben kézlemények (pl. Eszterbauer et al. 2009, 2015) formajaban
publikaltuk. A vizsgalt, négy kevéssertéjli féreg populacié szarmazasanak adatai valéban
hianyosak, ezeket az adatokat elmulasztottam atvenni az eredeti kdzleménybdl. Két allomany
hazai halgazdasagbol, egy németorszagi pisztrangteleprdl, egy pedig akvarista keresked6k

kozvetitésével feltételezhetéen Erdélybdl szarmazott.

A ,marginalis szignifikancia” szigoruan véve valéban nem létezik a statisztikaban. Mégis ennek
emlitése mellett dontottink, mert véleményem szerint trendek jelzésére azért hasznalhato,

kiléndsen olyan esetekben, amikor az alacsony elemszam ,neheziti” a statisztikai elemzést.

Jogos a felvetése a Myxobolus cerebralis okozta betegség egyik jellegzetes elvaltozasaval
kapcsolatban. A pisztrangfélék kergekoérja nem csak a farokuszd, de sokszor a faroknyél
elszinez6désével is jar(hat). Az elvaltozasok jellege és intenzitdsa azonban még a fogékony
szivarvanyos pisztrangok k6zott sem egységes, a torzsek/valtozatok/formak eltérd intenzitasu

elvaltozasokat mutatnak. igy gyakori eset, hogy a faroknyél nem mutat sétét elszinezédést.

Az aranyhal és az ezustkarasz elnevezése és taxondmiai viszonya idérél-idére mdédosul.
Valéban volt olyan id6szak, amikor alfajként hivatkoztak rajuk. A jelenleg hatélyos
nomenklatdra szerint azonban két kulén fajrél van sz6, az aranyhal latin neve Carassius

auratus (Linnaeus, 1758), az ezlistkaraszé Carassius gibelio (Bloch, 1782) (forras: Fishbase).

Nagyon kész6ndm az in vitro rendszerben vizsgalt M. cerebralis gazdafelismerés vizsgalattal
kapcsolatos észrevételét. Az eredményeket értékelve mi is felvetettik annak lehetéségét,

hogy az in vitro aktivalasi modszer gének szintjén masként vagy részlegesen valdsul meg. A


https://www.fishbase.de/search.php

késbBbbiekben ezért in vivo kisérletekbdl szarmazd mintakon végeztik a génexpresszids

vizsgalatokat.

Kdsz6ndm a kiegészitést és a pontositast a tenyészhal vonalak szelekcidjat illetéen. A 2015-
ben publikalt tanulmanyunk ota kevésbé kovettem a halak szelektiv tenyésztésével
kapcsolatos tudomanyos eredményeket. Tovabba a doktori értekezés alapjat képezd
kézlemények tematikajat kivantam kévetni az eredmények targyalasa soran is. Ennek ellenére
az atlanti lazacok, az altalam ,lazac tet(i”-nek hivott ,sea lice” elleni nagyobb foku toleranciajat

Célzo, szelektiv tenyésztésérél valdban érdemes lett volna emlitést tenni.

Feltett kérdéseire adott valaszaim:

K1. A parazitdk molekularis filogenetikai vizsgalatat a 18S rDNS szekvenciak alapjan
végezték el. Miért ezt a markert valasztottak? Végeztek-e Ondék vagy masok
osszehasonlité vizsgalatokat a 18S rDNS, a Tree of Life projekt altal hasznalt citokrom
oxidaz (coi), illetve a citokrom b (cytb) markerek alkalmassaganak megallapitasara a

vizsgalt nyalkaspoéras kladokban?

Az 1990-es években a 18S riboszomalis RNS gént (18S rDNS) kezdték el szekvencia szinten
vizsgalni. Valdszinileg azért, mert ez a gén nagy kopiaszamban van jelen a sejtekben, igy az
akkori technikakkal is elég volt viszonylag kis mennyiség(i kiindulasi anyag a sikeres
detektalashoz és szekvenalashoz. Az évek soran torténtek prébalkozasok a riboszomalis
gének (18S és 28S rDNS) és az azokat 6sszekotd internal transcribed spacer” (ITS) régidkon
kivil egyéb sejtmagban kodolt gének vizsgalatara. llyen példaul a 70 kDa molekulatomeg
hésokk fehérje (HSP-70) (Anderson et al. 1998) vagy az elongaciés faktor 2 (EF-2) (Fiala &
BartoSova 2010), amelyek alapjan filogenetikai rekonstrukciok is toérténtek, bar a 18S rDNS-
hez képest igen kisszamu nyalkaspéras fajon. A HSP-70 alkalmazasa egyértelmi
zsakutcanak bizonyult, s6t utdlag kidertlt, hogy a kapott DNS szekvenciak a halgazda
genomjabdl szarmazd kontaminacio volt (Jimenez-Guri et al. 2007, Foox & Sidall 2015). Az
EF-2 mar joval igéretesebbnek tlint, azonban ennek alkalmazasa maig nem terjedt el széles
korben. Talan ez azért is lehet, mert kézben akkorara duzzadt az 18S rDNS szekvencia
adatbazis (az NCBI adatbazisban ,myxozoa 18S” kifejezésre keresve aktualisan 1907 db
talalatot kapunk), hogy kulénosen Uj faj leirasakor a szerzdk értelemszeriien e gén alapjan

végezték/végzik el a faj szintl hasonlitast.

A mitokondrialis markerek a szekvenalasi technikak fejlédésével, elsésorban az ujgeneracios
szekvenalasi modszerek széleskorl elterjedésével egyre inkabb elérhetévé valnak (Yahalomi
et al. 2017). Ennek ellenére nem vagyok meggy6zddve arrdl, hogy az allatvildg szamos
csoportjaban, evolucios és filogenetikai rekonstrukcidkra kivaldan hasznalhaté citokrom-

oxidaz c alegység (coi), vagy a citokrém b (cytb) gének a nyalkaspoérasok esetében is hasonlé



hatékonysaggal alkalmazhatok lennének. Az allatvilag 6si csoportjaiban (pl. szivacsok és
csalanozék) a mitokondrialis genom szervezddése egyes csoportoknal linearis, masoknal
korkoros. Raadasul az igen gyakran fragmentalt genomban a kodolo régiok elrendezédése is
eltér a gerinceseknél megismert strukturatol, ami neheziti a megfelelé génszakaszok célzott
vizsgalatat. Kozelmultbeli vizsgalatok a nyalkasporasok esetében is igazoltak a fragmentalt,
akar 8 gydribél is felépild, korkdrds genomszervezddést (Yahalomi et al. 2017, 2020).
Ezenkivil nem elhanyagolhaté ellenérv, hogy bizonyitottan Iétezik mitokontrialis genom nélkuli

nyalkaspéras faj is (Henneguya salminicola) (Yahalomi et al. 2020).

K2. Mik lehetnek az okai annak, hogy a sebes pisztrangbdl nyert M. cerebralis

izolatumok igen nagy hatékonysaggal fertézték meg az eziistkaraszt is?

Tobb vizsgalatunk is igazolta, hogy a M. cerebralis faj nem tesz kildénbséget halfajok kdzott
(Kallert et al. 2015, Sipos et al. 2018, Eszterbauer et al. 2019), és a parazita vizben lebegd
actinospéraja a pisztrangfélék mellett példaul a pontyféléket is gazdaként ismeri fel.
Spoéraképzés ugyan a pontyfélékben nem torténik, de a korai fejlédési stadiumok a fertézést
kovetd néhany napban meég igazoltan kimutathatok a halszdvetekben. A nyalkaspérasok
actinospérai szamara a halgazda felismeréséhez mechanikai és kémiai ingerek szilkségesek.
Utébbit a halnyalkaban jelenlévd kisméretli nukleozid molekulak, az inozin, a 2’-deoxiinozin
vagy a guanozin valtja ki, amik a legtdbb halfaj kiltakaréjanak kiilsé nyalkarétegében
folyamatosan megtalalhatok (Kallert et al. 2011). Hogy a gazdafelismerés miért nem
specifikusan a fogékony gazdara koncentralddik, annak tébb oka is lehet. Az actinosporak
torékeny, vizben lebegd strukturak, amelyek a kilvilagban viszonylag révid ideig élet- és
fert6z6képesek. Mivel aktiv mozgasra nem képesek, a gazda kdzelébe jutas esélye nagyban
fugg a koérnyezettdl (a viz aramlasatol, a halak életmadjatdl stb.). Az ilyen, szinte véletlenszeri
talalkozas miatti alacsony fert6zési esély ,kompenzalasara” nagy szamban termelédnek a
gerinctelen gazdaban. Elényt jelenthetnek az emlitett nukleozidok mint kémiai ingerek is,
amelyek kémiai azonositasa feltételezhetéen gyorsan és hatékonyan kivitelezhetd, ezzel
gyorsitva a gazdafelismerést. A parazita hatékony terjedése érdekében az actinosporak
minden potencidlis gazdaba (vagyis minden elérhetd halba) igyekeznek befurakodni, még
akkor is, ha a nem megfeleld halfajba val6 bejutas valéjaban a parazita szintjén veszteségnek

tekintheto.

K3. A Megbeszélés végén (91. oldal alja) a Jel6lt utal a nagy hatékonysagu (mas néven
Uj generacios) szekvenalasi moédszerek lehetséges alkalmazasara a transzkriptomak
részletesebb, mélyebb elemzése céljabol. Milyen mas teriileteket tudna felsorolni, ahol

az ilyen eljarasok leginkabb segithetnék ezen tudomanyteriilet fejlédését?



A genomok és transzkriptomok 6sszehasonlité elemzése szamtalan lehet6séget nyujt a
tudomanytertlet fejlédésere. Azonositasra var toébb olyan apomorf jelleg molekularis hattere,
amelyek a szabadon él6 csalanozdkban és a parazita nyalkasporasokban testfelépitésében,
fenotipusos jellegében parhuzamossagok lehetnek, mint példaul a nyalkaspéras sarki tok és
a csalanozo nematocita k6zotti hasonlosagok/kulonbségek. A sejtbiologiai jellemzbk szintjén
is van szamos potencialis vizsgalati téma, mint példaul az extracellularis és ,tight junction”
sejtkapcsolatok fehérjéinek jellegzetességei a csalanozokéval (Ganot el al. 2014) 6sszevetve,
vagy a motilitassal 6sszefiiggd fehérjék jellemzése, mint pl. a Sphaerospora molnari ,tancold”
véralakjai esetében (Hartigan et al. 2016). Fontos kutatasi irany lehet a patogenitassal
Osszefligg6 feherjek, fehérjecsoportok és azok funkcidinak azonositasa, amelyhez segitséget
jelent majd, ha magas és alacsony patogenitasi fajok transzkriptémaja egyarant
rendelkezésre all az 6sszehasonlitasra. A transzkriptomok 6sszehasonlitdé elemzésével a
fert6zott halak immunreakciojanak molekularis szintl vizsgalata is lehetévé valik, a gének
egyenkénti vizsgalata helyett, nagyobb léptékii génexpressziés elemzéssel. Es nem utolsd
sorban terapias potenciallal rendelkez6 fehérjék azonosithaték. Ez utdbbi iranyba tart az egyik

jelenleg futé alapkutatasi projektink is.

K4. A ’csali vegyiletek’ alkalmazasa a nyalkasporasok actinospoérainak ’kisiitésére’
igéretes eredménynek latszik. Mely halfajok esetében lat lehetéséget ennek a
védekezési eljarasnak a tenyésztési folyamatba torténd beillesztésére? Torténtek-e a

dolgozat beadasa 6ta tovabbi elokisérletek ezen a teriileten?

Ez a védekezési mdd beépithetd lenne a tenyésztési folyamatba magas patogenitasu parazita
fajjal (pl. M. cerebralis, Tetracapsuloides bryosalmonae) feltehetéen még nem talalkozott,
értékes tenyészallomanyok (pl. szivarvanyos pisztrang, pataki szajbling) védelme érdekében.
A mobdszert mar kiprobaltuk pisztrangos gazdasagban ,félizemi” kordlmények kozott is,
azonban foéként az alacsony vizhémeérséklet okozta oldédasi nehézségek miatt tovabbi
optimalizalas szikséges. A modszer gyakorlati alkalmazhatésaganak kisérleti fejlesztési
feladatait német kollégaimmal kozbsen tervezzik elvégezni, amennyiben ennek anyagi

feltételei is rendelkezésre allnak.

Végezetll nagyon kdszondm a dolgozat alapos biralatat, munkam pozitiv értékelését, és

kérem valaszaim szives elfogadasat.

Budapest, 2021. februar 11.

Tisztelettel:
P %7 %J

Dr. Eszterbauer Edit
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