Opponensi vélemény Varallyay Eva MTA doktori értekezésérdl

Megtiszteltetésnek vettem, 5rommel és varakozassal fogadtam Varallyay Eva MTA doktori
értekezésének birdlatat, mert ismert volt el6ttem szakmai tevékenysége. A Jelolt szerencsés
volt abban a tekintetben, hogy munkajat egy 1j, jol felszerelt, kitiné intézetben kezdhette el,
¢s nemzetkdzi hirt, sikeres kutatasokba kapcsolddott be, melyet Burgyan Jozsef vezetett. Ez a
kornyezet és a jelolt képességei voltak a biztositékok arra, hogy egy magas szakmai
szinvonalu, értékes és nemzetkozi tudomanyos forumokon jol jegyzett munkaval van dolgom.

A dolgozat elsé oldalain tuljutva egy kicsit zavarban voltam, de tudatosult bennem, hogy a
jelolt, valosziniileg a hataridok miatt, nagy idéhidnnyal kiiszkddott. Ennek tulajdonitom a
rengeteg gépelési, szerkesztési €s itt-ott el6fordulo helyesirasi hibat, melyek tételes
felsorolasatol eltekintek, de a dolgozatban jeleztem.

A disszertacio témajat tekintve harom részre bonthatd: 1/a kis RNS interferencian alapul6
rezisztencia vizsgalata, 2/ virus vektorok tervezése €s eldallitasa, 3/ nagy ateresztOképességii
szekvenalas alkalmazésa sz616 €s kajszi tesztelésénél.

A dolgozat atolvasasa utan altalanos hibanak tartom a roviditések és mozaikszavak ttlzott,
illetve nem megfelel6 hasznalatat, mely sok esetben az érthet0ség rovasara ment. A
tudomanyos elnevezések irasa ¢s toldalékolasa sok helyiitt helytelen (pl.: a virusnevek
esetében grapevine leafroll associated virus helyett Grapevine leafroll associated virus,
carnation Italian ringspot virus helyett Carnation Italian ringspot virus, Arabidopsist helyett
Arabidopsis-t sth. a helyes). A virusoknal sok esetben csak az angol nevet adja meg,
helyteleniil leirva. A jelolt nem forditott kelld figyelmet az angol kifejezések magyar
megfeleldjének hasznalatara, igy nagyon gyakran eléfordulnak angol kifejezések, illetve azok
magyar toldalékolasaval sziiletd 6szvérmegoldasok (pl. ,,pooloztuk™, ,targetaltuk™,
,depozitaltuk”, felregulalodott”, ,,kirekombinalodott”, ,,mimikal” sth.), mig mas esetben a
forditast egyszerlien letudva ,,defecting interfering RNS” helyett ,,defektiv interferal6 RNS”-t
ir. De gyakran el6fordul a névényi gazda (host plant) hasznalata gazdandvény vagy csak
ndvény helyett. Az irodalmi hivatkozasokndl az ékezetes betliket kovetkezetleniil vagy nem
hasznalja. Példaul sajat 2010-ben megjelent cikkére a szovegben ékezet nélkiil irva
hivatkozik, holott az eredeti helyen ékezettel van, de a Cseh et al. 2013 hivatkozas
tarsszerzOinek neve az irodalom részben szinte felismerhetetlen.

Eszrevételeimet tovabbiakban az oldalak sorrendjében teszem meg.

A Tartalomjegyzékben nem szerencsés a roviditések alkalmazasa, a HTS helyett jobb lett
volna kiirni a magyar megfeleldjét. A 6.2.3 és a 6.2.4 fejezetek esetén konkluziot irt, elég lett
volna a cim.

Az irodalmi attekintés nagyon egyenetlenre sikeriilt. A ndvényi viroldgia (rovid) torténete
részt gyakorlatilag irodalmi hivatkozas nélkiil tekintette at. Ebben a részben csupén két
hivatkozés van, mindketté az RNS interferenciaval kapcsolatos.

A HTS” részben 2 Massari et al hivatkozas szerepel, melyek koziil az egyik helytelen
datummal, 2017 helyett 2018 szerepel.



A Novényeket fert6z6 virusok és viroidok részben 4 irodalmi hivatkozas van, ezek
mindegyike viroidra vonatkozik.

A novény védekezése a virusfertézésekkel szemben — RNS interferencia fejezet nagyon
egyoldalu és hidnyos. Nincsenek megemlitve a névényi rezisztencia (R) fehérjék, a
hiperszenzitiv reakcio (HR), a szisztemikusan szerzett rezisztencia (SAR), a tiinetmentes
extrém rezisztencia (burgonya X virus és burgonya kolcsonhatasban) vagy a reaktiv
oxigénformék. Erdekes lenne targyalni, hogy van-e valamilyen kapcsolat az RNS alapt
rezisztencia és a fenti rezisztencia mechanizmusok k6z6tt? Ebben a részben mar 12 irodalmi
hivatkozas szerepel.

A 3.8 fejezetben irja ,,A molekularis vizsgalatokat legtobbszor ELISA tesztekkel végzik...”,
itt valoszintileg diagnosztikai vizsgéalatokra gondolt.

Az irodalmi attekintés fejezetek tobbi része megfeleld, vilagos és jo attekintést ad a témaban.
A jelolt vildgosan elmagyarazza az RNS interferencia, a DICER fehérjék, a RISC
fehérjekomplex és a géncsendesitést gatld viralis fehérjék szerepét a ndvények virusokkal
szembeni rezisztencidjaban. A szerzd ezen a terlileten otthonosan és magabiztosan mozog.

A kutatdsokban szerepld virusok attekintésénél nagyon jol szemlélteti a genomszervezodést,
de jo lett volna egységesen minden abran feltiintetni a viriont is. A vegetativ szaporitast
bemutaté 3. abrat elhagytam volna, mivel az nem valé MTA disszertacioba. A szo16t fert6zo
virusok részben nagyon helyesen tiinetcsoportokat allitott fel, azonban ebbdl a felsorolasbol
hianyzik a sarga foltok, mozaik tiinettipus, holott ide tartoznak olyan jelentds sz616patogén
virusok tiinetei, mint a sz616 krom mozaik virus, a paradicsom fekete gytiriisfoltossag virus,
vagy a sz010 fert6z06 leromlas virus és az Arabisz mozaik virus sarga torzse és az érsargulas
torzse.

A tovébbiakban a birdlonak konnyii dolga van, mert a jel6lt eredményeirdl neves kiilfoldi
szaklapokban szamolt be, ahol azok valodisagat nemzetkozileg elismert szakemberek
hitelesitették.

Az Anyagok és modszerek részben a szerz6 szavaival élve ,,didhéjban” foglalta Gssze a
molekularis technikakat, ami esetiinkben elfogadhatd, mert megadta a hozzaférhetdséget is.
Tobb puffer osszetételét megadja, kivéve a ,kisRNS” puffert. Hasznalja a ,,mock fertézés”
fogalmat, holott ez mock inokulécio.

Az eredmények bemutatasa meggy6z0, ami természetes annyi jo helyen megjelent publikacio
utan. A jelolt hasznalja az akut és perzisztens virusfertdzések fogalmat, ami véleményem
szerint nem fejezi ki a valos helyzetet. Kisérletei soran kompatibilis gazda-parazita
kapcsolatokat vizsgal, melyeknél mindkét esetben a kapcsolat tartosan fennall (tehat
perzisztens). A betegség lefolyasa egyik esetben gyors (akut), a masik esetben lasst (az akut
ellentéte a kronikus). Bar ezek a fogalmak els6sorban a humén gyogyéaszatban hasznalatosak,
a novényvirologidban hazankban V. Németh Maria hasznalta ezeket a virustiinetek és a
betegség lefolydsanak jellemzésére.

A bemutatott abrak altalaban attekinthet6k és jol demonstraljak a kapott eredményeket. Sok
esetben az abrak tilzott kicsinyitése miatt azok nehezen vagy egyaltalan nem olvashatok. A
levéltiinetek nem lathatok a 40., 45., 56., 61. és 63. abran, a 68. és 69. dbra nincs kelléképpen
megmagyarazva, a 85. és 86. abran a felirat eltolodott és a Northern hibridizaciot bemutato



panelek az esetek nagy részében nem vagy alig értékelhetok. A filogenetikai elemzéseket
megjelenitd abraknal jo lett volna feltiintetni, hogy a kiilonb6z6 génbanki azonositok,
kodszamok mit takarnak. Sajnos az abraknal altalaban nem szerepel, hogy milyen
szekvenciak vagy szekvencia részletek lettek 0sszehasonlitva. A 103. abra és az alairas kiilon
oldalra keriilt.

A 46. oldalon ir a glutation-S-transzferaz, a ,,patogén kapcsolt”(PR), SAR és hosokk (HSP)
gének vizsgalatarol. Itt nem vilagos, hogy melyik géneket vizsgalta , hiszen a GST géneket, a
korfolyamathoz kapcsolt (PR) géneket és a HSP géneket is nagy géncsaladok kodoljak, a
SAR pedig nem egy gén hanem egy rezisztencia forma.

A 47. oldalon a virustiinetek felsorolasanal hidnyzik a nekrozis, illetve a levél méretének
csOkkenése helyett inkabb ndvekedésgatlas figyelhetd meg.

Nagy értéke a disszertacionak, hogy a VIGS vektorok eldallitasanal a gyakorlati alkalmazast
is szem el6tt tartotta. gy a buza lisztharmat-ellenallosagat alakitotta ki a géncsendesités
modszerével a buza Mlo ortologiat felhasznalva. Hatékony fertézési és festési eljarast
dolgozott ki a buzafajtik ellendllosdganak vizsgalatara. Kar, hogy az 56. abran a képek — a
tulzott kicsinyités miatt - nem jol lathatok. Kérdésem, hogy a betegségtiinetek (levélfeliilet
lisztharmat boritottsdga) is csokkentek-e a géncsendesités kdvetkeztében, tovabba a gatlas
tartos volt vagy csak késleltette a fertdzés lefolyasat?

A 6.4.2 fejezet az Anyag és modszer részbe tartozik. Nem tartom szerencsésnek a begytijtott
mintak kodszamozasat és modszerét. A leirasbol nem deriil ki, hogy a random begytijtott
mintak esetén feljegyezték-e a tdblaszamot, a sor és tOke szamat az esetleges ismételhetoség
miatt. A korabbi felmérések soran szokas volt a mintak jellését ugy végezni, hogy az utaljon
a mintavétel helyére is (példaul BB - Balatonboglar, S- Sopron, To — Tokaj, Ta— Tarcal, P —
Pécs, Sze - Szekszard stb), ami jelentdsen novelte az érthetdséget. A tovabbiakban
javasolnam Lehoczky Janos mintagytijtési és kodszamozasi modszerének atvételét, amellyel a
mintagy(ijtés pontosan megismételhetd. A kevert mintakbol sokszor nem mutathaté ki virus,
de egyedi mintdkbol igen. Hany minta keverhetd dssze, hogy biztosan detektalhato legyen a
virus? A virusok kozott van-e kiilonbség ebben a tekintetben?

A szdldiiltetvények virusfertdzottségének tapasztalatait és az eredmények Osszefoglalasat a
6.4.2.27 (Sz0610 sarga foltossag viroid) fejezetben targyalja. Ez megért volna egy kiilon
fejezetet is. Ebben a részben irja ,,igy sikeriilt leirnunk szamos hazankban Gjonnan megjelent
viralis korokozot, melyek meglepd modon orszagszerte széles korben elterjedtek voltak, és az
egyes ujonnan megjelend virusok varidnsai esetében nagymértékii genetikai variabilitast
tapasztaltunk.” Az Gjonnan megjelent virusok kozott felsorolja a Grapevine rupestris vein
feathering virus- t is, melyet a 12DF 100 éves iiltetvényr6l is kimutatott. Mikor és hogyan
keriilhetett oda?

A sz0616 alanytiltetvények virologiai felmérésénél 30 fajtarol gylijtottek mintat, de nem irja le,
hogy melyek voltak azok. A 98. oldalon hibasan hivatkozik a 9. 4brara, itt valgjaban a 12.
abrarol van szo.

Az 11, nagyteljesitményli RNS-szekvenalasi modszer alkalmazasaval mindségi szintet 1€pett a
sz010 virusdiagnosztika. Az egész orszagra kiterjedt felmérések soran hazdnkban elsdként 3 1j
virus eléfordulésat igazolta. Az tjonnan kimutatott virusok kortani szerepe azonban nem
tisztazott. Nem ismert, hogy okoznak-e tiineteket és azokra mi jellemzd. Az uj kdrokozok



leirdsa esetén elvart Koch posztulatumok teljestilésének igazolasa is varat magara. Vizsgalatai
ugyanakkor bizonyitjak, hogy a korabban leggyakrabban el6forduld és a legtobb gondot
okoz6 sz616 fert6zo leromlas virus nem mutathato ki, tehat a virusmentesitési program
hatékony volt.

A disszertacid nagy értékének tartom, hogy a korabban Lehoczky Janos altal izolalt uj virus
(sz616 vonalas mintazottsag virus, Grapevine line pattern virus) elsédleges szerkezetét és
rendszertani helyét meghatarozta. Javasolnam a tovabbiakban Lehoczky Janos altal a vilagon
el0szor izolalt sz616 krom mozaik virus elsddleges szerkezetének meghatarozasat is. Az
eredeti izolatum atoltva megtalalhato volt a kecskeméti gylijteményben.

A doktori értekezés és a tézisek cime nem egyezik.

Varallyay Eva doktori értekezése magas szakmai szinvonalu, szamos magas impaktfaktoru
kozleményre épiil. A jelolt a legkorszerlibb molekularis technikékat hasznalta kisérletei soran.
Imponal6é mennyiségii kisérleti munkat végzett nagy felkésziiltséget igénylé modszerekkel,
mint a klénozés, Northern hibridizalas és Western blottolés, géncsendesitési vektorok
létrehozasa €s a korszerli nagyteljesitményli RNS szekvenalas. Nagyon sajnalatos, hogy ezt a
sz&ép munkat kissé feliiletes modon prezentalta.

A dolgozat ij tudomanyos eredményének fogadom el az altala felsorolt 10 pontot.

Varallyay Eva tudomanyos eredményei alapjan az MTA doktora cim odaitélését javaslom.
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