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Novényeket fert6zo virusok gazdanévényre gyakorolt hatasanak vizsgalata, diagnosztikaja és
felhasznalasa a molekularis biolégiaban
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A ndvényi virusok kutatasa tradicionalis része a magyar tudomanynak. Bizonyitja ezt a godoll6i
Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatdintézet hosszu ideje kivald eredményeket felmutatd kutatd
kdzdssége, melynek tébb mint husz éve eredményes tagja a jeldlt is. Akadémiai doktori értekezését 11
rangos publikaciora alapozva allitotta dssze, melyek mar megfeleltek a nemzetkdzi birdlok szigoru
szempontjainak is.

A dolgozat vizsgalja, hogy hogyan valtozik a kiilénb6z8 tipusu silencing represszor virus fehérjék
(VSR) jelenlétében a névényi védekezés két fontos eleme, a miR168 és az ARGONAUTE1 gének
expresszioja. Beszamol arrél a munkarol, amiben a kiilénb6z6 tipusu virusfertézések soran a novényi
gének expreszidjanak valtozasait mérték fel, és vizsgaltak a fert6zott ndvények élettani reakcidit is.

Géncsendesitésre alkalmas (VIGS) virus vektorok fejlesztésével, illetve alkalmazasukkal
kapcsolatban is tobb eredményt ismertet, igy egy buza lisztharmat rezisztencia kialakitasanak
lehet&ségeérdl is beszamol.

A munka masik, jelentés része azokat a kisérleteket foglalja 6ssze, melyekben Uj generacios
szekvenalasi (HTS) eljaras és a hozza tartozé bioinformatikai modszerek adaptalasa utan, egy nagy
Iéptékl munkaban felmérték a hazai sz6I6 ultetvények virus és viroid fertézottségét. Szamos néveényi
virust el6szdr diagnosztizaltak hazankban, és egy, Magyarorszagon Lehoczky Janos és munkatarsai
altal még 1987-ben leirt virus, a sz616 vonalas mintazottsag virus (grapevine line pattern virus - GLPV)
létezésének végsd bizonyitékaként a teljes genomszekvencia meghatarozasardl is beszamol a

dolgozat. Ez mintegy keretezi és kiemeli a hazai névényi virus kutatok sokéves eredményes munkajat.

A doktori dolgozat a hagyomanyos szerkezetet koveti. Egy roévid Bevezetés utan az Irodalmi
attekintés 17 oldalon dsszefoglalja a témahoz tartoz6 alapvetd tudnivaldkat, a névényi virolégia révid
torténetétdl kezdve a virusokkal szembeni molekularis védekez6 mechanizmusok leirasan keresztll, a
virusvektorok kuldnbdzd alkalmazasi lehetéségeit is felvazolva. Ennek a résznek a masodik fele
részletesen leirja azokat a fontosabb névényi virusokat, melyek a dolgozatban emlitésre keriinek,
mindegyiknél megemlitve a genom felépitését is.

A Célkitizések rész egy oldalban tomdren 6sszefoglalja a munka f6bb céljait. Ezeket itt kiilén nem
emelem ki, mert a biralat tovabbi részében, mindegyik emlitésre kerdl.

Az Anyagok és modszerek fejezet réviden bemutatja a legfontosabb alkalmazott mdédszereket,
mindenutt hivatkozva arra, hogy a dolgozat alapjaul szolgal6é publikacidkban részletesebb leirasokat
talal az érdekl6dd. Imponalé az a mddszertani sokféleség, ami az egész munka soran alkalmazasra
kerult, a virus vektorok kildnb6zé alkalmazasaitdl a sokoldalu génexpreszids vizsgalatokig: Northern,
Western, RT-PCR, microarray és kis RNS-ek tdmeges szekvenalasa, valamint mindezekhez a

sziikséges bioinformatika alkalmazéasa.



Az Eredmények és értékeléslik rész kdzel 80 oldalon, gazdagon dokumentalva, részletes abrakkal
mutatja be az egyes kisérletek eredményeit.

1) Az els6 rész a MIR168 és AGO1 gének expresszidjanak viszonyat vizsgalva tébb modellen
bemutatja, hogy virus fertézés hatasara a miR168 indukcio, az AGO1 mRNS transzlaciés kontrollja
miatt, az AGO1 fehérje szintjének csdkkenését eredményezi. Ez kizarélag a miR168a gén fokozott
mikodésenek koszénhets. Kuldndsen érdekes, hogy az eltér6 hatasmechanizmussal a ndévény
védekezd reakcidjat gatld viralis represszor (VSR) fehérjék jelenléte altalanosan indukalja a miR168
szintjét. Ez a hatas akkor is miikddik, ha pl. a p19 VSR fehérjét gy modositjak, hogy az nem képes a
siRNS-ek hatékony megkotésére.

Kérdésem, hogy milyen mechanizmus alapjan lehetne magyarazni a kiilbnbézé tipust VSR fehérjék

azonos hatasat a miR168 indukciéra?

2) A kovetkezb rész a virus fert6zott gazdandvény génexpresszidjanak altalanos valtozasait vizsgalja
akut és perzisztens fert6zések soran. Microarray és RNS szekvendlasi médszereket is alkalmaztak, és
tobb esetben Northern blot és kvantitativ RT-PCR segitségével is igazoltdk a megfigyelt valtozasokat.
A bemutatott kisérletek elvégzése és értékelése tnmagaban is elismerésre méltd, komplex feladat,
hiszen tébb ezer gén mikodésének valtozasait kellett nyomon kévetni, két gazdandvény és dsszesen
ot kiilonbo6z6 virus bevonasaval. Az akut fertézés, szemben a perzisztens fert6zéseknél tapasztaltakkal,
nagyon sok gén mikddésére hatassal volt, igy a stresszgének indukcidja, és a fotoszintézishez
kapcsolodd gének gatlasa volt megfigyelhetd. Fontos megfigyelés, hogy az akut fertézéseknél a hormon
haztartassal kapcsolatos gének is jelentésebb expresszids kildnbségeket mutatnak, ami nyilvan a
fotoszintézistél a ndvény ndvekedésén keresztil szamos folyamatra hatassal van, igy eredményezve a
sulyos tlineteket.

Mi lehet a tiinetek k6z6tti drasztikus kiilbnbség oka? Ahogy a bevezetdében lattam, példaul az akut
fertézést mutaté CymRSV és crTMV, valamint a perzisztens TCV virusnak is van VSR fehérjéje. Esetleg
ez utobbinal a represszor nem elég hatékony?

A tovabbi, p19 VSR hianyos virusokkal végzett vizsgalatok is azt mutatjék, hogy a haztartasi gének

tomeges lekapcsolasa a nekrozis elmaradasakor is bekovetkezik.

3) Az eredmények kovetkezé része kiilonb6z8, géncsendesitésre alkalmas virus vektorok (VIGS
vektorok) fejlesztésérdl és felhasznalasardl szol. Az elsé rész a Medicago truncatula szimbiotikus
nitrogénkétésben hasznalt modellnévényen alkalmazhaté VISG vektor fejlesztését és tesztelését
mutatja be. Az Uj vektorok képesek voltak endogén gének csendesitésére, mind N. benthamiana és M.
truncatula névényben is, de eltéré hatasfokkal. Pont M. truncatula esetében voltak kevésbé biztatoak
az eredmények.

A kovetkezd rész témaja lisztharmat-rezisztencia kialakitasa buzan, ahol szintén a géncsendesités
maddszerét alkalmaztak, sikerrel. A téma gyakorlati jelentéségét nem kell ecsetelni. Arpanal ismert, hogy
az Mlo gén mutacidja rezisztenciat okoz. A hexaploid buzaban hét Mlo gént irtak le. Irodalmi adatok
ismeretében a kisérletekhez a TaMlolB valtozatot célszer(i hasznalni. Tobb elbkisérlet (alkalmas

buzafajta kivalasztasa, a csendesités mértékének tesztelése) utan kétféle, Mlo szekvenciat tartalmazoé



konstrukcioval fertéztek. Mindkét vektorral miik6dott a csendesités, a fert6zott ndvényekben keletkezett
Mlo specifikus sSRNS, de a bonyolultabb konstrukcié instabilabb volt. Egy biolégiai tesztben a kezelt
névények ellenallébbnak bizonyultak a lisztharmat fertézéssel szemben.

A fejezetben bemutatott tovabbi vizsgalatok arra utalnak, hogy a qRT-PCR soran hasznalt referencia
gének expresszidja ndévény-virus kapcsolattdl figgéen valtozhat. Tobb virus-gazda rendszerben
elemezték a lehetséges referencia gének expresszidjat, ami nagyon vegyes képet mutatott Tehat fontos
el6kisérleteket végezni egy adott rendszernél a megfeleld kontroll kivalasztasahoz. Eredményeik szerint
a vektorba épitett idegen DNS jelenléte (akar szekvenciatol fuggetlenil) szintén befolyasolhatja a
referencia gének miikodését.

Az eddigiek alapjan lehet-e olyan tovabbi fejlesztéseket javasolni, melyek hatékonyabba teszik a
SHMV VIGS vektorokat? A szimbiotikus génekkel kapcsolatban tértént-e prébalkozas a vektorok
hasznalatara?

A szbvegb8l nem egyértelmii, hogy valdban a TaMlo1B szekvencia 3’ végét hasznaltak a
kisérletekben. Van-e folytatasa a sikeres kisérleteknek? Esetleqg alkalmazhaté-e ebben a bonyolult
genomban a CRISPR génszerkesztés? (Ez utdbbi kérdésemre a ,8. Kévetkeztetések, javaslatok”

fejezetbdl mar megkaptam a valaszt.)

4) Az eredmények utolsd fejezetében — a virus fert6zott gazdandvények génexpresszids
vizsgélataihoz hasonléan — ismét egy nagy léptékl vizsgélat sorozatot mutat be, amely els6sorban
sz0616, kisebb részben kajszi Ultetvények virus fert6zottségét kivanta felderiteni, a kis RNS-ek nagy-
atereszt6képességli szekvenalasa (HTS) segitségével. Ennek az U] virusdiagnosztikai moédszernek az
optimalizalasa utan 9 hazai borvidék dsszesen 14 (ltetvényérdl szarmazoé mintaban hataroztak meg az
sRNS szekvenciakat, és ezek elemzése révén allitottak 0ssze az Ultetvényeken fellelheté virusok
(viroidok) szekvenciait. Ezeket az eredményeket RT-PCR reakciokkal cDNS-eket készitve, és azok
szekvenciait meghatarozva, igazoltdk az egyes virus genomok jelenlétét. A fejezet részletesen leirja az
egyes virus fajtak hazai el6fordulasat, és a meghatarozott szekvenciak filogenetikai elemzését is
bemutatja, dsszevetve az adatbazisokban talalhaté ismert szekvenciakkal. Osszesen 15 féle
szekvencia elemzésérdl van szo, tobb esetben el8szor detektaltak ezeket a hazai lltetvényeken. Tébb
esetben kiderult, az azonos lltetvényrdl szarmazo egyes virus variansok filogenetikai elemzése alapjan,
hogy azok jelentésen eltérnek egymastél. Ez arra utal, hogy a fert6zések a szaporitéanyaggal
kerulhettek be a tertletre.

A sz618 vonalas mintazottsag virus (GLPV) genom szekvenciajanak meghatarozasa az utolsé rész
targya. Az 6sszeallitott szekvencidkbdl kiderllt, hogy a GLPV az Anula virusok csoportjaba tartozik.
Sikerult a genom mindharom RNS-ét RT-PCR segitségével felsokszorozni, és a hagyomanyos Sanger
szekvenalassal pontosabban meghatarozni. Ennek ismeretében egy rdvid, cirkularis RNS-t is
kimutattak, amely az RNS2 szekvenciabodl keletkezhetett. Ennek valédisagat tovabbi kisérletekkel
igazoltak. A virus fert6z6tt mintakban a cirkularis RNS-r6l sok sRNS keletkezett. Az RNS2
szekvenciaban talaltak egy 9 bazis hosszusagu ismétlédé szekvenciat, aminek szerepe lehet a cirkularis

RNS keletkezésében. Hasonld, ismétl6dd szekvenciat talaltak rokon virusoknal is. Ennek kapcsan



felmerilt, hogy az ilyen tipusu virusok — mivel nem kédolnak VSR fehérjét — ilyen cirkularis RNS-t
alkalmaznak silencing represszorként.

A sRNS HTS technika nem tul munkaigényes és kéltséges ahhoz, hogy elfogadott diagnosztikai rutin
eljaras legyen? Kell-e tudnunk rutin szinten (nem alapkutatas szinten), hogy az adott névényben milyen
virusszeri szekvenciak fordulnak el6?

Az, hogy az azonos helyrél szarmazd egyes virus variansok jelentésen eltérnek egymastol, jelentheti
azt, hogy a szaporitéanyaggal kertilhettek be a teriiletre. Kérdés, hogy a variansok egy fajta kiilbnbbzé
egyedeirél szarmaznak, vagy kiilénb6z6 fajtakban azonositottak azokat? Ez utobbi talan jobban
magyarazza, hogy a fertézés forrasa a kiilénb6z6 foldrajzi eredetii szaporitbanyag volt.

Elemezték-e utélag a GLPV szekvenciak meglétére az liltetvényekrdl szarmazé HTS adatokat?

A GLPV esetében hogyan lehetne igazolni, hogy a felfedezett cirkularis RNS valéban egy silencing
represszor molekula? Esetleg az egyik ismétiédé szekvenciat meg lehet valtoztatni alternativ kodonokat

alkalmazva?

Uj tudomanyos eredmények:

1/ lgazoltak, hogy a nem rokon VSR fehérjék képesek a miR168 gén indukcidjaval gatolni a névény
AGO1 aktivitasat.

2/ Kimutattak, hogy a p19 VSR fehérje miR168 indukal6 hatasa figgetlen az SRNS kotd képességétdl.

3/ Kimutattuk, hogy akut fert6zés soran a gazdagének igen nagy részének expresszios allapota valtozik.
A fotoszintézis gének nagymértékii expresszids valtozasat fizioldgiai mérésekkel megerdsitették.
Perzisztens virusfert6zések soran ezek a valtozasok nem kdvetkeznek be.

4/ Kulénb6z8d virus vektorokat (VIGS) készitettek illetve alkalmaztak géncsendesitési folyamatok
vizsgalatara. Kimutatték, hogy a buza Mlo gén csendesitése lisztharmat ellenallésagot eredményez.
Elterjedt VIGS vektorokat alkalmazva kilénbdz6 ndvényeken kimutattdk, hogy referencianak
hasznalt gének expresszios szintje a vizsgalati rendszertdl fuggben jelentésen valtozhat, ezért a
kontrollok hasznélata nagy odafigyelést igényel.

5/ Kis RNS-ek nagy atereszt6képességii szekvenalasat (HTS) adaptaltak, és sikerrel alkalmaztak
viroldgiai felmérésre sz616 és kajszi Ultetvényeken. Tobb virus jelenlétét elséként irtak le hazankban.
A hazankban leirt sz8l6 vonalas mintazottsag virus (GLPV) genom szekvencigjat is sikerrel

hataroztak meg, igy bizonyitottak, hogy a virus valéban létezik.

Mint a fentiekbdl latszik, a dolgozat nagyon sok eredményt foglal magaba. Ez mindenképpen
elismerésre mélto teljesitményt takar, de azt a véleményemet sem hallgathatom el, hogy szerintem elég
lett volna kevesebbet bemutatni, illetve, példaul a virusfert6zétt ndvények génexpresszios
vizsgalatainal, vagy a szél6ultetvények fert6zottségi vizsgalatairdl szol6 fejezetekben kevesebb abraval
illusztralni. Az 6sszesen 117 abra kozott talan lehetett volna szelektalni, hiszen ugyis képtelenség

minden kisérleti eredményt bemutatni.



A dolgozat nyelvezete, stilusa jol segiti az elvégzett munka megértését. Gépelési hibak és, ritkabban,
helyesirasi hibak azért eléfordulnak benne. Ugy latszik elmaradt a kész dolgozat végsé ellendrzése,

pedig a szOvegszerkeszté program helyesiras ellen6rzé funkcioja j6 szolgalatot tett volna.

Tovabbi megjegyzések:

Van néhany elnagyolt megfogalmazas: ,Olyan gének funkcidja is vizsgalhatd, melyek letalisak” (12
old., 5. és 6. sor), vagy ,a vizsgalt gén hianya az egész névényen megfigyelheté” (13. old., 2. sor).
Nyilvan nem a gén letalis, és nem a gént tinteti el a kezelés ...

Bar a hozzaérték tudjak, hogy mit takar a HTS, legalabb egyszer ki lehetett volna irni.

Gondolom, ez az allitas inkabb a csendesités hatékonysagara vonatkozik: ,a hatékony fert6zésnek
kdszodnhetben a virus csak kis mennyiségben van jelen” (53. old., 27. sor).

Néhany abra elég nehezen olvashatd, tul kicsi (pl. 31., 33., 34., 86. abra). Talan ezek kdzll is ki
lehetett volna hagyni néhanyat, egyes eredmények részletesebb ismertetésével egyitt. Nem jellemzé
példaként megemlitem, hogy az 52. abra (62. old.) magyarazata kissé hianyos. Mit jelentenek a
szamok? Gondolom, ebben a kisérletben 6-6 fert6zott egyed lett vizsgalva a virus jelenlétére. Mi
okozhatja a kilénbséget? Lehet-e a fertézés hatékonysaga (technikai) az oka, vagy az egyedek kozotti
genetikai kiilénbség?

Az 55. abra (62. old.) alatt sincs magyarazat. A szamozas itt el is csuszott. Az abra koérlli szévegben
az all: BSMV: MLOA esetén ez 75% (8 névénybdl 6), a BSMV: PDS: MLOA esetében ez csak 62,5% (8
névenybdl 5 fert6z6dott) Az abra pedig mindkét esetben 5-5 névény fertézottségét mutatja. Késébb
utalas van arra, hogy az Mlo specifikus sRNS jelenlétét is mutatja az abra. Ezt én nem talalom.

A 6.3.2.3. fejezetben (62. old.) a publikaciora elég lett volna csak a szokasos médon hivatkozni, nem
pedig a teljes szerz8i névsor, cim ... stb. megadasaval. A fejezet elején talalhaté mddszer leirasa az
Anyagok és modszerek részhez illik inkabb.

Gondolom, ez a rész: ,majd meghatéroztuk az aminosav-szekvenciat ,(75. old., 9. sor) inkabb azt
jelenti, hogy a szekvencia alapjan prediktaltdk az aminosav sorrendet.

A GPGYV virussal kapcsolatban a 87. oldal 11. soraban ez olvashaté: ,a latens csoporthoz tartozik,
amelynek képvisel6i MP végukon rovidebbek 6 aminosavval”. A 98. oldal elején pedig ez: ,a tuneteket
okozé variansok mozgasi fehérjéjét kodold ORF egy hat aminosavval révidebb fehérjét kddol” A 20.
oldal aljan a virus ismertetésekor viszont ez szerepel: ,a tlinetmentes sz616 mintabol szarmazo izolatum

MP-t kddold szakasza 6 nukleotiddal hosszabb”. Melyik a helyes?

Osszefoglalva: Dr. Varallyay Eva dolgozata nemzetkozi szinten is elismerésre mélté kutatasi
teljesitményt tartalmaz, amit publikaciés listaja is alatamaszt. Javaslom a MTA Doktora

tudomanyos cim elnyeréséhez sziikséges nyilvanos vita kitlizését, és sikeres védés esetén a
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