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1. Bevezetés és célkituzeések

A szant6foldi novénytermesztésben és a természetes ¢lohelyeken az egyik legjelentésebb
szerepet a gyomndvények toltik be a karositok koziil. Jelenlétiikkel kiszoritjak a hazai fléraban
eléforduld dshonos fajokat, csokkentik a terméshozamot, valamint korokozé virusok szdmara
szolgdlnak gazdandvényként. A gyomokban replikdlddd virusok szerepe jelentds, hiszen
terjedéstiket kiilonb6zé vektorok teszik lehetévé, igy az ¢éldhelyen a gyomndvény

kornyezetében eléforduld novényfajok is veszélyeztetettek.

crer

A vektorfajok populaciojanak ndvekedésében szintén nagy szerepet jatszanak a
gyomnovények, hiszen taplalékforrasul szolgalnak €s lehetdséget biztositanak szamukra, hogy
attelepiiljenek termesztett, illetve vadon ¢€l6 novényeinkre. A virusrezervoar fajok
tanulmanyozasa hozzd segit benniinket ahhoz, hogy mélyebb ismereteket szerezziink a
novénykorokozo virusok terjedésének hatterérdl (Wisler & Norris, 2005). Az 6zonndvények
nagyszamu megjelenése szintén eldsegiti az 01j virusok, variansok €s vektorok megjelenését és
terjedését (Najberek et al. 2022). Szdmos ndvényvirologiai kutatds vizsgalta mar a
gyomnovényekben eléforduld virusok Osszességét, és napjainkban egyre tobb tanulmany
foglalkozik ezen koérokozok terjedésének feltardsaval is. A virologia ezen teriilete azonban
tovabbra is olyan kutatasi irany, amelyben a jovoben még jelentds ismeretbOvitésre van sziikség

(Ma et al. 2020).

A kutatasom harom kiilonboz6 novényfaj vizsgalatara terjed ki, melyek koziil kettd egy Eszak-
Amerikabol szdrmazo invazios gyomndveény, amelyek nem csak a termesztés teriiletén vannak
jelen és okoznak karokat, hanem a természetes él6helyeken is egyarant. Az elsé faj a
selyemkoro (Asclepias syriaca) egy éveld gyomfaj, amely nagyon jol tiiri a szarazsagot igy
kifejezetten  gyorsan terjed homoktalajokon, de felbukkandsa szantofoldeken,
gytimolcsosokben €s szO10 iiltetvényekben is igen gyakori. A masodik faj a betyarkord (Conyza
canadensis) egy egyéves gyomndvény, amelynek eléforduldsa szintén sokrétii, hiszen gyakran
megjelenik a kapas kultarakban, gyiimolcs és szOldiiltetvényekben, valamint a termesztés
tertiletén kiviilre es6 nyilt homoki gyepekben is. A harmadik faj egy igen ritka fokozottan védett
novény a tartdos szegfli (Dianthus diutinus), amelynek eddigi ismereteink szerint vilag
allomanya Magyarorszagon ¢l ¢és hazankon belil is csak a Duna-Tisza kozi
homokpusztagyepekrél vannak eléforduldsi adatai és a fentebb emlitett két novényfaj
jelenlétével és terjeszkedésével atalakitjak élohelyének florajat, amellyel veszélyeztetik a

szegfiifaj fennmaradasat. A kutatds soran a hadrom ndvényfaj egyedeinek begyljtését egy



helyszinen, de harom kiilonb6zé pontrol végeztem el, abbdl a célbdl, hogy viromjaikat
meghatarozzam és azonositsam esetleges virusrezervoar szerepiiket. A f0 célkitlizésem a
selyemkoro, betyarkord és tartos szegfli novények viromjainak feltérképezése nagy ateresztd

képességli szekvenalassal, majd az eredmények elemzése, visszaigazolasa €s 0sszesitése.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Tartos szegfl (Dianthus diutinus Kit.)

2.1.1. A tartos szegfii (Dianthus diutinus) jellemzése

A tartés szegfl (Dianthus diutinus) egy éveld kétsziki faj, amely a szegflialkatiiak
(Caryophyllidae) alosztalyaba, a szegfiiviraguak (Caryophyllales) rendjébe ¢és a szegfiifélék
(Caryophyllaceae) csaladjaba tartozik. Elsé tudomanyos leir6ja a magyar botanika egyik
kimagaslo alakja Kitaibel Pal volt. A magyar botanikus az egyik Alfoldi tja alkalmaval
talalkozott eldszor a fajjal a Potharaszti pusztan, ami a mai Csévharaszt teriiletéhez tartozik
(Vidéki et al. 2005). Miutdn a ndvényt leirtak vitatottd valt a faji elkiiloniilése egy masik
déloroszorszagi fajjal a Dianthus polymorphus (M.Bieb.)-al szemben, hiszen hasonlo
morfologiai tulajdonsagokkal rendelkeznek. A téves nézeteket Neilreich (1860) cikke is
alatamasztotta. Degen (1895) viszont bebizonyitotta, hogy a két faj kiilonallo, mivel a csészék
alakja és a szirmok kopaszsaga egyértelmiien elkiiloniti egymastol a két rokonfajt (Degen
1895). A szegfiifaj 1977 6ta szerepel az IUCN vordslistdjan, valamint 1982-ben védetté, késobb
1993-ban fokozottan védetté nyilvanitottak. Ritkasadga és endemikus statusza, valamint az tette
indokoltta védetté nyilvanitasat, hogy akkor még nem voltak ismertek az elterjedési helyei és
veszélyeztetd tényezdi. Mivel a célzott felkutatdsa sem vezetett eredményre, a fokozott
védettség ald helyezése indokoltnak bizonyult (Vidéki et al. 2005). Azota feltartdk a fajra
leselkedd veszélyeztetd tényezdket, amelyek koziil az egyik legjelentdsebb a fennmaradéasat
veszélyeztetd idegenhonos novényfajok megjelenése, kiilondsen a selyemkord (Asclepias
syriaca) és a betyarkoro (Conyza canadensis). Ezen invazios novényfajok terjeszkedésiikkel és
allelopatikus hatasukkal képesek kiszoritani a természetes éléhelyek ndvényzetét, tobbek

kozott a fokozottan védett tartos szegfiit is (Bankovics & Mile 2011).
2.1.2. A tartos szegfi morfologiaja

A tartos szegfll egy kozepes méretli 20-60 cm-es ndvényfaj. Hemikryptophyta, azaz egy olyan
éveld novény, amelynek atteleld szervei kicsivel a talajfelszine folott talalhatdak. A ndvény
teljes feliiletét hamvassziirke viaszbevonat boritja. A szalas tdlevelek el6fordul, hogy
télevélrdzsat (rozettat) alkotnak. A szaron atellenesen allo szalas levelek 2-5 cm hossztak, 2-5
mm szé€lesek, €p széliek, csucsuk kihegyezett és toviikon levélhiivellyé dsszendttek. Virdgzata
tomott bogernyd, amelyben a virdgok csomokban vagy egyes estekben egyesével iilnek. A
rézsaszin szirmoknak csak a kiszélesedd lemeze tartalmaz szinanyagot, a csészével eltakart

részeken nem tartalmaz klorofilt. Termése fogakkal nyilé tok. Alaktani tulajdonsagait tekintve
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hasonlit a magyar szegflre (Dianthus pontederae A. Kern), de abban kiilonbozik, hogy szine
kevésbé sziirke, illetve virdgzat sokviragli, amin kisebb virdgok taldlhatdak, mint a tartos szegfii

esetében (Vidéki et al. 2005; http1; Kiraly 2009).
2.1.3. A tartos szegfii elterjedése

A faj elterjedésével kapcsolatban korabban tobb olyan teoria is sziiletett, amelyek szerint
Szerbiaban, Besszarabidban, Ukrajndban, Romaniaban és a volt Szovjetunioban is eléfordul, de
ezeket a nézeteket megcafoltdk, ezért, mivel azéta sem talaltak ujabb egyedeket az
orszaghataron kiviil, igy csak Magyarorszagra terjed ki elterjedése azon beliil is Duna-Tisza
kozére. A szegflifaj herbariumi, valamint irodalmi kutatésai soran az deriilt ki, hogy kis hijan
30 leldhelyen fordult eld, de mara ez 10 kisebb-nagyobb slirliségii dlloméanyra redukélodott. A
faj a lelohelyei a kovetkezok: Bodoglar, Harkakotony, Asotthalom, Nemesnadudvar, Bocsa,
Jakabszallas, Nagykéros, Pusztavacs, Csévharaszt, Ocsa. Tovabba ismeretes még egy allomany,
amely mesterséges attelepités utan alakult ki Fiilophdza mellett a nemzeti parki torzsteriileten,
de ezt megeldzden a faj természetes eldforduldsa nem volt ismert azon a leléhelyen. A tartos

szegfl elterjedését az 1. abra szemlélteti (Vidéki et al. 2005).
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1. abra: A tartos szegfli elterjedése Magyarorszagon (http1)



2.2. Selyemkoro (Asclepias syriaca L.)

2.2.1. A selyemkoré (Asclepias syriaca) taxonémiaja

A selyemkoérd (Asclepias  syriaca) a meténgfélék csaladjaba (Apocynaceae) ¢€s a
selyemkororfélék alcsaladjaba (Asclepiadoideae) tartozik. Az alcsalad koriilbeliil 2700 fajt
tudhat magéaénak és ebbdl 140 faj tartozik az Asclepias nemzetségbe, amelynek tilnyomo része
tropusi elterjedésti. Hazankban viszont az Asclepias nemzetség tagjai koziil csak a selyemkoro
van jelen. Linné és kortéarsai tévedésbdl azt hitték, hogy a faj Sziriabdl szarmazik, ezért szerepel
a tudoményos nevében a ,,syriaca” elnevezés. A selyemkoronak szdmos elnevezése 1étezik,
amelyek koziil az egyik legelterjedtebb a vaddohéany, hiszen morfoldgidjat illetden fellelhetd
n¢hdny hasonlosdg egy hazankban is termesztett ndvénnyel a dohdnnyal (Nicotinia tabacum).
Angol neve a ,,common milkweed”, amely arra utal, hogy tejnedvtartalma igen magas, tovabba

hozzaflizendd, hogy enyhén mérgez6 is (Bagi 2004; Bagi 2008).
2.2.2. A selyemkoro morfologiaja

A selyemkoérd egy olyan éveld novény, amelynek atteleld szervei joval a talaj felszine alatt
talalhatoak, roviden geophyta. Erdteljes ndvekedésii és akar 50-150 cm magasra is megndhet.
A vastag gyokértarackok a talaj felszine alatt altalaban 10-40 cm mélyen futnak, de esetenként
1-1,2 méter mélyre is képesek lehatolni. A levelek atellenesek, rovid nyeliiek, hosszikas-
tojasdad/széles landzsas alaktiak, 10-25 cm hosszliak, 5-9 cm szélesek és épszéliiek. A viragzata
tomott, viragai illatosak, ottaguak, sziniik a fehértdl a rozsaszinen at a vorosig valtozhat. A
termése enyhén szarv alaku, tojasdad-hengeres, 2-3 cm széles, 8-15 cm hosszu, hasi varraton
felnyilo tliszészerti tok. A termés feliilete molyhos, lagytiiskés. A tokban talalhato lapos magvak
7x5 mm-esek (2. abra), szoriistokiiek ezért a szél segitségével igen messzire képesek eljutni. A

magok harom évig 6rzik meg csirazoképességiiket (Bagi 1999; Kiraly 2009).

L .

2. abra: A termésben talalhato magok (Kriska
2020)



2.2.3. A selyemkoro szarmazasa és elterjedése

A selyemkoro egy Eszak-Amerikabol szarmazo invazids gyomnovény, amely megjelenhet a
termesztés teriiletén, illetve a természetes ¢él0helyeken is egyarant (Bagi 2004). Gyakori
tovabba, hogy megjelenik utszéleken, mezdkon, valamint legel6kon (http2). A gyomndvény
1629-ben bekeriilt Europaba majd pedig 1736-37-ben Pococke adatai alapjan vélhetéen mar
hazankban is jelen volt (Bagi 2004). A faj elterjedését nagyban eldsegitette, hogy 1870 és 1950
kozott intenziven termesztették Magyarorszagon (http3). Mindez annak kdszonhetd, hogy
sz¢éleskorli hasznosithatosagot tulajdonitottak neki példaul mézeld és diszndvényként is
iiltették, illetve a textilipar szdmara is hasznosnak szamitott (Kirdly 2009). Mindezek utdn
termesztésével felhagytak, mivel a névény nem valtotta be a hozza flizott reményeket, ennek
ellenére a mai napig hasznositjdk a rendkiviil jo6 mézeld adottsagainak koszonhetden.
Termesztésének felhagyasa utan elvadult és szétterjedd invaziv allomanyai nagymértéki
karokat okoztak. Az egész orszagban elterjedt faj (3. abra), de leggyakrabban az Alf6ldon
talalkozhatunk vele (http3). Homoktalajokon kiilondsen gyorsan terjed €s jol tliri a szarazsagot.
Természetes ¢él6helyek koziil a nyilt homokpusztagyepeken rendkiviil gyakori. A termesztés
tertiletét illetden eléfordul szant6foldeken, valamint nagy részben van jelen gyiimdlcsosokben,

sz0l6sokben és az erdészeti teriileteken egyarant (Bagi 2004).
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3. abra: A selyemkoro elterjedése Magyarorszagon (http3)



2.3. Betyarkoro (Conyza canadensis L..)

2.3.1. A betyarkoro (Conyza canadensis) taxonémiaja

A betyarkérd (Conyza canadensis) a fészekvirdgzatuak (Asteraceae) csalddjaba tartozo
novényfaj. Mintegy Otven faj tartozik a Conyza nemzetséghez, amelynek képviseldi az ajvilagi
tropusokon 6shonosak. Europaban mindossze két faj fordul el6 ebbdl a nemzetségbdl, amelyek
koziil mindkettd behurcolt és meghonosodott. Hazdnkban a Conyza candensis az egyetlen
,képviseldje” a nemzetségnek. Angol neve: ,,Canadian fleabane” (Pal 2012). Eur6padban mar
évszazadok ota jelen van, de mivel elterjedési teriilete egyre ndvekedett ezért mar vilagszerte
eléforduld novény. Ruderalis gyomtarsulasokban, utszéleken, szant6foldeken és legeldkon is

el6fordulhat néhol akar tomegesen is (http4; Kiraly 2009).
2.3.2. A betyarkoro morfolégiaja

A betyarkoro egy egyéves, azaz therophyta faj, amelynek az atvészeld szerve maga a mag. Az
Osszel csirazd 10-180 cm magas egyedek vegetativ (rozettas) alakban is képesek attelelni.
Levelei ritkasan szOrosek, landzsasak, ép széliiek vagy ritkan fogasak. A levelek 1-10 cm
hosszuak €s 1 cm szélesek, de ritkan eléfordulhat, hogy szélesebbek. A szara hengeres ¢és felallo,
valamint a névény egész feliilete érdes vagy sz0rozott. Sokfészkil buga viragzattal rendelkezik,
amelyen a csOves virdgok sargasfehér szinliek. Kaszat termése 1-2 mm hosszl, amelynek
feliilete ritkasan fehéres szOrdkkel boritott vagy kopasz, alakja pedig lapos €s hosszikas. A
bobitajanak mérete a termés hosszanal joval nagyobb kozel haromszorosa. Egyes szerzok arrol
szdmoltak be, hogy az eurdpai dllomanyok kozott nagymértékli a morfologiai valtozatossag.

(Weaver 2001; Pal 2012; Kiraly2009).
2.3.3. A betyarkoro szarmazasa és elterjedése

A betyarkéronak Eszak-Amerika az Oshazéja, ahol ruderdlis teriileteken, valamint zavart
gyepekben talalhatéak Oshonos allomanyai. Eurdpéaba a feltételezések szerint egy kitomott
madar tollan jutott be. A kontinensen az els6 emlités a novényrdl 1655-bél Dél-
Franciaorszagbol szarmazik. Gyors terjedése miatt 250 év alatt ellepte egész Eurdpat a 19.
szazadra pedig mar mind az 6t vildgrészen megtaldlhaté volt, tehat kozmopolita fajja valt.
Hazéankba az 1750-es évek kornyékén kertilt be és par évtized mulva mar a gyakori gyomfajok
kozé volt sorolhatd. A 18. szazad végére az egész orszagot lefedte elterjedési térképe, ami
lehetové tette, hogy napjainkra kialakult az abran lathaté allapot (4. ébra). Eldfordulasat

tekintve elég sokrétli faj, mivel miivelt teriileteinken is megtalalhaté foleg kapasokban,



legelokon, illetve gylimdlcs és szOloiiltetvényekben egyarant. Tovabba a természetes homokos
textaraju ¢€lohelyeket is eldnyben részesiti, ilyenek példaul a nyilt homokpusztagyepek.
Mindezek mellett gyakran megtalalhaté erdokben, folydmedrekben, valamint utak és vasuti
toltések mentén. A klimavaltozas miatti hosszi nyari aszalyok gyakorisaga elérelathatolag
kedvezni fog a faj tovabbi terjedésének, mert igen jo szarazsagtiird képességgel rendelkezik

(http4; Pal 2012).

4. abra: A betyarkoro elterjedési teriilete Magyarorszagon
(Pal 2012).

2.4. A szegfifélék képviseloinek selyemkoroval és/vagy betyarkoroval

megegyezo virusai

2.4.1. Uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus - CMV)

Az uborka mozaik virus (Cucumovirus CMV) a Cucumovirus nemzetségbe €s a Bromoviridae
csaladjaba tartozik. Egy vilagszerte elterjedt virus, amely elsésorban a tropusi €s a mérsékelt
éghajlati ovezetekben érzi jol magit. A CMV egy polifag virus, amely tobb, mint 1200
novényfajt képes megfertdzni, koztiik egy €s kétszikiieket is egyarant. A fertdzes utan kialakulo
tiinetek valtozdak lehetnek a gazdandvény é€s a virustorzs fliggvényében. A ndvényeken
megjelenhetnek mozaikos foltok, valamint klorozis, nekrozis és fejlédési rendellenesség is. A
virus levéltetvekkel terjed elsdsorban, méghozza nem perzisztens médon. A CMV virionja 28-
30 nm atmérdji és 180 kapszid alegységbdl all (Mochizuki & Ohki 2012). Alakja az 5. abran

lathato ikozaéder (Moyle et al. 2018). Az uborka mozaik virus képes megfertozni a selyemkorot
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(Salamon et al. 1989), illetve a szegfufélék koziil a buglyos fatyolviragot (Gypsophila
paniculata L.), a kerti habszegfiit (Silene armeria L.), a csillaghur (Stellaria) nemzetségbe
tartoz6 fajok egyes képviseldit koztiik a tyakhurt (Stellaria media L.), a torok szegfit (Dianthus
barbatus L.) és a kerti szegflt (Dianthus caryophyllus L.) is (Sastry et al. 2019).

5. abra: Ikozaéder (http5)

2.4.1.1. Az uborka mozaik virus (CMYV) genomszervezodése

Az uborka mozaik virus genomja harom RNS szegmensbdl tevddik ossze, amelyek valtozo
hosszusaguak. Az RNS1 3,382, az RNS2 3,050 ¢és az RNS3 2,218 nukleotid hossza. A 3 RNS
szegmens minddssze 5 kiilonbozé fehérjét kodol, amelyek a 6. abran lathatéak. A
monocisztronos RNS1 molekula egyetlen fehérjét hataroz meg, méghozza az 1a fehérjét. Ezzel
ellentétben az RNS2 és az RNS3 mar két gént kodolnak. Ezek az RNS2 esetén 2a és 2b, az
RNS3 esetében pedig a 3a és 3b fehérjék. A virus replikaciohoz feltétleniil sziikséges az 1a és
a 2a gének jelenléte, hiszen ezek egyiitt alkotnak egy replikacios komplexet. A 2b fehérje részt
vesz a virusciklus legtobb 1épésében és képes megzavarni a gazdaszervezet alapvetd védekezési
mechanizmusait. Az abran a mozgési fehérjét MP (movement protein) rovidités jeloli, ez pedig
nem mas, mint a 3a fehérje, ami a virus egyik sejtrél masik sejtre valo terjedését teszi lehetdve.

A 3b gén a kopenyfehérje (CP) kialakulasaért felelds. A megfertdzott novény szoveteibol

crer
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RNA-1 (3.4kb) . RNA-3 (2.2kb)

ORF3
5.-@_ ORF1a }—3’-0H 5.-@_{ MP |_| ORF3b ]_3I_DH
RNA-2 (3.1kb) 5. l’ .
5'e—] ORF2a L 3_0H o—{ & |—3-OH
|ORF2b sgRNA-4 (1.0kb)

6. abra: A CMV genomszervezddése (http6)

2.4.2. Paradicsom bronzfoltossag virus (Tomato spotted wilt virus - TSWYV)

A paradicsom bronzfoltossag virus (Orthotospovirus tomatomaculae) a Tospoviridae csaladba
és az Orthotospovirus nemzetségbe tartozd virus. Hajtatasban ¢és szabadfoldon is
megjelenhetnek. Tripszekkel (Thysanoptera) perzisztensen képesek terjedni, amelyek koziil a
nyugati viragtripsz (Frankliniella occidentalis) emelheté ki, amelynek tobb, mint 1000
gazdanovénye létezik. Tovabba mechanikailag is atvihetd a virus. A TSWV tiinetei azzal
kezddédnek, hogy eldszor sargas (bronz szinii) foltok jelennek meg a fiatal leveleken, majd pedig
késobb kis sotét barna foltok keletkeznek (De Oliveira et al. 2018; http7; Sastry et al. 2019). A
TSWYV genomja hdrom nagy, kézepes és kicsi szegmensbdl all. A virionokat a foszfolipid
membran boritja, gdmb alaktak és atmérdjiik 80-120 nm (Kamran et al. 2024). A paradicsom
bronzfoltossag virus képes megfertézni a betyarkordt (Grieco et al. 2000), valamint a
szegfiifélek csaladjabol az egynyari fatyolvirdgot (Gypsophilla elegans M. Bieb.), a mezei
csibehurt (Spergula arvensis L.) és a tyakhurt (Sastry et al. 2019).

2.4.3. Arabis mozaik virus (4rabis mosaic virus - ArMV)

Az arabis mozaik virus (Nepovirus arabis) a Secoviridae csalddba azon beliil a Comovirinae
alcsaladba és a Nepovirus nemzetségbe tartozd virus. Szdmos ndvényt képes megfertdzni.
Tiinetei kozott szerepelnek a mozaikos foltok, a felpondérodott/csavarodott lombozat, illetve a
novekedés visszamaradasa. A virust tifonalférgek (Xiphinema spp.) terjesztik nem perzisztens
modon. A virus genomja két egyszalia RNS-bdl all (Gao et al. 2016); http8). Virionja 28-30 nm
atmérdji és alakja a 7. dbran lathat6 ikozaéder (http9). Az arabis mozaik virus megtudja fertézni
a selyemkoérot (Bellardi & Rubies-Autonell 1999), a kakukkszegfii (Lychnis) nemzetségbe
tartoz6 fajok egyes képviseldit, a kerti szegfiit és a torok szegfiit is (Sastry et al. 2019).
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7. abra: Az arabisz mozaik virus virionképe (http9)

2.4.4. Sz616 pinot gris virus (Grapevine Pino gris virus - GPGV)

A GPGV-t (Trichovirus pinovitis) eloszor 2003-ban, az észak-olaszorszagi Trentino borvidéken
azonositottak egy Pinot gris iiltetvényben, innen ered a neve is. Késdbbi vizsgalatok azonban
mas szOlofajtakban is kimutattdk. A GPGV a Betaflexiviridae csaladba tartozo Trichovirus
nemzetség egyik alapfaja (Saldarelli et al. 2017; Tarquini et al. 2019). Egyszalia RNS-genommal
rendelkezik, amely 7275 nukleotid hosszisagu (Fajardo et al. 2017). A virus terjedése tobbek
kozott a szO0l6 gubacsatkdja (Colomerus vitis) altal, illetve fertdzott szaporitdoanyaggal is
megtorténhet (Bertazzon et al. 2016). Lagyszari novények koziil példaul a Silene latifolia

subsp. alba és a Chenopodium album is szolgalhatnak rezervoarként (Fajardo et al. 2017).

Molekularis vizsgalatok alapjan legkdzelebbi rokona a Grapevine berry inner necrosis virus
(GINV), amely szintén a Trichovirus nemzetség tagja, és els6ként Japanban irtak le. Azota tobb
eurdpai €s azsiai orszagban is azonositottak, tobbek kozott Szlovakidban, Szlovéniaban,
Franciaorszagban, Csehorszagban, Gorogorszagban ¢és Koredban (Bertazzon et al. 2016). A
kérokozo pontos szerepe azonban még nem teljesen tisztazott, mivel szamos torzse ismert, €s a

kiilonbozo sz616fajtak érzékenysége jelentdsen eltérhet (Fajardo et al. 2017).

A GPGV a Tymovirales rendbe azon beliill Betaflexiviridae csaladba és a Trichovirus
nemzetségbe tartozik. Viszonylag Gjonnan azonositott kdrokozo, amely a sz016 (Vitis vinifera)
kiilonbozd tlinetegyiitteseiért felelds, tobbek kozott a klorotikus foltok, a ndvekedési
visszamaradas, a levélalak torzuldsok, valamint a termés mennyiségi és mindségi romlasanak
kialakulasaért. A vegetacio kezdetén a fertdzott tokék jol felismerhetd tiineteket mutatnak,
azonban a nyar folyaman ezek fokozatosan elhalvanyulnak, és a betegség rejtve marad a

leveleken. A GPGV képes arra, hogy megfertdzze a selyemkorot és a szegfiifélék csaladjabol a
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fehér mécsviragot (Silene latifolia subsp. alba Poir.) (Demian et al. 2022; Sastry et al. 2019;
Karki et al. 2025).

2.5. A nagy ateresztoképességii szekvenalas a virusdiagnosztikaban

A virusdiagnosztikai technolégidk fejlédése kiillondsen a nagy ateresztOképességii szekvenalasi
eljarasok (High Throughput Sequencing - HTS) megjelenése 11j tdvlatokat nyitott a molekularis
genetikai kutatasokban. A HTS a korabbiaknal lényegesen érzékenyebb modszert kinal a
novényi virusok kimutatasara. Kordbban a PCR-alapu és szerologiai eljardsok voltak a
leggyakrabban alkalmazott diagnosztikai moédszerek, mivel ezek megbizhatéak, konnyen
hasznalhatok és koltséghatékonyak. Ezért ezek a technikak ma is alapvetd szerepet jatszanak a
virusok azonositdsaban. Sajat kutatdsomban ezeket a hagyomanyos modszereket a HTS-bdl

szarmaz6 eredmények megerdsitésére alkalmaztam.

A HTS legnagyobb eldnye, hogy mig a szeroldgiai vizsgélatokhoz specifikus antitestekre, a
PCR-hez pedig a célzott korokozo szekvencidjanak ismeretére van sziikség a primerek
megtervezéséhez, addig a HTS esetében nincs sziikség elézetes informaciora. Ez a technika
képes feltarni a mintaban jelen 1év0 valamennyi virust és viroidot, vagyis a gazdandvény teljes
viromjat. A moddszer lehetdvé teszi teljes genomok szekvendlasat anélkiil, hogy specifikus
primereket vagy antitesteket kellene alkalmazni, igy nemcsak ismert, hanem kordbban nem

azonositott virusok és viroidok kimutatasara is alkalmas.

Az utdbbi években a HTS széles korli hasznélata nagymértékben felgyorsitotta az 0j virusok és
viroidok azonositdsat, valamint genetikai szekvenciaik meghatdrozasat. Fontos azonban
a patogének jelentdségének, gazdandvényeinek, tiineteinek ¢€s bioldgiai sajatossagainak

feltarasdhoz tovabbi viroldgiai kutatasok sziikségesek.

A HTS kiilonb6z6 platformokon alkalmazhatd, koziiliikk az [llumina rendszer a legelterjedtebb.
Ezzel a modszerrel egy idOben akar tobb szdzmillio nukleotidszekvencia is meghatarozhato,
azonban az adatok feldolgozasa és értelmezése elengedhetetlentil bioinformatikai elemzéseket
igényel. A kapott eredményeket minden esetben célszerli mas, fiiggetlen diagnosztikai
modszerekkel példaul szerologiai tesztekkel vagy RT-PCR-rel megerdsiteni (Lebas et al. 2022;
(Massart et al. 2017).
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3. Anyag és modszer

3.1. A mintak felvételezése
A vizsgalt mintdim begytijtését a bodoglari Tartds szegfli tandsvényen kiépitett pallésor mentén,
illetve a Kiskunsagi Nemzeti Park Igazgatosag vagyonkezelésében 1évo gyepteriileten végeztiik

(8. abra).

3. kvadrat

2. kvadrat
0 58

Tartds szegfii
tanosvény/kilato

\

\ \
): \1 kvadrat
VL e
7> )
e .

8. abra: A felvételezési helyek és kvadratok elhelyezkedése a Tartds szegfii tandsvényen
(http10, Google Earth).

A mintdk begylijtésének idépontja két kiilonbdzé napon tortént, valamint a kvadratok
conologiai viszonyainak meghatarozasara is egy masik idOpontban keriilt sor. Az els6
mintagytijtési akcionk 2024.07.10-én tortént, amely soran a selyemkoro és betyarkord egyedek
begytjtését végeztiik el a 8. abran lathatod helyjelzokkel megjelolt teriiletekrdl. Tobb mintan is
¢észleltiink virusos betegségekre utalod jeleket (9. abra). A masodik mintagyijtési alaklom
helyszine szintén a 8. dbran megjeldlt helyeken tortént 2024.10.25-én, de ezuttal a fokozottan
védett tartos szegfii egyedek leveleinek begytijtésére keriilt sor (10. abra). Az 6szi begyljtés
azért volt indokolt, mivel ilyenkor a novény toélévélrozsat fejleszt igy késziilve a telelésre és
ebben az allapotban kevesebb stressz éri a mintavétel soran. A mintakat begytijtés utan -70°C-

on lefagyasztva taroltuk.
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9-10. abra: A selyemkor¢ tlinetes levelei (bal oldalt), A tartds szegfii begytijtott levelei
(jobb oldalt). (Sajat képek)

A jelolt kvadratokban ndvényfelvételezést is végeztem 2024.08.27-én, mindezt annak
érdekében, hogy kideritsem vannak-e tovabbi fajok, amelyek zavar6 tényezOk mind a
termesztés teriiletén mind pedig természetes é€l0helyeken. A novényfelvételezés
adatfeldolgozasat a kovetkezoképpen végeztem: a 2*2-es kvadratok kijeldlése utan
meghataroztam a benniik elhelyezkedé minden egyes fajt, majd szdzalékosan megbecsiiltem

azok boritasi értékeit.

3.2. Total nukleinsav Kivonas

A begyljtott ndvényi mintakat -70 °C-on taroltam a késébbi virusdiagnosztikai vizsgalatokhoz.
Az elemzés elsd 1épéseként a teljes nukleinsav kivondsat végeztem el, amelynek sordn a
novényben taladlhato 6sszes RNS €s DNS beleértve a gazdandvény és a benne jelenlévd virusok
nukleinsavait is izoldlasra kertilt. A tisztitds 1ényege, hogy a gylijtott mintdkbol a nukleinsav
kivonas utdn nem csak a gazdandvények nukleinsavait vonjuk ki, hanem az azokban jelenlévd

virusok RNS-ét és DNS-ét is.

A folyamat soran annak érdekében, hogy a nukleinsavak ne induljanak bomlasnak végig jégen
dolgoztam. Elsé 1épésként a steril dorzsmozsarakat, amelyeket szintén jégen kellett hiiteni,

valamint az Eppendorf csoveket készitettem eld. A csovekbe egyenként 600 pl fenolt mértem

16



ki, majd pedig eldre elkészitettem a kivond puffert. A puffer 10 mintara nézve 7 ml steril vizet,
1 ml 10xEB-t és 2 ml 10%-0s SDS-t tartalmaz. A -70°C-on fagyasztott ndvénymintakat a
bomlés elkeriilése végett folyékony nitrogénbe helyeztem és a hiitétt mozsarakban egyenként
gyorsan eldorzsoltem Oket. Ezek utan 650 pl kivono puffert mértem ra, homogenizaltam és a
dorzsmozsarbdl a fenolt tartalmazo Eppendorf csovekbe ontdttem. A mintakat a vortexelés utan
centrifugdltam 5 percig 15000 rpm-en ¢és 20°C-on. Mindekdzben eldkészitettem az Uj
Eppendorf csoveket, amelyekbe 300 pl fenolt és 300 pul kloroform: izoamilalkoholt mértem és
a centrifugalés utan keletkezett fels6 fazist a keverékre pipetaztam, figyelve, hogy a két fazis
hataréan elhelyezkedd interfazis (fehérjék) ne keriiljon bele. Ismét vortexeltem és 5 percig 15000
rpm-en 20°C-on centrifugaltam. Szintén 0j csdvekbe 600 pl vizes fazissal megegyezo térfogatu
klorofom: izoamilalkoholt mértem és ismételten a centrifugalas utan létrejott feliiliszo fazist
rapipettaztam. Ujra vortexeltem és centrifugaltam, kozben pedig tjabb csovekbe kimértem 20
ul 4M-os Na-acetétot, tovabba 1 ml 96%-os etanolt (EtOH). A felsd fazist ismét hozzdadtam a
keverékhez és par perc jégen tartds utan kézben forgatva kevergettem a nukleinsavak
kicsapddasanak érdekében. Ezutan 30 percig 15000 rpm-en és 4°C-on a centrifugaba
helyeztem. A centrifugélas végeztével az alkoholt ledntSttem €s a csdvekbe ismét 1 ml etanolt
tettem, de ezlttal 70%-osat. 3 percig 15000 rpm-en 20°C-on centrifugaltam, majd az alkoholt
leontdttem és a csovekben keletkezett csapadékot beszaritottam a maradék alkohol
eltavolitdsanak érdekében. A mintdkat a szaritds utdn 30 pl steril vizben visszaoldottam,
vortexeltem és jégen tartottam. A total nukleinsav kivonas sikerességének ellen6rzd futtatasa
el6tt azonban sziikséges volt elkészitenem egy EtBr-t tartalmazo 1,2%-os agardz gélt, valamint
az FDE-vel megfestett mintakat. A gélelektroforézishez 2 pul mintabol, 3 pl HxO-bol és 5 pl
FDE-bdl 4l16 keveréket készitettem ezt 65°C-on 5 percig denaturaltam ¢€s végiil TBE pufferben
torténd elvalasztassal 115 V-on elvégeztem a futtatast. Végiil az UV megvilagitas utan kapott

gélképen ellendriztem a kivonas eredményességét.

3.3. A poolok elkészitése

A tovabbi vizsgalatok megkonnyitése érdekében a tisztitott nukleinsav mintakbol keverékeket
(4n. poolokat) allitottam Ossze. Elsdként olyan poolokat készitettem, amelyek egy egyedhez
tartoz6 levelekbdl kinyert nukleinsavakbol alltak. A mintdkat felvételi helyszinenként és
fajonként egyedi azonositoval lattam el, amely az 1. tdblazat elsé oszlopaban lathato. A tisztitas

soran sajat feliratot kaptak a mintak, mindez az RNS oszlopban figyelheté meg. A
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helyszinenként és fajonként kialakitott poolok is egyedi azonositdt kaptak. A kialakitott
keverékekbdl pedig egy az dsszes mintavételi helyszint és mintazott novényt reprezentald pool
késziilt, amely az Osszes mintaban 1évé nukleinsav keveréke. A poolok Osszeméréséhez
sziikséges mennyiségek kiszamitasadhoz tudnom kellett a mintdk koncentracios értékét, amelyet

egy NanoDrop spektrofotométerrel hataroztam meg.

Minta sorszama RNS pool név pool
BoBl/1 CSl1/1
BoBI/2 Csl1/2
BoBI/3 CSl1/3 Zs770/1
BoBl/4 CsSl1/4
BoBI/5 CSl1/5
BoSIl/1 CSl1/6
BosSll/2 Csl4/1 75770/2
BosSll/4 CsSI3/11
BoSlI/5 CsSl4/a
BoBIll/1 CSl2/6
BoBIIl/2 CsI2/7 76770/6
BoBIII/3 Csl2/8 Zs770/3
BoBlll/4 CSI2/9
BoBIlI/5 CSI2/10
BosSlIl/7 CsSI3/2
BosSlIl/8 CsSla/6 Zs770/4
BosSlIl/9 CsSI3/4
BoSzZI/1 CsI2/11
BoSZI/2 CSl2/12
BoSZI/3 CsSl4/8 Zs770/5
BoSZIll/2 CsSI3/8
BoSzZIIl/3 CSI3/9

1. tablazat: Az elkészitett poolok tablazata.

3.4. DNaz kezelés

A bioinformatikai elemzések megel6zd 1épéseként a poolokat DNazzal kezeltem, mivel a
szekvenalashoz kizardlag a mintakban 1évé RNS-re volt sziikség. A kezelés 1épései a
kovetkezOképp zajlottak: Az kezelendé RNS pool térfogata 23 pl volt, amely 12,5 pg RNS-t
tartalmazott, amihez hozzdadtam 5 pl 10x NEB DNaz puffert, 15 pl NEB DNéz-t, 1 pl
Ribolock-ot (RN4z inhibitor) és 6 ul MQ-t és igy végtérfogatban 50 ul-t kaptam. Ezutan 37°C-

18



on 30 percig inkubaltam a mintakat. Az id6 lejarta utan hozzaadtam 150 pul MQ-t és 200 pl
fenol kloroformot, majd vortexeltem és a centrifugdba helyeztem 5 percre. A centrifugabol
kivett csdvekben kialakult fazisok koziil a legfelsét j csObe pipettdztam, hozzdadtam 22 pl
4M-os Na-acetatot és 500 pul EtOH-t és kézben forgatva kevertem. A keverés utan a 4°C-os
centrifugaba helyeztem a mintékat 30 percre. A folyadék ledntése utan 1 ml 70%-os EtOH-al
mostam a csoveket és 5 percig a centrifugdba helyeztem 6ket. Az 5 perc utdn ledntdttem az
alkoholt és a csoveket papirtorlére fejjel lefelé allitva szaritottam. Ismét centrifugéltam és
Ovatosan a pipetta hegyével leszivtam a maradék alkoholt a cs6 aljabol. A tovabbiakban 8 percig
nyitott tetdvel szdritottam és visszaoldottam 25 pl MQ-ban. Ezutin gélelektroforézissel
futattam ¢€s utolso6 1épésként egy NanoDrop spektrofotométer segitségével elvégeztem a minta
koncentraciomérését és mindségellendrzését, amely soran OD 260/280 ¢s OD 260/230 aranyt
mértem meg, melynek a nukleinsav mintdk mindségi mutatdéi. Az OD260/280 érték a fenol,
protein, vagy egyéb, olyan szennyezddés jelenlétére utalhat, amelyek 280 nm-en
abszorbealodnak. RNS esetén a 2.0 érték tekinthetd teljes tisztasagi nukleinsavnak. Az OD
260/230 arany valamilyen partikularis szennyezddés jelenlétére utalhat: RNS esetén az 1.8-2.2

érték utal a megfeleld tisztasagra.

3.5. Bioinformatikai elemzések

A DNaz kezeléssel elokészitett poolok alkalmasak voltak az Illumina platformon torténd
szekvenalasra. Az elkiildott keverékek mind a novények és mind a virusok RNS-eit
tartalmazzak, igy a szekvenalas utan megtudjuk hatarozni a mintéban jelen 1év6 valamennyi, a
mintaban jelen 1évd viralis korokozot. A szekvenciaadatok bioinformatikai feldolgozasat és
analizisét a CLC Genomics Workbench 20.0.4 verzidjaval végeztem el. A szekvenciaadatok
letoltése utan, az elemzési folyamat elsd lépéseként a szekvencidk mindségi paramétereit
ellendriztem. A kapott read-eket (olvasatok) trimmeltem és atfedd régidi alapjan kontigokat
hoztam létre. Ezeket a kontigokat az NCBI referenciagenom-adatbazisahoz hasonlitottam,
amely alapjan listat kaptam azokrdl a virusokrol, amelyek jelen lehetnek a mintdban. A
virusokhoz tartozo E-value értékek azt mutattak meg, milyen valdszintiséggel fordulnak eld.
Az eredményeket az E-value alapjan sorba rendeztem, és azokat a virusokat vizsgéaltam tovabb,
amelyek E-value értéke 0 volt, vagyis a legnagyobb bizonyossaggal jelen voltak a vizsgalt

mintaban.
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3.6. cDNS szintézis

Az RNS-virusok PCR-alapu vizsgalata csak akkor lehetséges, ha a virusgenomot elézetesen
komplementer DNS-sé (cDNS) atirjuk. Ennek oka, hogy a PCR-reakcioban alkalmazott enzim,
a DNS-fiiggé DNS-polimeraz kizardolag DNS templatrol képes nukleinsav-szintézist
végrehajtani, mig RNS templatot nem tud hasznositani. Ennek megfeleléen a cDNS-szintézis
folyaman a kiinduldsi RNS-templatbol a reverz transzkriptdz enzim kozremiikodésével
képzddik a komplementer DNS. A szintézis sordn a Revert Aid kit-el (Thermo Fisher Scientific)
dolgoztam. A folyamat soran végig jégen tartottam az RNS-eket és ligyeltem azok tisztan
tartdsdra, hiszen a laboratériumban jelen lehetnek az RNase enzimek, amelyek képesek

lebontani azokat.

A legelsd 1épés a cDNS szintézis Revert Aid kit-el valo elkészitése soran az RNS templatok
kiolvasztasa. A kiolvadt RNS templatokbdl 3,5 pl-t mértem 0ssze, ezutan hozzadtam még 0,5
ul random hexamer primert és 2 pul MQ-t (steril viz). A kimérés utan a mintakat rovid ideig
centrifugaltam és 65°C-on 5 percig denaturdltam figyelve arra, hogy az eppendorf csovek
megfelelden le legyenek zarva, hiszen az inkubalés kozben konnyen elparologhatnak. Az 5 perc

elteltével a csoveket egybdl jégre tettem.

Mindezt kovetden Osszedllitottam egy mixet, amit a 6 mintdmhoz igazitva nyolcszoros
mennyiséggel készitettem annak érdekében, hogy hibazas esetén még maradjon is. A kovetkezd

pontok mutatjdk be a nyolcszoros mennyiségii mix Osszetételét:

— 16 pl 5x puffer

— 8 ul 10mMdNTP

— 4 ul RiboLock RNase inhibitor
— 4 ul Revert Aid

Az elkésziilt mixbdl csdvenként 4 pl-t mértem a mintdimhoz igy végtérfogatban csévenként 10
pl volt Osszemérve. Az eldre bedllitott PCR késziilék a 2. tdblazat szerint szolgaltatta a

megfeleld homérsékletet:

25°C 42 °C 45 °C 70 °C

10 perc 60 perc 10 perc 10 perc

2. tablazat: PCR késziilék beallitasai.
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3.7. Aktin teszt

A szintézis lefutdsa utan a cDNS mindségét volt sziikséges leellendriznem, amelyet egy aktin
teszt segitségével végeztem el. Ehhez sziikségem volt 0,5 pl templatra és egy elére Osszeallitott
mixre. A nyolcszoros mennyiségii mix a kovetkezd 6sszetevoket tartalmazta: 76 ul MQ, 24 ul
S5xPhire puffer, 6 ul Vvactin forward primer, 6 pl Vvactin reverse primer, 2,4 ul dNTP, 1,6 ul
Phire enzim. A templatokhoz 14,5 ul mixet adtam hozza és igy végtérfogatban mintanként 15
pl-el dolgoztam tovabb. A kdvetkezd 1épés a reakcid elvégzéséhez sziikséges PCR késziilék

beallitasa volt, amely az alabbiakban (3. tablazat) lathato:

98 °C 98 °C 55°C 72 °C 72 °C
30 masodperc 10 masodperc 10 masodperc 20 masodperc 1 perc
40X

3. tablazat: PCR készilék beallitasa az aktin teszthez.

A PCR reakci0 sikerességét 1,2%-os agar6z gélen torténd futtatassal ellendriztem.
3.8. A bodoglari RNS mintak kezelése

A total nukleinsav kivonas soran észleltem, hogy egyes mintak allaga stirii volt és szinanyagot
tartalmazott, amit a tisztitas folyaman nem sikeriilt eltavolitani. Emiatt trizolos kezelést kellett
elvégezni a mintdkon. A trizolos tisztitds alkalmas arra, hogy eltlintessiik azokat a
szinanyagokat, amelyek gatoljak a PCR reakciot. A kezelést a kovetkezOképpen végeztem el:
elsé 1épésként 20 pl RNS mintdhoz pipettaval hozzaadtam 200 pl trizolt €s 40 ul kloroformot.
A mintakat ezek utdn vortexeltem ¢és a centrifugaba helyeztem 4 °C-on 10 percig. A 10 perc
letelte utan kivettem a mintékat és az eppendorf csdvekben jol lathatdan 3 fazis keletkezett. A
3 tazisbdl a legfelsore volt sziikkségem ezért azt Ovatosan a tobbi fazis érintése nélkiil Gj csObe
pipettaztam. Tovabba az 0j cs6be pipettazott feliilluszohoz hozzaadtam 100 pl izopropanolt,
majd ezt ugyancsak a centrifugaba helyeztem 4 °C-on 10 percre. A centrifugabdl kivett
csovekben ezek utan lathatova valt a kicsapddott nukleinsav. A csében 1évd alkoholt
(izopropanol) ledntottem és a csovet Speed Vac késziilékben széritottam, hogy az alkoholt
eltavolitsam. A szaraz csoveket mindezek utan 20 ul MQ-ban visszaoldottuk. Utols6 1épesként

a gélelektroforézishez keveréket készitettem, amely 3 pl FDE-bol, 2 pl MQ-bol és 3 ul RNS-
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bol allt. A 65°C-on 10 percig denaturaltam a keveréket és a trizolos kezelés sikerességnek

ellendrzését 1,2%-o0s agardz gélen torténd futtatassal végeztem.

3.9. Primer tervezés

A kovetkezd 1épés a virus specifikus primerek tervezése volt. Eldszor a bionformatikai
elemzések soran kapott olvasatokat hasznaltam fel a kontigok épitéséhez. A kontigokat az NCBI
adatbazisban megtalalhat6 referenciagenomhoz illesztettem, hogy mindezek utdn megfeleld
primereket tudjak tervezni a kapott virusok visszaigazolasahoz. A tervezést a Geneious Prime
program segitségével végeztem. A primerek tervezése sordn figyelembe kellett vennem, hogy
a kontig ¢és a referenciagenom szekvencidja nagyfoku hasonloséagot, illetve azonossagot
mutasson. Miutdn a program megtervezte a primer kombindciokat az dtvalogatéds kovetkezett a
megfeleld atirds és kotodés érdekében, amelyhez kiillonb6z6 szempontokat vettem figyelembe.
Az elsé szempont, hogy a primer 21-24 nukleotid hosszisagl legyen, a masodik, hogy 3
ismétlodés ne legyen benne €s az utols6 szempont a C-al vagy G-al val6 kezd6dés és végzddés.
A 4. tdblazat megmutatja a kapott virusok primer tervezés utdni eredményeit dsszefoglalva,

tovabba a 11-15. abran lathatod a referenciagenomon vald elhelyezkedésiik, valamint a méret

tartomanyuk.
. , Position on the | Product | Genome used as a
Primer Name Primer Sequence (5'-3") X
reference genome size reference
TuaPV1l 2608F CGCTGGTGCTCAGACAGATT 2607-2626
1601 MN296516
TuaPV1l 4209R GTTCTGCTGCATGACCTACGG 4209-4189
DvV2_4357F GTCAAACCAATGCAATATACG 4357-4380
784 MZzZ813180
DvV2_ 5141R GAGTCCAGGTCCATTGGACTT 5141-5121

LBVaVRNAl 3847F GGAAGCCAGAAGAGAACCACTGAT 3789-3811

1293 NC 011558.1
LBVaVRNAl 5140R CTTCATTGCTCTGTCCATAGTC 5052-5069
PVA 4517F CATTATGAATGGAAGGTAATG 4517-4537
2173 Mz826138.1
PVA 6690R TTACCTTGATAGTGCTGTCGG 6667-6647
TBRV_4996F CCAGAAGACAGCAATGCAATC 4996-5016
930 0Q513467.
TBRV_5926R GAGTTGATCCCGGTGATCATG 5884-5867

4. tablazat: A kapott primerek szeml¢ltetése.
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14. abra: PVA primer elhelyezkedése a referenciagenomon.

23



= ogsimerl - Find: — __v Q| oF 1 7 Toois = | Tracks = ¥, Downioad =
i‘ - u r
DO513967.1: 1..13K (13,445 nt) " G Tracks shown: /3
TBNRV2_4996F = ———«=TBNRV2_5926R
930 bp

15. abra: TBNRV2 primer elhelyezkedése a referenciagenomon.

3.10. Gradiens PCR

A gradiens PCR a primer tervezést kovetd 1épés volt, hiszen a primerek mikodését
optimalizalni kellett. A folyamat soran laminaris fiilkében dolgoztam sziirés steril
pipettahegyeket hasznélva a szennyezddések elkeriilése végett. A reakcio soran a Q5 enzimet

hasznéltam. Els6 1épésként egy mixet allitottam 0ssze, amely a kdvetkezdoket tartalmazta:

- 33 ulMQ

- 10 pl 5xQ5 puffer

- 1 ul 10mMdNTP

- 1 pl Q5 enzim (2000 U/ml)
Az igy Osszedllitott mixhez hozzdadtam 2,5-2,5 pl forward é€s reverz primert, igy
végtérfogatban 50 pl-t kaptam. Ezt kovetden 49 pl mixhez 1 pl templatot adtam, szé&tmértem 5
Uj cs6be, majd elhelyeztem a kiilonb6zd annelldlasi homérsékletre (58°C, 60,5°C, 62,5°C,
64,5°C, 66°C) beallitott PCR késziilékbe, amelynek iddintervallumait a gyartd altal eldirt
javaslatok alapjan valasztottam meg (5. tablazat). A PCR sikerességének ellenérzését 1,2%-o0s

agar0z gélen végeztem.

98°C 98°C 58-66°C 72°C 72°C

30 masodperc 30 masodperc 30 masodperc 2 perc 2 perc

N

5. tablazat: A késziilék beallitasai a Gradiens PCR-hez.
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3.11. PCR termék tisztitasa

A gradiens PCR soran torténd optimalizalasbol kideriilt, hogy a virus PCR amplifikacioja soran
a60,5°C legmegfelel6bb annellalasi hdmérséklet igy a tovabbiakban ezen a hdfokon dolgoztam
tovabb. A pozitiv eredményili gradiens PCR mintdkat a gélbdl torténd tisztitdsdhoz az
elektroforézis utan UV fényes megvilagitas és steril szike segitségével vagtam ki a gélbol.
Tovabba ugyanezt a folyamatot a kordbban poolokkal elvégzett pozitiv eredményli PCR
termékeivel is elvégeztem. A DNS gélbdl valo tisztitdsa soran a NucleoSpin Gel and PCR Clean
up Kit (Macherey and Nage) hasznalataval dolgoztam. A gyart6 utasitasai szerint a mintakat 25
pl elicids pufferben oldottam vissza. A tisztitds eredményességének visszaigazolasahoz 3 pl

mintat és 3 ul DNS festéket hasznaltam fel az 1,2%-os agar6z gélen torténd futtatashoz.

3.12. Ligalas

A tisztitott PCR mintdkat PJET1.2/blunt vektorba klonoztam (16. abra) és mindezt Thermo
Scientific CloneJet PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével végeztem el. A

ligalas reakcidjahoz sziikséges mixet a kovetkezOkbdl allitottam Ossze:

— 10 pl 2x reaction puffer
- 2ulMQ

— 1 pulpJET

— 1 plligaz

Bsu15l

16. abra: A pJET1.2/blunt vektor architekturaja.
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A kész reakcioelegybdl 7 pl-t a mintabol pedig 3 pl-t mértem 0Ossze, amelyet 10 percig
szobahdémérsékleten inkubaltam. Ezutan megkezdtem a transzformalasi folyamatokat,
amelynek elsé 1épése az 5 pl ligdtum hozzdaddsa volt a 100 ul DHSa kompetens
baktériumsejthez. Az igy kapott elegyet 20 percig jégre helyeztem, majd 30 masodpercig 42°C-
os vizflirdoben tartottam hdsokkolas gyanant. A kovetkezd 1épésben 0,5 ml SOC taptalajt adtam
a mintdhoz, majd pedig razé termosztatba helyeztem 37°C-on 40 percig. Az id6 letelte utan az
LBAmp taptalajon torténd szélesztés kovetkezett, amelyet kovetden egy éjszakara 37°C-on
inkubaltam a mintaimat. A taptalajon feln6tt baktérium koldnidkat folyékony LB Amp taptalajra
oltottam fogpiszkaldval, majd egy éjszakdn &t 37°C-n inkubdltam. A plazmid tisztitdst a

folyékony tapkdzegben felndtt baktérium kultarakbol végeztem el.

3.13. Plazmid tisztitas baktériumtenyészetb6l

A plazmidok tisztitasi folyamatat a baktériumtenyészetekb6l a NucleoSpin Plasmid Kit
(Thermo Fisher Scientific) felhasznalasaval és a hozza tartozo utasitasok alapjan végeztem el.
A tisztitast kovetden visszaoldottam a plazmidokat 50 pl eltcios pufferben. A plazmidok
ligalasanak eredményességét restrikcios enzimek hasznalataval (emésztésével) ellendriztem le.

A reakcidhoz a kovetkez6 elemeket felhaszndlva egy 6-szoros mennyiségii mixet készitettem:

— 2 ul 10x Tango Puffer
— 0,4 pl Xbal enzim

— 0,2 ul XHol enzim

- 54 ulMQ

A keverék elkésziiltét kovetden kimértem beldle 7 pl-t és egy 0j csObe hozzaadtam 3 pl tisztitott
plazmidhoz. Ezt kdvetden 30 percig 37°C-os vizfliirdobe helyeztem a mintdkat. Az emésztés

eredményét 1,2%-os agardz gélen futtatva ellendriztem.

3.14. Sanger szekvenalas

A mintdk szekvencia meghatarozasa Sanger szekvenalassal tortént, amelyet a BIOMI Kft.
végzett. A mintdim szekvenaldsa mindkét iranybol (forward és reverz) el lett végezve. A
kovetkezd 1épésben a Chromas 2.6.6. programot hasznaltam az eredményiil kapott

szekvenciaim mindségének ellendrzésére. A forward ¢€s reverz szekvencidkat Gsszeillesztve
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megkaptam a kloénozott PCR termék teljes szekvenciajat. A szekvenalast legfeljebb 800-900
bazispar méretig végezték a forward és reverz primerek. A filogenetikai elemzés elkészitéséhez
az NCBI adatbazisdban taldlhaté szekvencidkhoz hasonlitottam az altalam szekvenalt
virusdarab szekvenciajat. A filogenetikai fat a Genious Prime programmal készitettem el. Egy
masik, az altalam azonositott virussal rokonsagban all6 virust vélasztottam kiilcsoportnak. A
filogenetikai fa készitéséhez maximum likelihood moédszert alkalmaztam, 1000 bootstrap

beallitassal.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1. A mintak total nukleinsav tisztitasa és HTS-re valo elokészitése

A bodoglari Tartés szegfli tandsvényen tortént mintagyiijtést kovetden a totdl nukleinsav
tisztitas volt a kutatas elsO fontos 1€pése, amelyet az anyag és modszer részben leirtak szerint
végeztem. A mintdkat 1,2%-os agar6z gélen futtatam meg és ellendriztem a kivonas
eredményességét. A magas minta szam miatt tobb részre bontva végeztem el azok tisztitasat. A
gélelektroforézis alapjan a nukleinsav tisztitds minden minta esetében sikeres volt (17. abra). A
szlikséges, hogy a kapott értékek alapjan ki tudjam szamolni a poolok dsszemérés¢hez kelld

mennyiségeket.
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17. abra: A bodoglari mintak total nukleinsav kivonasa
utan kapott gélkép.

A nukleinsav kivonas utan a mintavételi teriiletenként elkészitett poolokat DNaz-al kezeltem,
hogy eldkészitsem az Illumina platformon térténd szekvenalashoz. A DNaz kezelt minta

mindségét 1,2%-os agardz gélelektroforézissel ellendriztem (18. 4bra).
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18. abra: A bodoglari mintakbdl készitett poolok DNaz kezelés utani
ellendrzése.

4.2. A HTS adatainak bioinformatikai elemzése

A nagy ateresztOképességii szekvenalas 24,9 millid olvasatot (read) eredményezett, melyeket
fastq formatumban kaptam meg. A readek szama trimmelést kovetden 24,7 milliora csokkent.
A kapott olvasatokbdl kontigokat hoztam Iétre, amelyeket hozzarendeltem az NCBI
adatbazisaban talalhatd referenciagenomokhoz és eredményiil egy virustalalati listat kaptam.
Az elemzések sordn kapott 0 E-value értékkel rendelkezd virusok a 6. tablazatban lathatoak a

kontigok és az olvasatok szdmaval, valamint a viralis lefedettséggel egytitt.

Library virus TBNRV2 |LBvAV_RNA1|l DwW2 |TuaPV1| PVA |[MsAV1
. . number of contigs 11 2 1 1 1 1
Virus hit
RNAse number of mapped reads 377 265 16380 | 5886 |17942| 293
q coverage of the viral genome (%) 72,2 18,6 81,3 100 88,4 | 16,5

6. tablazat: A bioinformatikai elemzések eredményéiil kapott virusok

A tovabbi vizsgalatok sordn a Dregea volubilis virus 2 (DvV2) virus visszaigazolasaval
dolgoztam tovabb. A virusra kapott szekvencidkat hozzéillesztettem az NCBI adatbazisabol
letoltott referenciagenomjaihoz és igy az adott virusgenom lefedettségét kaptam meg (19. abra).
A 19. dbran megjelenitett eredményeket a CLC Genomics Workbench program segitségével

készitettem el.
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19. abra: A DvV2 lefedettsége az RNA seq szekvenalassal kapott olvasatokkal.

4.3. A HTS-sel azonositott virusok jelenlétének visszaigazolasa RT-PCR-rel
4.3.1. cDNS szintézis készitése az RNS poolokbdl és mindségiik ellendrzése

A bionformatikai eredmények visszaigazolasat RT-PCR-el végeztem, amelyhez a tisztitott total
nukleinsavbol cDNS-t kellett szintetizalnom, amelyet az anyag és modszer fejezetben leirtak
szerint végeztem el. A cDNS mindségének ellenérzésére aktin tesztet végeztem. A cDNS
szintézist két kiilonb6z6 aktin primerparral végeztem, attol fliggden, hogy a tisztitott nukleinsav
milyen gazdandvénybdl szarmazott. Azoknal a mintdknal, ahol az aktin teszt egyik primer
kombinécioval sem miikodott, azokndl a tisztitott nukleinsav trizolos kezelését végeztem el, az
anyag és modszer fejezetben leirtak szerint, majd a kezelt mintakbol Gijra cDNS-t szintetizaltam,

majd ennek eredményességét aktin teszttel ellendriztem. Az aktin tesztek minden minta
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crer

alkalmasak voltak a HTS-el kapott virustalalatok visszaigazolasara (20. 4bra).

1000 bp

1000 bp=—=

M 123 456 M7 8 910111213

20. abra: A bodoglari mintakbol szintetizalt cDNS-ek aktin tesztjei.

4.3.2 a DvV2-re tervezett primerek hasznalatiahoz sziikséges optimalis anellalasi

homérséklet meghatarozasa

A DvV?2 visszaigazolasahoz a koradbban elkészitett 6sszes mintat reprezentald poolbdl (1asd 3.3.
fejezet) szintetizalt cDNS-t szekvendlas utdn hasznaltam fel az RT-PCR-hez. A tovéabbiakban
egy gradiens PCR-t végeztem el a korabban tervezett DvV2 primerekkel. A virus RNS
jelenlétének vizsgalata sordn kideriilt, hogy a kiilonb6z6 héfokok koziil (58°C, 60,5°C, 62,5°C,
64,5°C, 66°C) 60,5°C-on, valamint 64,5°C-on kaptam PCR terméket a megfeleld
mérettartomanyban (21. abra). Mindezt kovetden 60,5°C-os annelldldsi homérsékletet
allitottam be a tovabbi PCR reakcio soran, mivel ezen a héfokon kaptam megfeleld, 784 bp

méretli PCR terméket (21. abra).

1000 bp
784 bp m— - —

500 bp

M 58°C 60,5°C 62,5°C 64,5°C 66°C

21. abra: A DvV2-re tervezett primerek gradiens PCR reakciojanak eredménye.
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4.3.3. A mintak RT-PCR tesztje a DvV2 jelenlétére

A megfeleld annelldlasi hdmérséklet meghatarozdsa utdn az éltalam tervezett DvV2 primer
parral az dsszes ndvényt reprezentdlod poolok virustesztjét végeztem el. A kapott gélképen (22.
abra) lathato, hogy a selyemkoro és a tartosszegfii novényegyedeket reprezentald poolokban

visszaigazoltam a virus jelenlétét.

784 pr——-g Ny e - -——3
o st e
500 DD — .
a - . - ol
- - ;g g g F ?E
T e
e
M TP W 2 A IR T NG

22. abra: A DvV2 primer parral késziilt PCR eredménye a bodoglari
poolokbol.

A kovetkezd 1€pésben a két pozitiv pool dsszes begytijtott ndvényegyedének virustesztjét
végeztem el az altalam tervezett primerparral, annak pontos meghatarozéasara, hogy hany
novényegyedben mutathato ki a virus jelenléte. A selyemkord egyedek kozott 3 novénybol 3,

a tartos szegfii egyedek koziil pedig 5 egyedbdl 3 bizonyult pozitivnak (23. abra).

— TN e ——
Selyemk(')r(’) K- ’ K+ : Tartds szegfﬁ | K-"K+

-

23. abra: Az egyedekre lebontott DvV2 primer parral végzett PCR teszt eredménye.
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4.3.4. ADvV2 PCR-ben soksorozott darabjainak klonozasa

A DvV2 specifikus PCR termékeket a 3.11. és a 3.12. fejezetekben leirtak szerint gélbol
tisztitottam, valamint klonoztam. A kloénozas eredményességének ellendrzésére a tisztitott
plazmidokat restrikcidos enzimekkel emésztettem. Erre a célra az Xbal és Xhol enzimeket
hasznéltam fel a pJET konstrukcid emésztetéséhez. Ezek utdn emésztett (EM) €s emésztetlen
(ET) termékeket agardz gélen valasztottam el. Az 24. abran lathat6 gélfotd azt mutatja, hogy a
restrikcios emésztés eredményes volt, igy megfeleld volt arra, hogy elvégezhetd legyen a

Sanger szekvenalas, amelyet a Biomi Kft. végeztt el.

ET EM ET EM ET EM ET EM ET EM ET EM

[——

\ \
|

Selyemkoro Tartos szegfii

24. abra: A DvV2 ligalasanak ellendrzése restrikcios emésztéssel a selyemkoro és a tartds
szegfli mintak esetén.

4.4. A selyemkoroban és a tartos szegfiiben azonositott DvV2 szekvenciak

filogenetikai elemzése

A filogenetikai elemzéseket a sikeres PCR termékek tisztitdsa, klonozasa utan a tisztitott
plazmidokbol a BIOMI Kft. altal elvégzett Sanger szekvendlast kdvetden végeztem el. Az
elemzések eredményének adbrazoldsara filogenetikai fat készitettem (25. abra). A filogenetikai
fa elkészitéséhez az NCBI adatbazisaba feltoltdtt DvV?2 referencia szekvenciat hasznaltam. Az
NCBI GenBankban viszonylag kevés DvV2 szekvencia 4ll rendelkezésre. Az
Osszehasonlithatosadg érdekében valasztottam egy olyan virust kiilcsoportként, amely kozeli
rokona a DvV2-nek, ez pedig nem mds, mint a Pueraria virus A (PVA). Az elkésziilt
filogenetikai fa alapjan elmondhato, hogy a kapott virus szekvencidk kdzelebbi rokonsdgan
allnak a PVA virus szekvencidival, de rokon agon szerepel a DvV2 virussal, mivel a két virus
genomja kozotti hasonlosag 80% folotti. A selyemkoroban és a tartds szegfiiben a virus

ugyanazon variansat azonositottuk. Ezen eredményiink arra utal, hogy a selyemkoré a DvV2
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virusrezervoarja lehet. Annak eldontésére, hogy ez a virus jelent-e veszElyt a tartos szegfii

esetében még tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

NC_001725_SVBV_Fsp_USA @9

NC_001497_CaMV_Bo_USA &

MZz813180_DvV2_Sv_China

MZ826138_PVA_PM_SK &ﬁ

CSI15I512_DwW2_Dd_BD HU %

CSI1514131_Dw2_AS_BD_HU @

0.05

25. abra: Filogenetikai fa a DvV2 leszarmazasi viszonyainak
feltarasarol.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

A diplomamunka célja a Magyarorszdgon €16 novényfajok virusrezervoar szerepének uj
szemszOgbdl torténd vizsgalata volt. Habar a ndvények virusrezervoar szerepe nem tekinthetd
teljesen feltart tertiletnek, a modern laboratoriumi eszk6zok (mint amilyenek a virom feltarasat
is lehetdvé teszik) biztositottak a hatteret annak megismerésére, hogy milyen virusok vannak
jelen a hazankban megtalalhaté invazios gyomndvényekben, valamint egy fokozottan védett

novényfajban.

A kutatas harom novényre fokuszalt: az invazids selyemkorora, a betyarkorora és a kizardlag a
Duna-Tisza koézi homokpusztagyepeken eléforduld, fokozottan védett tartos szegflire. A
selyemkoro €s a betyarkoro jelenléte a tartos szegfii él0helyén, valamint a miivelt teriileteken
is potencidlis veszélyt jelent mind a kultirnévényekre, mind az Oshonos florara nézve,

kiilondsen a feltételezett virushordozo szerepiik miatt.

A szakirodalmi attekintés soran felmertilt tobb olyan virus is, amely potencidlisan kdzds lehet
az invazids gyomfajokban és a tartos szegfliben, ezek koziil azonban a kutatds soran egyiket

sem sikerult kimutatni.

Ezzel szemben Magyarorszagon elséként irtuk le a Caulimoviridae csaladba tartozd Dregea
volubilis virus 2-t (DvV2), melyet az NCBI adatbazisa szerint el6szor Kindban irtdk le 2021-
ben a selyemkorébol, valamint a tartds szegfiibdl. Figyelemre méltd, hogy utobbi ndvény

viromjat eddig még senki nem vizsgalta, igy a DvV2 az els6 ismert virusa.

A filogenetikai elemzések meglepd eredményeket hoztak: a selyemkorobol és a tartos szegflibol
izolalt DvV2 szekvencidk kozelebbi hasonlosagot mutattak egy rokon virus, a Pueraria virus A
(PVA) Dél-Koreaban (szintén 2021-ben) leirt szekvencidival, mint a Kinaban izolalt eredeti
DvV2 szekvencidkkal. Mivel a HTS adatok bioinformatikai elemzése soran a PVA-ra is kaptunk
talalatot, ez felveti a kérdést, hogy vajon valdjaban két kiillonb6z6 virusrél, vagy csupéan egyrol

van-€ szo0.

Az eredmények alapjan megéllapithat6, hogy az invaziv gyomndvények fontos szereppel
birhatnak a novénypatogén virusok terjedésében és fennmaradasaban. A kutatas megerdsiti a
kozonseges selyemkord virusrezervoar szerepét, tovabba feltarja a fokozottan védett tartos
szegfll eddig ismeretlen viromjat. Ezen invaziv novények ¢€s a természetvédelmi oltalom alatt
allé novények viromjanak tovabbi vizsgalata elengedhetetlen a kornyezetiinkben eléforduld

virusok dinamikéjanak és az 6shonos florara jelentett potencialis veszélyének megértéséhez.
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6. Osszefoglalas

Az Eszak-Amerikabol szarmazo selyemkord (dsclepias syriaca) és betyarkord (Conyza
canadensis) hazankban is invazios gyomnovényként szdmontartott fajok, amelyek agresszivan
terjednek a mezOgazdasagi teriileteken, valamint a természetes €s féltermészetes ¢lohelyeken
egyarant. Elterjedésiik révén nemcsak a kultirndvények terméshozamat veszélyezteti, hanem
jelenlétiikkel kiszorithatjak az 6shonos flora fajait is. Kiilondsen elterjedtek a Duna-Tisza kozi
nyilt homokpusztagyepeken, ami a fokozottan védett tartos szegfli (Dianthus diutinus) és sok
mas védett ndvényfaj éldhelye. Az invazidés gyomndvények szdmos ndvényi virus szamara
szolgadlnak gazdandvényiil és egyben tapndvényei kiilonb6zd rovar vektoroknak, melyek
kozvetitésével a virusok atterjedhetnek a kultar-, illetve az 6shonos novényekre is. Jelenleg a
novényvédelmben nincs olyan moddszer, amellyel a novénypatogén virusok ellen a fertdzést
kovetden védekezni tudnank, ezért kiilondsen fontos az invazids gyomndvények viromjainak
felmérése a viralis korokozok terjedésének megakadalyozasa érdekében folytatott kutatasok
eredményességéhez. A nagy ateresztOképességli szekvenalasi technoldgiak (HTS) megjelenése
Uj lehetdséget kinal a gyomnovényekben és Oshonos novényfajokban eléforduld virusok

jelenlétének és diverzitasanak atfogo feltarasara.

A kutatasomban a bodoglari Tartos szegfii tandsvényen eléforduld selyemkoro, betyarkord és
az itt ¢lo tartoés szegfii viromjanak vizsgalatat végeztem el HTS-el, hogy felmérjiik annak
lehetdségét, hogy a gyomndvények virusrezervoarként jelenthetnek-e veszélyt a védett
ndvényfajainkra. A mintagyiijtés a Bodoglarhoz tartozo tandsvény tobb pontjan zajlott, olyan
helyszineken, ahol a harom vizsgalt ndvényfaj egymas kozelében fordult el6. HTS modszerként
RNS szekvenalast hasznaltunk, a mintakbodl tisztitott nukleinsavak felhasznalasaval. A
szekvencia adatok bioinformatikai elemzését a CLC Genomics Workbench program
segitségével hajtottam végre. Az elemzések soran kimutatott DvV2 virus jelenlétét a
selyemkoroban és a tartdos szegfliben RT-PCR-rel igazoltam. A PCR-rel kapott termékeket
klonoztam, majd nukleotid sorrendjiiket Sanger-szekvendladssal hatdroztuk meg. A
selyemkoroban és a tartdés szegfliben a virus ugyanazon varidnsat azonositottuk. Ezen
eredményiink arra utal, hogy a selyemkoré a DvV2 virusrezervodarja lehet. Tovabba a
filogenetikai elemzések soran kidertilt, hogy az izolalt szekvencidk a PVA virus szekvenciahoz
kozelebb allnak, mint a DvV2 szekvencidkhoz, igy sziikséges lehet a két virus esetleges
egyezOségének vizsgalata. Azonban annak eldontésére, hogy ez a virus jelent-e veszélyt a tartds

szegfii esetében még tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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7. Koszonetnyilvanitas

A diplomadolgozatom elkésziilését szeretném megkoszonni konzulensemnek Nagyné Dr.
Galbacs Zsuzsannanak, aki a teljes laboratoriumi kutatasom idején tdmogatott €s segito kezet
nyujtott barmikor, amikor sziikségem volt ra. Tovabba kdszondm a Genomikai kutatdocsoport
vezetéjének Dr. Varallyay Evanak, aki odaadé munkajaval tobbek kozott a mintagytijtéssel, a
bioinformatikai elemzések megtanitasaval, illetve a kutatomunka vezetésével nagyban
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NKFIH K146087 projekt és a MATE KKCS program nyujtotta. Szeretném megkdszonni masik
konzulensemnek Dr. Dorner Zitanak is, aki biztositotta szdmomra a gyomismereti hatteret és
szintén segitséget nyujtott a mintagyijtés soran. KoszonOm Poldan Erzsébetnek, aki
megtanitotta a total nukleinsav tisztitds szakszert elvégzését és Péri Lillanak a laboratoriumi
feldatok elvégzése soran nyujtott segitségéért. A mintagyiijtés sikerességét tovabba Dr. Széndasi
Agnes a rovartani hattér biztositasaval, valamint Somogyi Istvan és Palfi Mark
természetvédelmi Orok novény és teriiletismereti tuddsukkal gazdagitottdk, igy ezuton
szeretném nekik is megkdszonni a segitségiiket. Nem utolsé sorban nagy koszonettel tartozom
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http9: Comovirinae. https://viralzone.expasy.org/728 (Letoltés datuma: 2025.06.21.)

http10:GoogleEarth
https://earth.google.com/web/@46.53631288,19.58300746,118.48165452a,1000.29901859d.3
0y,0h,0t,0r/data=CgRCA ggBMikKJwolCiExaHdsMTJib3Z5WkkyZil LMORKNFhFZlhsTmF
MV2VuOUsgAToDCgEwWQgITAEoICI6p75kCEAE?authuser=0 (Letoltés datuma:
2025.10.13.)
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https://termeszetvedelem.hu/talalati-oldal/?type=vedett-fajok&id=671
https://www.fs.usda.gov/wildflowers/plant-of-the-week/asclepias_syriaca.shtml
https://www.fs.usda.gov/wildflowers/plant-of-the-week/asclepias_syriaca.shtml
http://www.invaziosfajok.hu/hu/invazios-fajok/126
https://kwizda.hu/betyarkoro~d14957
https://viralzone.expasy.org/31
https://viralzone.expasy.org/135
https://www.vegetables.bayer.com/hu/hu-hu/resources/growing-tips/agronomic-spotlights/resistance-breaking-strains-tswv-tomato.html
https://www.vegetables.bayer.com/hu/hu-hu/resources/growing-tips/agronomic-spotlights/resistance-breaking-strains-tswv-tomato.html
https://extension.usu.edu/planthealth/ipm/notes_ag/hemp-arabis-mosaic-virus
https://extension.usu.edu/planthealth/ipm/notes_ag/hemp-arabis-mosaic-virus
https://viralzone.expasy.org/728
https://earth.google.com/web/@46.53631288,19.58300746,118.48165452a,1000.29901859d,30y,0h,0t,0r/data=CgRCAggBMikKJwolCiExaHdsMTJib3Z5WkkyZi1LM0RKNFhFZlhsTmFMV2VuOUsgAToDCgEwQgIIAEoICI6p75kCEAE?authuser=0
https://earth.google.com/web/@46.53631288,19.58300746,118.48165452a,1000.29901859d,30y,0h,0t,0r/data=CgRCAggBMikKJwolCiExaHdsMTJib3Z5WkkyZi1LM0RKNFhFZlhsTmFMV2VuOUsgAToDCgEwQgIIAEoICI6p75kCEAE?authuser=0
https://earth.google.com/web/@46.53631288,19.58300746,118.48165452a,1000.29901859d,30y,0h,0t,0r/data=CgRCAggBMikKJwolCiExaHdsMTJib3Z5WkkyZi1LM0RKNFhFZlhsTmFMV2VuOUsgAToDCgEwQgIIAEoICI6p75kCEAE?authuser=0

NYILATKOZAT

a diplomadolgozat nyilvinos hozzaférésérdl és
eredetiségérdl

A hallgaté neve: Csillag Istvdn

A Hallgaté Neptun kédja: RKIGXM

A dolgozat cime: Védett ndvények és invdzids gyomok viromjanak vizsgdlata a bodoglari Tartés
szegfd tandsvényen

A megjelenés éve: 2025

A konzulens intézetének neve: NoOvényvédelmiintézet

A konzulens tanszékének a neve: Integralt Novényvédelmi Tanszék

Kijelentem, hogy az &ltalam benyujtott diplomadolgozat egyéni, eredeti jellegli, sajat szellemi
alkotasom. Azon részeket, melyeket mds szerz6k munkdjdbol vettem at, egyértelméen megjelditem,
és az irodalomjegyzékben szerepeltettem. Tovabbd kijelentem, hogy a dolgozat elkészitése soran
alkalmazott mesterséges intelligencia-eszkdzok (pl. szoveggenerdlds, nyelvi javitas, forditas,
adatelemzés) hasznalata nem helyettesitette a sajat kutatdsi és alkotéi munkdmat, azok alkalmazasat
a forrasok kozott vagy a modszertani részben feltiintettem, és a szakmai-etikai elvarasoknak
megfeleléen jartam el.

Ha a fenti nyilatkozattal valétlant allitottam, tudomdsul veszem, hogy a zarévizsga-bizottsag a
zarévizsgabol kizdr és a zarévizsgét csak Uj dolgozat készitése utdn tehetek.

A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését és nyomtatdsat
engedélyezem.

Tudomdasul veszem, hogy az dltalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotds felhaszndlasara,
hasznositdsdra a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem mindenkori szellemitulajdon-kezelési
szabdlyzatdban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomdsul veszem, hogy dolgozatom elektronikus véltozata feltéltésre keriil a Magyar Agrér- €s
Elettudomdnyi Egyetem kdnyvtéri repozitori rendszerébe. Tudomdsul veszem, hogy a megvédett és

- nem titkositott dolgozat a védést kdvetGen

- titkositdsra engedélyezett dolgozat a benyujtdsatdl szamitott 5 év eltelte utdn
nyilvanosan elérhetd és kereshet6 lesz az Egyetem konyvari repozitori rendszerében.

Kelt: Godoll, 2025.10.31.
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Hallgatd aldirasa




NYILATKOZAT

Csillag Istvan (RKIGXM) konzulenseként nyilatkozom arrél, hogy a diplomadolgozatot
attekintettem, a hallgatét az irodalmi forrasok korrekt kezelésének kdvetelményeirdl, jogi és
etikai szabalyairdl tajékoztattam.

A zarddolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portfdlidt a zardvizsgan torténd
védésre javaslom / nem javaslom?®.

A dolgozat dllam- vagy szolgdlati titkot tartalmaz: igen nem*?

Kelt: Godollg, 2025. oktdber 27.

(D Lk

belsé konzulens

1 A megfelel8 aldhuzandd.
2 A megfeleld aldhtzandd.



NYILATKOZAT

Csillag Istvan (RKIGXM) konzulenseként nyilatkozom arrdl, hogy a diplomadolgozatot
attekintettem, a hallgatét az irodalmi forrasok korrekt kezelésének kévetelményeirdl, jogi és

etikai szabdlyairdl tdjékoztattam.

A zarédolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portfélidt a zardvizsgan térténd
védésre_javaslom / nem javaslom?.

A dolgozat dllam- vagy szolgélati titkot tartalmaz: igen nem*?

Kelt: Gédoll6, 2025.10.31.

!
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elsé konzulens



Hallgatok, doktoranduszok nyilatkozata mesterséges intelligencia (M)

1. Altaldnos adatok

alkalmazasarol

Hallgato neve:

Csillag Istvan

_Neptun-kéd]a:

RKIGXM

Képzési szint (a megfelel6t jeldlje X-szel):

O Egyéb: TDK

O BSc/BA X MSc/MA [ Doktori (PhD)

Tantdrgy neve/kédja*:

Diplomadolgozat

A munka cime:

Védett novények és invaziés gyomok
viromjanak vizsgalata a bodoglari Tartds
szegfli tandsvényen

* doktori értekezés esetén nem kitoltendd

2. Nyilatkozat az Ml haszndlatarél

Alulirott, etikai felelésségem teljes tudataban az aldbbi nyilatkozatot teszem:

(Kérjik, valasszon egyet az aldbbi lehetdségek kéziill)

O A) Nem alkalmaztam mesterséges intelligencia rendszert vagy szolgaltatast.

(Amennyiben ezt jeldlte, a tovabbi tdblazatok kitoltése nem sziikséges.)

X B) Alkalmaztam mesterséges intelligencia rendszert vagy szolgéltatast.

(Kérijiik, tltse ki a vonatkozo tablazatokat!)

3. A mesterséges intelligencia hasznélatdnak részletezése

I. TABLAZAT: Asszisztensi vagy kisebb mértékii felhaszndlas (pl. forditas, nyelvi korrektira,

otletelés stb.)

(Ezen felhaszndldsok esetében a konkrét promptok és vdlaszok csatoldsa nem sziikséges.)

A felhasznalas célja

Alkalmazott Ml-eszkéz neve
és verzidja

Erintett rész (ha nem a
szoveg egészére vonatkozik)

Egy 4bra  kiegészitése

ikonokkal.

ChatGPT

A selyemkadréban és a tartds
szegfliben azonositott DvV2
szekvenciak filogenetikai
elemzése rész.

Il. TABLAZAT: Jelentds tartalmi hozzdjarulds (pl. egy teljes dbra vagy egy hosszabb

szovegrész generalasa)



Alkalmazott M- Az érintett fejezet / A  prompt-naplét

Afelhaszndlds célja | S48 MV b [ tdbldzat | T e Ml
vicing pontos sorszdma bejegyzéséne
elérhetdsége sorszdma

3/A. Oktatd dltal eléirt kiegészits szabdlyok (ha vannak)

Amennyiben az adott tantirgy oktatdja vagy témavezetdje az Mi-eszkdzdk hasznalatira
vonatkordan killdn szabilyokat vagy elvardsokat hatdrozott meg, kérjlk, az aldbbi mezében

foglalja Gssze exeket:

Pl. az MI hasendlatdnak tilelma bironyos felodattipusokra; csok konkrét esrkdz haszndloto
engedélyerett; eltérd hivatkozdsi elvdrdsok; dokumentdcids forma stb.

Oktatd vagy témavezetd dital eldirt szabalyok:

4. Minden hallgatdra vonatkozd nyilatkozat:

Eijelentem. hogy az MI &ltal esetlegesen generdlt tartalmakat minden esetben kritikailag
fellvizsgiltam, szerkesztettem ésa munkdaba illesztettem. A leadott munka minden eleméért,
annak eredetiségéért és tudomanyos helytalldsdgaért teljes kird feleldsséget vallalok.
Tudomdsul veszem, hogy a Magyar Agrér- s Elettudoményi Egyetem a benydjtott munkat
mesterséges intelligencia detektorral ellendrizheti, és eljardst kezdeményezhet, amennyiben
a nyilatkozatom val6tlan vagy hidnyos. _ _'

Kelt: God6lS, 2025. oktéber ho 27, nap

i
L1

-"'I'-\L‘-_r-;-..-.. ; %,
........................... e bRpBaR A S YRR R ) 7 T;I Ll "~L i‘

Hallgatd aldirdsa Konzulens/Témaveretd aldirisa

Konzulens/Témavezetd aldirdsa



