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1. Bevezetés

A paprika (Capsicum annuum L.) a vilagon ¢és Magyarorszagon is jelentds
z0ldségnovény, mind gazdasagi, mind taplalkozasi szempontbdl. Magyarorszagon jelentds
terlileten termesztik szabadfoldon, valamint hajtatott kortilmények kozott is. Az atlagos
termésmennyiséget és mindséget szamos biotikus €s abiotikus tényezd/stressz befolydsolja,
példaul a névényi virusfertézések, melyek tiinetmentesen vagy valtozo sulyossagu tlinetekkel
is jelentkezhetnek. A virus fert6zések komoly anyagi és gazdasagi karokat okozhatnak (Tobias
etal., 2017).

A vildgon egyre tobb virusfajt detektalnak, melyek fertdzik a paprikat. A hagyoményos
diagnosztikai mddszerek, mint ELISA ¢és PCR, megbizhatéak, azonban csak mar ismert
koérokozok kimutatasara nydjtanak megoldast. A mara mar elterjedt nagy ateresztoképességii
szekvenalas (High-Throughput Seqvencing, HTS) lehetévé teszti a mintdk teljes nukleinsav-
allomanyanak elemzését, ezaltal korabban ismeretlen, vagy rejtett virusok azonositasat. A HTS

kiemelked¢ jelentdségilivé valt a névényvirologiaban (Boonham et al., 2014).

A Tojasgytiimolcs foltos torpeség virus (Eggplant mottled dwarf virus, EMDV) a
Rhabdoviridae csaladba tartozo, Alphanucleorhabdovirus nemzetségbe sorolt negativ szalu
RNS-virus. A virust elsészor padlizsan novényekben irtak le, azonban késébb megtalaltak
paprikdban és paradicsomban is, valamint disznovényeket és gyomnovényeket is képes
fertdzni. A fert6zott ndvények megfigyelhetd tiinetei a mozaikos és klorotikus foltok, valamint
torpeség ¢és torzulasok. Az EMDV terjesztésében kiemelkedd szerepet jatszanak a
virusvektorok, koztiik foként a kabocafajok (Agallia ssp.), melyek gyorsan terjesztik a virust a

termesztési koriilmények kozott (Pappi et al., 2015).

Magyarorszagon eddig nem detektaltdk az EMDV jelenlétét, esetleges megjelenése
komoly kihivast is jelenthet a paprika, valamint a padlizsan termesztok szamara az orszagban.
Ezek az adatok felhivjak a figyelmet a novényegészségiigyi megfigyelések, és a

virusdiagnosztikai modszerek fejlesztésének fontossagara.



2. Célkitiizés

A dolgozat célja az EMDV el6fordulasanak vizsgalata virustiineteket mutato
paprikandvényekben, és molekularis modszerekkel torténd jellemzése. A HTS adatok elemzése
a virus jelenlétére utalt, ezért célunk az volt, hogy a vizsgélatban szerepld paprikandvényekben
RT-PCR-rel igazoljuk a virus jelenlétét. A PCR-termékek klonozasat és nukleinsav
sorrendjének meghatarozasat kovetden filogenetikai elemzéssel kivantuk meghatarozni, hogy
a magyar izolatum hogyan illeszkedik az ismert nemzetkozi torzsekhez. A vizsgalat célja, hogy
els6ként szolgaltasson adatot az EMDYV hazai el6fordulasardl, és tampontot adjon a virus

tovabbi felderitéséhez hazankban.



3. Irodalomi attekintés

3.1 A paprika termesztésének jelentésége Magyarorszagon

A paprika (Capsicum annuum L.) termesztése meghatarozd szerepet tolt be
Magyarorszag kertészeti agazatain beliil a zoldségtermesztéseben. Kiemelkedd agronomiai és
gazdasagi jelentdségét a bioldgiai sajatossagai és sokoldalu felhasznalhatosaga adja. A paprika
nem csak friss fogyasztasra alkalmas, hanem fiiszerpaprika formaban is fontos szerepet jatszik
az ¢lelmiszeriparban. Hazdnkban a fliszer- és étkezési paprika termesztése egyarant elterjedt. A
kedvez6 éghajlati és talajadottsagokat miatt elsdsorban az észak- és dél-alfoldi teriileteken
jellemzo, kiillondsen Szeged és Kalocsa kornyékén, ahol a fiiszerpaprika-termesztésnek régi

hagyomanyai vannak (Martonffy, 1999).

Az elmult években jelentOs valtozasok figyelhetok meg a paprika termesztésében
strukturdlis és mennyiségi szempontokbdl is. A magyar pirospaprika betakaritott mennyisége
ugyan csokkent, de a hektaronkénti termésatlagaban jelentés novekedést mutat, ami a
korszer(ibb termesztési technologidk, a hajtatas elterjedése és a precizids ontdzési rendszerek
alkalmazasanak koszontheté (Somogyi 2009; KSH, 2024). Ezzel parhuzamosan a
zbldpaprikatermesztési teriilet és a betakaritott termésmennyiség is emelkedett. 2023-ban az
étkezési paprika termése megkozelitette a 90,6 ezer tonnat, mig a fliszerpaprika orszagos
termésmennyisége 13,4 ezer tonna volt. Mindez a folyamatosan valtoz6 piaci igényeket, illetve

a termesztési technologiak fejlodését tiikkrozi (KSH, 2024).

Jelenleg Magyarorszdgon a paprika termesztés két fo rendszere kiilonithetd el: a
szabadfoldi és a hajtatott termesztés. A szabadfoldi termesztés a paprika termesztett tertileteinek
jelentds részét lefedi, foként az Alfold melegebb éghajlati régioban jellemzd, am az
éghajlatvaltozas kovetkeztében egyre nagyobb kihivasokkal szembesiil a gyakori és hosszan
tartd aszalyos id6szakok, valamint hirtelen hémérsékletingadozasok miatt. Ezzel szemben a
hajtatasban végzett termesztés, amely foliasatrakban ¢€s liveghazakban zajlik, lehetdséget
biztosit a kornyezeti hatasok enyhitésére a kontrollalt termesztd teriilet biztositasdval. Habar
kisebb aranyt képvisel a szabadfoldivel szemben, az éghajlatvaltozas és a piaci igények hatdsara
novekvo tendenciat mutat. Megfeleld hajtatasi technoldgiaval kialakithato a termesztési szezon
hosszabbitasa, a termelés id6zitése, valamint a kiszamithatobb termésmindség (Bene és

Marselek, 2009, KSH, 2024).



A paprika termesztésének jelentés gazdasagi értéke miatt kiilonosen fontos a
ndvényegészségligyi problémdk, azon belil a virusos megbetegedések kutatdsa ¢&s

diagnosztizalasa.

3.2 Virusok altalanos jellemzése

A virusok sajatos tulajdonsagaik révén a természet egy rendkiviil kiilonleges csoportjat
alkotjak, ¢és ezen tulajdonsidgok miatt nehezen illeszthetok be az ¢él6lények hagyomanyos
rendszertani besorolasaba. Kiilonds természetiiket j61 mutatja, hogy szamos tekintetben az ¢l

és élettelen vilag hataran helyezkednek el, mind méretiik, mind szerkezetiik alapjan (Gergerich

et al., 2020).

3.2.1 Méretiik

A novényi virusok mas viruscsoportokhoz hasonldan, jelentés méret- és szerkezetbeli
valtozatossagot mutatnak. A legkisebb virusok minddssze koriilbeliil 20 nm-esek, mely az
egyik legaprobb 1épték a biologiai vilagban. Nagyjabol 100 nm nagysagu tobb, altalanosan
ismert kérokozd, mint az influenzavirus, illetve a human immundeficiencia-virus, vagyis a
HIV. 400 nm koriil vannak a himlévirusok, masnéven a poxvirusok. Az Ebola és a Marburg-
virus pedig akar az egy um hosszusagot is elérheti fonalszerli formaban. Utobbi években
fedeztek fel oriasvirusokat, melyeket pandoravirusnak és megavirusnak neveznek, amelyek
mérete akar kisebb baktériumokkal is dsszevethet6 (Louten, 2016). A legkisebb, gomb alaka
novényi virusok atmérdje koriilbeliil 30 nm, mig a fonal alakt virionok hossza elérheti a 2000

nm-t is (Gergerich et al., 2020).

3.2.2 A virusok életciklusa

Miikodésiiket tekintve a virusok szintén rendkiviil egyediek. Egy tigynevezett obligat
intracellularis parazita csoportot alkotnak, vagyis életben maradéasuk, valamint szaporodasuk
kizardlag egy €16 sejtben mehet végbe €s maradhat fent. Sajat anyagcserére nem képesek, igy
teljes mértékben a gazdasejt belsdé kornyezetére tdmaszkodnak, az ©ndllé energianyerés,
valamint fehérjeszintézisre nem képesek (Cassedy et al., 2021). A fert6zés soran a virus bejut
a gazdasejtbe, majd a genetikai anyaga felszabadulés modositja a gazdasejt miikodési
folyamatait. A virus genomja iranyitja az 0j virusfehérjék és virusgenomok szintézisét,
amelyekhez a gazdasejt enzimrendszerét hasznélja. Az Ujonnan létrejové nukleinsavak és
fehérjék 0sszeépiilnek és de novo modon képzddnek az 01j virionnok. Tehat a szaporodasuk nem
a sejtosztddashoz hasonloan torténik (Louten, 2016). A ndvényi virusok ndvényen beliili

terjedésében nagy szerepet jatszanak a sejtkozotti kapcesolatok, a plazmodezmak, valamint a
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virus un mozgasfehérjéi, amelyek lehetévé teszik a virusok szamara sejtrél sejtre torténd
terjedést. A mozgésfehérjék ezenkiviil a virus genomot is védik, megakadalyozzak a nukleinsav
mikrotubulusok) elemeit a sejten beliili transzporthoz. Ez elésegiti, hogy a virus a fertdzés korai

szakaszaban gyorsan terjedjen a szomszédos sejtekbe (Heinlein, 2015).

3.2.3 A virusok szerkezete

A virusok genetikai anyagukban is kiilonbdznek a sejtekkel rendelkezé €lolényektol. A
szervezetek tobbségének genetikai allomanya kett6s szali DNS-b6l (dsDNS) all, a virusok
genomjat alkothatjadk DNS vagy RNS molekulék is, egyszalu (ss) vagy kétszala (ds) formaban
is, azonban minden virus genomban csak egyfajta nukleinsav talalhat6 (Louten, 2016).
Genomméretiiket tekintve is nagy valtozatossagot mutatnak, a legkisebb virusok genom mérete
csak néhany ezer bazispar, mig az oriasvirusoké tobb milli6 bazispar méretii is lehet (Gergerich
et al., 2020). A virionok a genetikai anyagukat a sejten kiviili, kedvezodtlen kdrnyezetben egy
specialis  fehérjeburokkal, a kapsziddal védik. A kapszid felépitése ismétlodo
fehérjeegységekbdl all, ami szilard, mégis rugalmas burkot képezve biztositja a nukleinsav
védelmét. A fehérjeburok ¢és a benne elhelyezkedd nukleinsav egylittesen alkotja a
nukleokapszidot, amely a ndvényi virusok esetében leggyakrabban helikalis (henger) vagy
ikozaéderes (gombszerii) szerkezetet mutat (Shtykova et al., 2024). Eléfordulnak olyan virusok
is, amelyek esetében a kapszidot egy lipidburokkal (envelope) is koriilveszi, melye a gazdasejt
membranjabdl szarmazik, annak a folyamatnak a soran mikor elhagyjak a sejtet. A lipidburkolat
kulcsfontossagi virusfehérjéket tartalmaz, melyek a gazdasejt felismerésében és fertzés
folyamatdban néliilozhetetlenek. Ugyanakkor ezek a virusok érzékenyebbek a kdrnyezeti
hatasokra, mint példaul a hore, szarazsagra vagy fert6tlenitészerekre ((Kormelink et al., 2011;
Heinlein, 2015).

3.3Virusdiagnosztikai modszerek
A novényi virusok gyors és pontos azonositdsa kiemelt jelentdségli a novénykortan
teriiletén. A fert6zés kovetkeztében kialakult tiinetek ugyanis gyakran hasonlitanak mas
korokozokhoz, példaul gombak vagy baktériumok altal okozott elvaltozasokhoz, tovabba sok
fertézés latens, vagyis tiinetmentes formaban zajlik (Kanapiya et al., 2024). A jarvanyok
megeldzésében valamint a terjedés visszaszoritasa érdekében elengedhetetlenek a megbizhato
diagnosztikai modszerek alkalmazasa (Kutnjak et al., 2021). Emellett a diagnosztika modszerek
fontos szerepet toltenek be a rezisztencianemesitési programokban, valamint a
novényegészségiigyi helyes intézkedések kialakitasiban (Boonham et al., 2014). A
11



hagyomanyos diagnosztikai eszkozoket, mint a ndvényi tiinetek vizsgalatit és az
elektronmikroszkdpos megfigyelést, ma mar inkabb kiegészitd modszerként alkalmazzak. A
korszeri molekulédris és immunoldgiai technikdk ugyanis gyors, specifikus és érzékeny
eredményeket biztositanak (Kanapiya et al., 2024). A modern ndvényvirologiaban a
molekularis technikak koziil kiemelten alkalmazott eljarasok kozé tartozik a polimeraz
lancreakcido (PCR), a reverz transzkripciés PCR (RT-PCR), a valos idejii PCR (RT-gPCR),
valamint az enzimhez kapcsolt immunszorbens assay- (ELISA) (Boonham et al., 2014).

3.3.1 Polimeraz lancreakcio (PCR)

A PCR egy molekularis bioldgiai technika, amely soran a DNS egy specifikus szakaszat
mesterségesen sokszorozzak fel laboratoriumi koriilmények kozott. Célja, hogy a célszekvencia
pontosan ¢és gyorsan kimutathatova valjon, ami nagymértékben megkonnyiti az elemzést és az
azonositast (Mumford et al., 2006). A folyamat els6 1épése a vizsgalni kivant minta izolalasa a
fertdzott vagy fertézés gyanus ndvényi részbol. Ehhez specifikus primereket hasznalnak,
melyek a célszekvenciahoz kotddnek, valamint egy hdstabil DNS-polimeraz enzimet ¢€s
nukleotidokat. A reakci6 egy termociklusos késziilékben torténik, melyben harom f6 szakasz
ismétlédik: denaturacid, annelacid és extenzid. A ciklusok ismétlddése soran nagyszamu
amplikon, vagyis sokszorositott DNS-fragmentum keletkezik, amennyiben a vizsgalt
nukleinsav is jelen van a mintdban. Ezeket leggyakrabban agardéz gélelektrofolézissel
vizsgaljak, ahol a fragmentumokat méret alapjan, elektromos aram segitségével valasztjak szét.
A DNS-savokat etidium-bromiddal festik meg, amely a kettds szala DNS bazisparjai kozé
¢kelddik be (interkaldl), igy a fragmentumokat UV-fény alatt fluoreszcens jelet adva lathatova
teszi. Az igy megjelend savok igazoljak a PCR-termék jelenlétét és méretét (Boonham et al.,

2014).

3.3.2 Reverz transzkriptaz polimeraz lancreakcio (RT-PCR)

Az RT-PCR egy olyan molekularis diagnosztikai modszer, melye az RNS-alapu virusok
kimutatasara alkalmaznak, igy kiemelt szerepet kap a novényvirologidban, kiilondsen olyan
korokozoknal, melyek RNS alaptl genetikai alloméannyal rendelkeznek. A folyamat els6 1épése
a komplementer DNS (cDNS) eléallitaisa a virus RNS-bdl reverz transzkriptdz enzim
segitségével. Ez elengedhetetlen 1€épés, mivel a DNS-polimerdz kozvetleniil nem képes RNS-
templatrol Gj szalat szintetizalni (Jeong et al., 2014). A ¢cDNS elkészitése utan a hagyomanyos
PCR technikaval amplifikaljak a célszekvenciat (Mumford et al., 2006). A mddszer pontossagat

érzékenységet és megbizhatdsagot eredményez (Jeong et al., 2014). Ugyanakkor nehézséget
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jelent, hogy az RNS molekuldk rendkiviil instabilak, ezért a mintak megfeleld kezelésére
kiilonds figyelmet kell forditani. Emellett a virusok gyors mutdcios képessége miatt
el6fordulhat, hogy a specifikus primerkotd helyek véltozasa csokkenti a kimutatdsok

hatékonysagat (Mumford et al., 2006).

3.3.3 Reverz transzkriptaz kvantitativ valos ideji polimeraz lancreakcié (RT-gPCR)

Az RT-qPCR diagnosztikai modszerek legmodernebb és széles korben alkalmazott
technikaja. A reverz transzkripcio €s a valos idejii polimerdz lancreakcidé kombinacidja lehetéveé
teszi az RNS-genommal rendelkez6 virusok kimutatasa mellett a virusmennyiség pontos
meghatarozasat is. A mddszer elso 1épéseként cDNS késziil a virus RNS-b6l, majd amplifikacio
¢s detektalas fluoreszcens jelzdanyaggal torténik, specialis termociklusos gépben. A
fluoreszcencia mérése tobbféle moédon megoldhatod, a legegyszerlibb modja a SYBR Green
festék alkalmazasa, amely a kettds szalu DNS-hez kotddve bocsat ki jelet, am hatranya, hogy
nem specifikus, igy nem kivant PCR-termékekhez is kapcsolodhat. Pontosabb eredményt
biztosit a TagMan proba, ami fluoreszcens festéket és kioltot is tartalmaz. A reakcid soran a
polimeraz exonukleaz aktivitasa segitségével aktivalja a fluoreszcens jelet (Rubio et al., 2020).
Az RT-qPCR nem csak érzékeny ¢és specifikus, hanem rendkiviil gyors eredményt ad, tovabba
multiplex reakciok is végezhetdk, amelyek soran egyszerre tobb virus is kimutathatd. Ez
kiilondsen eldnyos a komplex fert6zések vizsgalatdban és a virusmennyiség meghatarozasaban

(Costa et al., 2022).

3.3.4 Enzimhez kotott immunszorbens vizsgalat (ELISA)

Az ELISA az egyik leggyakrabban alkalmazott immunologiai diagnosztikai modszer a
novényvirologiaban, amely altal a virusok és a szervezet altal termelt antiviralis antitestek is
kimutathatok (Boonham et al., 2014). Alapjat az antigén és az antitestek kozotti kdlecsonhatas
adja, amely soran egy enzimhez kapcsolt antitest kotddik a célmolekuldhoz, ha az jelen van a
mintaban. Amennyiben a fert6zés fennall €s az antitest képes kapcsolodni, egy szines terméket
allit el6 a szubsztratbol, az enzimhez hozzdadott szintelen kromogén segitségével. A szin
intenzitasa ardnyos az antigén vagy antitest mennyiségével, és spektrofotométerrel mérhetd
(Mehetre et al., 2021). Az ELISA diagnosztikai modszer hasznalata bar specialis laboratoriumi
koriilményeket igényel, de gyors, megbizhato és koltséghatékony modszer, emellett alkalmas
nagyszamu minta parhuzamos vizsgalatara is, ezért sokaig az egyik legfontosabb eszkdz volt a

novényi virusok diagnosztikajaban (Boonham et al., 2014).
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3.4 Paprika virusok és terjedésiik

A paprika (Capsicum annuum L.) termesztése jelentés gazdasagi szerepet tolt be
Magyarorszagon. Termesztése soran azonban a gazdalkodok szdmos nehézséggel néznek
szembe, amelyek koziil kiemelkedd szerepet toltenek be a virusos megbetegedések. Ezen
fert6zések komoly mennyiségi €s minéségi problémakat okoznak a termeldknek (Tobias et al.,
2017). A virus okozta megbetegedések ellen nehéz idében és megfeleld technikaval fellépni,
mivel a tlinetek nem mindig egyértelmiieck ¢és felismerhetok, mivel el6fordulhat, hogy a
novények mar fertozottek, de tiineteket még nem mutatnak. Emellett a virusok rendkiviil gyors
terjedése sem kedvezd a termesztok szamara, kiilondsen az intenziv termesztési koriillmények

kozott (Ojinaga et al., 2022).

A paprikaallomanyokban a fertézések az esetek tobbségében nem egyetlen kérokozdhoz
kothetok, hanem tobb virus egylittes jelenlétéhez, ami tovabb neheziti a diagnosztikat és a
védekezést egyarant. Magyarorszagi és nemzetkozi vizsgalatok alapjan az allomanyokban
leggyakrabban el6forduld virusok a burgonya Y virus (potato virus Y - PVY), a dohany mozaik
virus (tobacco mosaic virus - TMV), a paradicsom mozaik virus (tomato mosaic virus - TOMV),
a paradicsom bronzfoltossag virus (tomato spotted wilt virus - TSWV), illetve a paprika enyhe
foltos virus (Pepper mild mottle virus - PMMoV) (Blanchard et al., 2008; Moury ¢és Verdin,
2012; Culal-Kilig et al.; 2019; Antignus et al., 2008;). Ezek a virusok a ndvény fert6zése soran
kiilonbozé virustiineteket indukalnak, gyengitik annak életfolyamatait, ami jelentds
termésveszteséget, mindségi romlast és sulyos esetben az allomany teljes pusztulasat is

okozhatjak (Ojinaga et al., 2022).

A virusos megbetegedések terjedését szdmos Osszetett tényezd befolyésolja. Egyes
virusokat rovarvektorok, példaul a levéltetvek vagy tripszek kozvetitenek, masok mechanikai
uton, sériilések, novényapolasi munkak soran keriilnek a névényre (Ng és Falk, 2006). Emellett
eléfordulhat, hogy fert6zott szaporitdanyaggal keriil be a virus az allomanyba (Kenyon et al.,
2014). A fertézések stlyossagat nagymértékben befolyasolja, hogy a paprikat szabadfoldi vagy
zart rendszerben termesztik, valamint milyen termesztési technologiat alkalmaznak (Ojinaga et
al., 2022). Szabadfoldi termesztésben leggyakrabban megjelend virus a CMV amelyet
els6dlegesen a levéltetvek terjesztenek nem-perzisztens médon, vagyis mar rovid taplalkozas
soran atadhatjak a korokozot, ugyanakkor fertdzéképességiik gyorsan megsziinik (Moury és
Verdin, 2012). A virusok terjedését elésegitik a kornyezetei tényezok is, példaul a mérsékelt,
paras klima, illetve a gyomndvények, melyek rezervoarként szolgalva termesztési szezonok

kozott is fenntartjak a virusokat (Kenyon et al., 2014). A védekezés alapja a megel6zés,
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amelyben kiemelt jelent6sége van a vektorok elleni célzott védekezésnek, a rendszeres
gyomirtasnak és a novényi maradvanyok eltavolitasanak. Szabadfoldi termesztésben a
rovarhalok alkalmazasa szintén hatékonyan csokkentheti a virusfertézésekkockazatat (Legarrea

et al., 2010).

A zart termesztési kornyezetben, foliasatrakban és iiveghazakban, mas virusok
dominalnak. Gyakoriak a tobamovirusok (TMV, ToMV, PMMoV), amelyek magrol
terjedhetnek, ezért kiilonos figyelmet igényel a szaporitdanyag ellenérzése. Emellett
mechanikai Uton és emberi munkafolyamatok soran is konnyen atvihetok, amit tovabb
stlyosbithat az tiveghazi melegebb mikorklima és a stiri novényallomany (Moury és Verdin,
2012). A TSWV is gyakran eléfordul, aminek f6 vektora egy behurcolt kartevd, a nyugati
viragtripsz (Frankliniella occidentalis). Ez a rovar perzisztens modon terjeszti a virust, vagyis
csak larva korban valik virushordozova, de ezutan fertézoképességét élete végéig megbrzi
(Rotenberg et al., 2015). Hidroponikus liveghazi termesztésben a tobamovirusok, koztiikk a
TMYV ¢és rokon fajai, a kozds, recirkulalt tapoldaton keresztiil is terjedhetnek, amit paprikan is
igazoltak (Park et al., 1999). A vizzel terjed6 virusok altalanossagban is jelentés kockazatot
jelentenek a recirkulécios rendszerekben, ahol a fertézés gyorsan elérheti a teljes allomanyt
(Mehle és Ravnikar, 2012). A védekezés legfontosabb eleme ebben az esetben is a megeldzés,
amely magaban foglalja a rezisztens fajtak termesztését, a virusmentes szaporitdanyag

hasznalatat és a szigort higiéniai szabalyok betartasat (Kenyon et al., 2014).

3.5 Tojasgyiimolcs foltos torpeség virus
3.5.1 Foldrajzi el6fordulasa

A Tojasgyiimolcs foltos torpeség virus leggyakoribb elterjedése a Foldkozi-tenger
térségében figyelhetd meg, azonban vilagszerte tobb régidban is kimutathat6. Européan beliil
kimutattdk szdmos orszagban: Albaniaban, Bulgaridban, Horvatorszagban, Franciaorszagban,
Németorszagban, Gorogorszagban, Olaszorszagban, Portugalia, Tor6korszag, Szlovéniaban,
Spanyolorszagban, Egyesiilt Kiralysagban. Azsiaban leirtak Azerbajdzsanban, Afganisztanban,
Irdnban, Izraelben, Jorddnidban, valamint Afrikédban is detektaltdk Algéridban, Libidban,
Marokkdban, Nigériaban, Tunézidban. A virus eléfordulédsat a vildgon az EPPO térképe alapjan
lathato (1. &bra). Ezen kiviil Tang és munkatarsai (2014) kimutattak a virust egy fert6zott

Hibiscus syriacus novényen, mely Ausztraliabol szarmazott.
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Alphanucleorhabdovirus melongenae (EMDVO0O)

2025-10-20

O Present @ Transient (c) EPPO https://gd.eppo.int

1. éabra: EMDV elterjedése a vilagon (EPPO, 2025)

3.5.2 Gazdandvénykore

A virus gazdandvény kore széles, foként mezOgazdasagi €s disznovény fajokat fertdz,
valamint megfigyelték vadon ¢é16 fajokon is. Gazdasagilag jelentés fajok koziil a Solenaceae
csalad egyes tagjaira van jelentds hatassal, koztiik a tojasgytimoles (Solanum melongena),
paradicsom (Solanum lycopersicum), burgonya (Solanum tuberosum), valamint a paprika
(Capsicum annuum) novényekre. Ezen kiviil el6fordul uborka (Cucumis sativus) és dohany
(Nicotiana tabacum) novényeken is. Disznovények koziil talaltak fert6zott egyedeket kinai
enyvesmag (Pottisporum tobira), japan lonc (Lonicera japonica), kinai hibiszkusz (Hibiscus
rosa-sinensis), kerti malyvacserje (Hibiscus syriacus), tovises kapri (Capparis spinosa),
valamint kerti hortenzia (Hydrangea macrophylla) fajokon is (Pappi et al., 2015).

3.5.3 Virusvektorok

A virus atvitelében hordozd és kozvetitoként elsdédlegesen a mezei kabdca-félék
(Cicadellidae) csaladja szerepel, melyek koziil néhany kulcsfontossaghi faj emelhetd ki, az
Agallia vorobjevi, az Anaceratagallia ribauti, valamint az Anaceratogallia laevis. Ezen fajok
nem csak hordozéi a virusnak, hanem perzisztens modon képesek tovabb is adni, amely

hozzajarul a virus széles kort terjedéséhez (Babaie és Izadpanah, 2003).

3.5.4 Taxonomia
A Tojasgylimoles foltos torpeség virus (Eggplant mottled dwarf virus - EMDV)
taxonomiai besorolasa alapjan az Alphanucleorhabdovirus melongenae fajhoz tartozik, amely

az Alphanucleorhabdovirus nemzetség tagja (Rhabdoviridae, Mononegavirales) (ICTV, 2023).
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A Rhabdoviridae csalad rendkiviil diverz és valtozatos csoportot alkot, amely egyarant képes
gerincesek, gerinctelenek és novények fertézésére is. A csalad tagjainak jelentds részét izeltlabu

vektorok terjesztik gerinces vagy novényi gazdaszervezetbe (Dietzgen et al., 2017).

3.5.5 Morfologia

A rhabdovirusok negativ iranyultsagu, egyszali RNS (ssRNS) genommal rendelkeznek.
Virionjaik burkkal rendelkeznek, tobbnyire gombdlyded vagy palcika (bacilliform) alaktak,
kiils6 lipidburkukat a gazdasejt nuklearis membranjabol torténé bimbozassal szerzik. A
lipoproteinbdl allé burok alatt a helikalis szerkezetli nukleokapszid helyezkedik el, amely a
virus genomjat és a kapcsolodo fehérjéket tartalmazza. A novényeket fert6z6 rhabdovirusok
rendszerint bacilliform alaktiak, 100430 nm hosszusag és 45—-100 nm atméré tartomanyban
(Dietzgen et al., 2017). Az EMDV esetében azonban a tisztitott viruspreparatumokban
elsdsorban gombdlyded virionok figyelheték meg, atmérdjiik atlagosan 90 nm, hosszasaguk
pedig 120 ¢és 180 nm. A preparatumok glutaraldehides fixalasa utan megfigyelhetové valtak a
palcika alaku virionok is, melyek hosszusaga 220 és 230 nm ko6zétt volt (DPV, 2000).

3.5.6 Genom szerkezet és replikacio

Az EMDV teljes genomszekvencidjat egy Irdnbdl szarmazo fert6zott tojasgyliimolcs
izolatumbdl hataroztak meg (Babaie, 2015). A Rhabdoviridae csalad genomja altalaban &t
kanonikus gént tartalmaz: nukleoproteint (N), foszfoproteint (P), matrixfehérjét (M),
glikoproteint (G), és RNS-fliggé RNS polimerazt (L). Ezek a gének a virus alapvetd
funkcionalis, strukturdlis egységeit alkotjdk, valamint a rdéluk atirodo fehérjék
elengedhetetlenek a virus életciklusahoz. Az rhabdovirusok genomja az alapgének mellett
gyakran tartalmaz jarulékos géneket is, melyek nyitott leolvasasi keretekben (ORF)
helyezkednek el, ezek szama legtobbszor 5 és 10 kozé esik. Ezek befolyassal vannak a
transzkripcio szabalyozasara, a gazdanovény patogenitasara, valamint a rovarvektorokon
keresztiili virusatvitel folyamatara (Dietzgen et al., 2017). Az EMDV genomja hét ORF-et
tartalmaz (2. abra), a kovetkez6 sorrendben: N (nukleokapszid), X (ismeretlen funkcioja
fehérje), P (foszfoprotein, polimeraz kofaktor), Y (feltételezett mozgasfehérje), M
(matrixfehérje), G (glikorpotein) és L (RNS fiiggd RNS polimeraz) (Babaie et al., 2015). Ezek
a gének a genom 3’ végétdl az 5’ vég felé irddnak at a csokkend gyakorisaggal. A genom végein
talalhatok a nem transzlalodd szekvenciak (leader és trailer), melyek szabalyozo szerepet

toltenek be a transzkripcioban é€s a replikacioban (Dietzgen et al., 2017).
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2. abra EMDV genom szervezédése (Babaei et al., 2021)

A virusrészecskék szerkezetét az RNS-genom ¢és az azt koriilvevd ribonukleoprotein
komplex (RNP) alkotja, amelynek f6 komponensei a nukleoprotein (N), a foszfoprotein (P) és
az RNS-fiiggé RNS-polimeraz (L). Ezek a fehérjék helikalisan rendezddnek, és egyiitt hozzak
létre a nukleokapszid magfehérje-komplexet, amely a virus replikaciojahoz ¢és
transzkripcidjahoz elengedhetetlen (Riedel et al., 2020). A nukleokapszidot a gazdasejt
membranjabdl szarmazé lipidburok alatt elhelyezkedd matrixfehérje (M) veszi koriil, amely
kulcsszerepet jatszik a virion szerkezetének stabilizalasaban és a nukleokapszid—lipidburok
kapcsolat kialakitasaban. Az M fehérje On-asszocidcios képessége szintén hozzédjarul a

részecske szerkezeti integritasahoz (Graham et al., 2008).

A virus replikacidjahoz és transzkripcidjahoz, mint negativ szali RNS-virus, egy aktiv
ribonukleoprotein (RNP) komplex sziikséges, amelyet az N, P és L fehérjék alkotnak. A
folyamat szabalyozasaban cisz-elemként a genom 3’ leader és 5’ trailer nem kodolo régioi
jatszanak szerepet, mig transz-elemként a virus altal kodolt alapfehérjék biztositjak a
polimeraz-komplex mikodését (Dietzgen et al., 2017; Babaie et al., 2015). A
nukleorhabdovirusokra jellemzden a replikacié a sejtmagban zajlik, ami a fert6zott sejtekben a

sejtmagok jelentés megnagyobbodasahoz vezet (Jackson et al., 2005).
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4. Anyag és modszertan

4.1 Mintagyujtés

A jelen vizsgalatokhoz hasznalt mintak kordbban, 2020. jinius 5-én Szentesen keriiltek
begytijtésre és a 45-0s 46-0S sorszamot kaptak (3. abra). A tlinetek dokumentalasat kovetden a
bogyo- és levélmintak lefagyasztasra keriiltek, majd a kés6bbi felhasznalasig -70 °C-on voltak

tarolva.

45. minta

> B

:
o
/ .
fa

46. minta

3. abra 45-0s, 46-0s paprika mintakrol késziilt képek. A leveleken érsargulds, sarga
foltok, és torzulas figyelhetd meg. Bogyokon deformités és a riicskds mintazat volt

jellemzd (Fotod: Dr. Almési Asztéria)

4.2 RNS kivonas

Az RNS-¢k kivonasat a Zymo Direct-Zol Kit-tel (Zymo Research, USA) végeztiik a
gyartd utasitasai alapjan. Az tisztitott RNS-ek mindségellenérzéséhez etidium-bromid (EtBr),
fluoreszkalo festék tartalmu 1%-os agardz 1IXTBE gélt hasznaltunk. Az elvalasztashoz/ RNS
mindségének ellenérzéséhez 3 ul RNS-t 2 ul FDE (formamid—formaldehid—-EDTA) denaturald

19



pufferben hdédenaturaltuk 65°C-on 5 percig. A nukleinsav koncentracié és -tisztasag
meghatarozasa NanoDrop 2000 spektrofotométerrel (Thermo Scientific, USA) tortént. Mivel

az RNS-ek rendkiviil instabilak, a mintakat -70°C-on taroltuk.

4.3 Nukleinsav sorrend meghatarozas

A nagy ateresztOképességli szekvenalashoz (HTS — Hight Throughput Sequencing) 6t
paprika egyedi RNS-ébol osszeallitott keverék késziilt. Ez tartalmazta a 45. és 46. mintakat és
még tovabbi harom paprika novény RNS-¢ét. Mindegyik mintabdl 1,5 pg-ot mértiink bele a
keverékbe. A hosszi, nem kodold RNS-ek szekvenalasa a Novogene IncRNA-seq
szolgaltatasaval tortént, amely Illumina NovaSeq 6000 platformon, paros végii 150 bp hosszu
olvasasi stratégiaval végezte el a mintak szekvenalasat. A kapott szekvenciaadatok
bioinformatikai elemzése a Geneious Prime 2025.2 (Biomatters Ltd, Auckland, New Zealand)

szoftver segitségével tortént.

4.4 Komplementer DNS eloallitasa RNS-bol

A komplementer DNS (cDNS) szintézisét két 1épésben végeztiik a RevertAid First
Strand cDNS Synthesis Kit (Thermo Scientific, USA) segitségével. Elsé 1épésként a
denaturalast végeztiik, amely soran 500 ng RNS-hez adtunk 1 pl 100 uM-o0s Random Hexamer
Primert, majd kiegészitettiik annyi nukleaz mentes vizzel, hogy a végtérfogat 4,5 ul legyen. Az
igy kapott elegyet hoblokkba helyeztiik 5 percre 65°C-ra, hogy az inditd6 szekvencidk be
tudjanak kotddni a denaturalt RNS-hez. Ezutan azonnal jégre helyeztiik a mintakat, ezzel
stabilizalva az RNS-primer hibridet. Kovetkezé 1épésben a reverz transzkripciohoz reakcio
elegyet mértiink 0ssze az alabbiak szerint: 2 ul 5X Reaction Buffer-t, 1 pl 10 mM-os dNTP-t,
0,5 ul 20 U/ul RiboLock RNase Inhibitort és 1 ul 200 U/ul RevertAid RT reverz transzkriptazt
mértiink Ossze. Az igy kapott reakcido keveréket az eléz6ekben elokészitett RNS-primer
hibridhez adtuk, majd 5 perc szobahdmérsékleten torténd inkubalast kovetéen 42°C-ra tettiik
60 percre az enzim megfeleld mikddésének biztositasara. Az elkésziilt cDNS-t hosszabb idére

val6 tarolashoz -20°C-ra helyeztiik.

4.5 PCR vizsgalat

A polimeraz lancreakcio vizsgélat elvégzéséhez az 1. tdblazatban lathaté Alfaro-
Fernandez et al. (2024) altal leirt primerpart hasznaltunk, mely a virus L génjére lett tervezve,

ami egy konzervalt régio és az RNS fiiggd RNS polimerazt (RdRP) kdodolja. A PCR reakcio
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elvégzéséhez a Phusion High-Fidelity DNA Polymerase Kit enzimjeit hasznaltuk, melyhez az

elegyet a 2. tablazatban leirtak alapjan allitottuk dssze 50 ul végtérfogatra szamitva.

1. tablazat EMDYV kimutatdsahoz hasznalt primerek szekvenciai

Virus neve Eggplant mottled dwarf virus

Forward primer EMDV-PL1a:
ATGGGGGCATCCTATCATAGA

Reverse primer EMDV-PL2b:
GCGACGTACTTTATATCACACACTGTCAT

Referencia genomi pozicié6 8165-8185 és 9189-9216 kozott

PCR termék hossza 1053 bp

Annealas homérséklet 60°C

2. tablazat. A PCR soran hasznalt reagensek és mennyiségiik.

Reagens Mennyiség
5X Phusion HF Buffer 10 pl

20 uM Forward Primer 1,25 pul

20 uM Reverse Primer 1,25 pul

10 mM dNTP 1l

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (2U/ul) 0,5 ul

Nukle4az mentes viz 35l

Templat (cDNS) 1l

A reakcié az alabbi protokoll alapjan ment végig: a kezdeti denaturalast 98°C-on 30
masodpercig végeztiik, hogy a kettds szalt DNS teljesen szétvaljon. Ezt kvetden 30 ciklusban
ismételtik a denaturalas, annelalds, extenzios lépéseket. A denaturdlds 98°C-on 10
masodpercig, az annelalads 60°C-on 10 masodpercig tortént a primerek specifikus kotddésének

biztositasara, majd az extenzio 72°C-on 30 masodpercig zajlott. Végiil a 30 ciklus utan egy
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plusz extenzids 1épést iktattunk be ismét 72°C-on 5 percig, hogy az enzimek az befejezzék a
megkezdett szalak atirasat. A PCR termékeket 1%-os agar6z gélen elektroforézis segitségével

ellendriztik.

4.5.1 PCR termék tisztitasa
A termékek tisztitasat a GeneJET PCR Purification Kit-tel (Thermo Scientific, USA)
végeztilkk és a gyartd utasitasai szerint jartunk el. A visszaoldast 25 ul Elution Buffer-ben

végeztik.

4.6 Ligalas

A megtisztitott PCR termék klonozasahoz a CloneJET PCR Cloning Kit-et (Thermo
Scientific, USA) alkalmaztuk. A készletben talalhato pJET 1.2/blunt klonozo vektor olyan
letalis gént tartalmaz, amelyet a DNS-inzert beillesztése a klonozasi helyen megszakit, igy
kizardlag azok a sejtek képesek felszaporodni, melyek rekombindns plazmidot hordoznak, tehat
a vektorba sikeresen beépiilt a virus eredetli DNS szekvencia. A folyamat elvégzéséhez az

elegyet a 3. tablazatban leirtak alapjan allitottuk ossze.

3. A ligalas soran hasznalt reagensek és mennyiségiik 10 pul végtérfogatra.

Reagens Mennyiség

2x Reaction Buffer Sul

pJET 1.2/blunt Cloning Vektor (50ng/ul) 0,5 ul

T4 DNA Ligase 0,5 ul

PCR termék 4 ul

A mintdkat rovid ideig kevertiik (3-5 masodperc), majd 1 oran at szobahdmérsékleten

inkubaltuk, mig végbement a reakcio.

4.7 Transzformalas

A kész ligatumbol 5 pl-t adtunk a jégen felolvasztott 100 ul Escherchia coli DHSa
kompetens sejtekhez. Az igy kapott elegyet 20 percig inkubaltuk jégen. A hdsokkhoz 42°C-on
tartottuk 1 percig, majd rogton jégre helyeztiik. Ezutan steril fiilkében az elegyre ramértiink 500
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ul folyékony Luria-Broth (LB) taptalajt és 37°C-on 1 6ran keresztiil razattuk a keveréket a
baktériumok regeneralddasa és a szelekcids marker gén expresszidjanak eldsegitése miatt. Ezt
kovetden lecentrifugaltuk a mintankat és a toményités érdekében 300 pl feliiluszot (taptalajt)
eltavolitottunk, majd a maradék 200 pl-rel 6vatosan szuszpendaltuk a baktériumokat. A
sz¢élesztéshez ampicillin tartalmu szilard LB taptalajt készitettiink. A taptalajhoz 17,5 g LB
Agar high salt-ot (Duchefa Biochemie, Netherlands), 500 ml steril vizben oldottunk fel
melegitve, folyamatos kevertetés mellett. A homogén oldatot kuktaban sterilizaltuk, majd
hagytuk hiilni kézmeleg hémérsékletiire €s hozzdadtunk az 50 mg/ml toménységii ampicillinbdl
1 mi-t. A taptalajt sterilfiilkében milanyag Petricsészékbe osztottuk, majd amint megszilardult
a baktériumos elegybdl 150 ul-t szélesztettiink ki egy Petricsészébe. Egy éjszakan keresztiil
inkubaltuk 37°C-on. Az igy feln6tt baktériumtelepekbdl kivalasztottuk azt a harmat, amelyek a
legerételjesebben novekedtek és steril fiilkében 3 ml ampicillin tartalmu folyékony LB
taptalajba oltottuk. A koloniak leoltasat steril pipettaheggyel végeztiik, majd 37°C-on razattuk

egy ¢éjszakan at.

4.8 Plazmid izolalas

A folyékony taptalajban felszaporitott baktériumokat lecentrifugaltuk, a feliilaszot
leontottik. A plazmidizolalashoz a GeneJET Plazmid Miniprep Kit-et (Thermo Scientific,
USA) hasznaltuk a gyarto elGirasa szerint. A folyamat végén a plazmidot 50 ul eluciés pufferrel

elualtuk az oszloprol.

4.9 Emésztés
A tisztitott plazmidokat restrikcios enzimekkel emésztettiik meg, hogy leellendrizziik,

melyik tartalmazza a megfelel6 méretii DNS fragmentet.

Az emésztéshez 2 pl plazmidot hasznaltunk, amihez 2 ul 10xTango puffert, 0,2 ul Xhol
¢s 0,4 ul Xbal enzimet (10U/ ul, Thermo Scientific, USA) mértiink 6ssze, majd a reakcioelegyet
10 pl végtérfogatra egészitettiik ki nukledzmentes viz hozzaadasaval. Az emésztés eredményét
EtBr tartalmu, 1% agardz gélen ellendriztiik. A megfeleld méretii inszerttel rendelkezd

plazmidokbol mindkét minta esetében egyet kivalasztottunk és elkiildtiik Sanger szekvenalasra.
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4. ébra. A pJET1.2/blunt vektor térképe (forras: Thermo Fisher Scientific).

Azért Xhol és Xbal enzimeket valasztottuk, mert a Tango pufferben optimalisan tudnak
egylittmiikodni és a restrikcios hasito helyeik a vektoron az inszert két oldalan helyezkedik el

igy a beépiilt az inszert kivagodik (4. abra).

4.10 Sanger szekvenalas

A szekvenalast az Eurofins BIOMI Kft. végezte, két iranybol, amihez a pJet 1.2 forward
sequencing primert (5-d(CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC)-3") ¢és a plet 1.2 reverse
sequencing primert (5'-d(AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG)-3') hasznaltak.

4.11 Nukleinsav sorrend elemzés

Az elkészilt szekvencidk ellendrzéséhez és Osszedllitdséhoz a Cromas programot
(Technelysium Pty Ltd) alkalmaztuk. A méretre vagott, tisztitott virus szekvenciakat az NCBI
Blastn programmal elemeztiik a hasonlod szekvencidk azonositasa céljabol. A filogenetikai

elemzéshez és a torzsfa elkészitéséhez a MEGAL2 programot hasznaltuk (Kumar et al., 2024).
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5. Eredmények és értékelésiik
Az alabbiakban bemutatom a paprika mintakbol izolalt RNS-ek mindségi vizsgalatanak,
az EMDV kimutatasdnak ¢és szekvencia-analizisének eredményeit, valamint a filogenetikai

elemzés f0bb megallapitésait.

5.1 RNS izolalas és minéségellendrzés

Az RNS izolalasa soran alapvet6 kovetelmény, hogy a kapott RNS tiszta legyen, és ne
tartalmazzon genomialis DNS-t. Ez kiilonosen fontos abban az esetben, ha a mintdk nagy
ateresztoképességii szekvenalasra (HTS) keriilnek, hiszen a DNS jelenléte torzithatja az
eredményeket. A genomidalis DNS eltavolitasat protokollnak megfeleléen végeztiik DNaz I.
enzimmel, amely hatékonyan lebontotta az esetlegesen jelenlevé DNS-t, ezzel biztositva, hogy
a tovabbi vizsgalatokhoz megbizhato, tiszta RNS mintakat kapjunk. Az RNS kivonas soran
Trizol alapu moédszert alkalmaztunk oszlopos tisztitassal kiegészitve, amely lehet6vé tette az
alkalmazott oldoszerek maradvanyainak eltdvolitasat, ami altal az RNS-ek tisztasaga tovabb
javult. A folyamat célja az volt, hogy tiszta, ép, tehat nem bomlott RNS-eket kapjunk, melyet
agar0z gélelektroforézissel ellendriztiink. A gélen jol lathato riboszomalis RNS savok igazoltak
a mintdk jo mindségét, ugyanakkor a 45-6s minta esetében enyhe degradacié megfigyelhetd

volt (5. abra).

e !

5. abra. 45-0s €s 46-o0s paprika minta izolalt RNS mintdzata. Az elvalasztassoran FDE
denaturalé mintapuffert alkalmaztunk, és a vizsgalathoz 2 pul RNS-t hasznaltunk fel.
Mindkét mintaban megfigyelhetdek a riboszomalis RNS-ek, amely az izolatumok

megfeleld integritasat jelzik.
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A sikeres HTS vizsgalat el6feltétele az RNS megfelel6 tisztasaga és mennyisége. Ennek
mérésére az optikai denzitds (OD) ardnyokat hataroztuk meg NanoDrop 2000
spektrofotométerrel. A mérések soran az OD260/280 és a OD260/230 értékeknek van
jelentdsége, mivel RNS esetében sziikséges elérniiik a 2,0 értéket. Ez mutatja, hogy a mintak
fehérje- és egyéb szennyezOdésektdl mentesek. A kapott mérési eredményeket a 4. tablazat

foglalja Gssze.

4. tablazat. Paprika mintak RNS-einek mennyiségi és mindségi ellendrzése NanoDrop 2000

késziilékkel.
Sorszam Koncentracié ng/pul OD (260/280) OD (260/230)
45. minta 794,4 2,02 2,22
46. minta 373,3 2,03 2,03

A mérési eredmények alapjan a koncentraciok és tisztasagi értékek minden esetben

megfeleldek voltak.

A vizsgalat sordn a laboratoriumi gyakorlatnak megfeleléen legfeljebb tiz kiillonbozo
minta egyedi RNS-ét vonhatjuk 0Ossze, amely tapasztalatok szerint nem befolyasolja
hatranyosan az eredmények megbizhatdsagat. A vizsgéalatunkban eléallitott keverékiink a 45-
0s és 46-0s mintak mellett tovabbi harom olyan virustiineteket mutato paprika egyed RNS-ét is
tartalmazta, amelyekrdl korabban nem sikeriilt ismert paprikavirust kimutatni hagyomanyos
modszerekkel. Mind az 6t mintabol 1,5 pg RNS-t hasznaltunk a keverék elkészitéséhez. A
kevert minta bioinformatikai elemzése egyértelmiien kimutatta az EMDV jelenlétét. A virus
azonositasanak tovabbi megerdsitésére RT-PCR vizsgalatot végeztiink, amely nemcsak a

kimutatas megbizhatosagat novelik, hanem lehet6séget ad a virus pontos azonositasara.

5.2 EMDYV kimutatasa RT PCR mddszerrel

A HTS adatok bioinformatikai elemzésének eredménye alapjan az 6t paprika minta RNS
keverékében egyértelmiien kimutathatdo volt az EMDV jelenléte. Annak érdekében, hogy
meghatarozzuk a keverékben levd egyedi mintak koziil melyek fert6zodtek EMDV-vel, RT-
PCR vizsgalatot végeztiink.

Az RT-PCR vizsgalatot EMDV-specifikus primerrekkel végeztiik. A PCR termékeket
1,2%-0s agaro6z gélben valasztottuk szét (6. abra),
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M P 45 46. 109. 156. 168. -K

1000 bp

500 bp

6. 4abra. Paprika mintak vizsgalata RT-PCR technikaval agar6z gélen. Az abran a mintdk
sorszamai, a DNS létra (M), a keverék (P), valamint a negativ kontroll (-K) lathat6. A
gélelektroforézis soran a GeneRuler DNA Ladder Mix-et (Thermo Scientific, USA)
hasznaltuk. A vizsgalat pozitiv kontroll hidnyaban tortént, mivel Magyarorszagon
eddig nem volt jelen a virus. Negativ kontrollként templat nélkiili reakciot

alkalmaztunk, amely a PCR specifitasanak és tisztasaganak ellenérzésére szolgalt.

Az eredmények alapjan a 45-6s és 46-os mintakban egyértelmiien jelen volt a 1053
bazispar hosszasagu fragmentum, amely megerdsitette a virus jelenlétét ezekben a

novényekben.

5.3 Klonozott EMDYV fragmentumok

A klonozas célja egy homogén templat Iétrehozasa volt a nukleinsav
sorrendmeghatarozasahoz, valamint annak biztositasa, hogy a szekvenalas soran a mintaban ne
jelenjen meg mas viruspopulacio. A ligalasi reakciohoz a 45-6s és 46-os mintak PCR termékeit
kitisztitottuk, hogy a primerek jelenléte ne zavarja a folyamatot. A ligalashoz a CloneJET PCR
Cloning Kit-et (Thermo Scientific, USA) hasznaltuk, amelyben a vektorban talalhato szelekcios
gén akkor aktivalodik, ha az inszert nem épiil be a klonozé helyre. Ennek kdszonhetden nem
volt sziikség kék-fehér szelekcio alkalmazasara, amelynél nagyobb az alpozitiv klonok

megjelenésének kockazata. A klénozas mindkét minta esetében sikeres volt.

Egyéjszakas baktériumtenyésztés utan tobb telep is megjelent, amelyek koziil harom-
harom (45/1, 45/2, 45/3, és 46/1, 46/2, 46/3) erételjesebb novekedést mutatdé koloniat
valasztottunk ki. Ezekr6l feltételeztiik, hogy tartalmazzak a megfelel6 inszertet. A folyékony
taptalajra oltas el6tt a kivalasztott telepeket szilard, ampicillin tartalmu taptalajra oltottuk, hogy

biztositsuk a tovabbi munkakhoz sziikséges tartalék tenyészetet is.
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A folyékony taptalajban felszaporitott/tenyésztett baktériumokbol plazmidot izolaltunk,

majd restrikcios endonukleaz emésztéssel ellendriztiik az inszert jelenlétét. Az elvart eredmény

egy 1053 bazispar hosszi fragmentum ¢és linearizalt plazmid megjelenése volt agar6z gélen (7.

abra).

7. abra. Plazmid emésztésének eredményei agardz gélen. Konrollként 2 pl nem-
emésztett plazmid izolatumot hasznaltunk. EM az emésztett plazmidokat jeloli. Az M
a GeneRuler DNA Ladder Mix-et (Thermo Scientific, USA) jeloli.

Az emésztés eredményeként a 45-6s minta esetében harom koloniabol kettd, mig a 46-
0s mintanal mindharom vizsgalt kolonia tartalmazta a megfelelé inszertet. A laboratoriumi
tapasztalatokra timaszkodva el6zetesen nem tartottuk sziikségesnek kolonia PCR vizsgalatot.
Az emésztés eredményei visszaigazoltdk, hogy ez a megkozelités helyes volt, és a

varakozasoknak megfelel6 aranyban sikeriilt inszertet hordozé kldénokat nyerni.

A nukleinsav sorrend meghatarozashoz mindkét mintabol egy-egy plazmid izolatumot
(45/1 és 46/2) valasztottunk Ki, melyeket Sanger szekvenalasra kiildtiink. A nukleinsav sorrend
meghatarozast két iranybol végeztettiik el, mivel a Sanger-modszerrel egy futtatas soran
megbizhatéan 700-800 nukleotid hosszisaghi szakaszt képes lefedni. Az 1053 bazispar
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hosszusagl inszert teljes lefedéséhez sziikséges volt a két irdnybol torténd szekvenciak
Osszeillesztésére, amely igy biztositotta a virusfragmentum pontos és egyértelmi

meghatarozasat.

5.4 Nukleinsav sorrend elemzés

Az Eurofins BIOMI Kft.-t6] kapott nyers szekvenciakat eldszor az NCBI BLASTn
programmal azonositottuk, amely minden esetben EMDV-eredetli genomrészleteket jelzett. A
szekvencidk Osszeillesztéséhez és szerkesztéséhez a SnapGene 8.1.1 (GSL Biotech, USA)
szoftvert hasznaltuk. A programb6l FASTA formatumban exportaltuk a szekvencidkat. A
reverz primerrel amplifikalt szekvencidk esetében a reverz komplementer szekvenciat
hasznaltuk, ezzel biztositva a helyes iranyt és a folyamatos nukleotidsorrendet az 6sszeillesztés
soran. A virus-specifikus primereket azonositottuk és a primer k6t helyek kozotti szakaszt

tekintettiik a tovabbi elemzésre alkalmas, On. tiszta viralis szekvenciarésznek.

A paronkénti evoltcios tavolsagokat (p-distance) a MEGA12 programmal (Kumar et
al., 2024) szamoltuk. Az elemzés soran a 45-0s és 46-os minta szekvenciai kozott 0,000 p-
distance érték adodott az 1053 bazispar hosszll szakasz dsszehasonlitdsakor, amely 100%-0s
nukleotid-azonossagot jelent. Ez az eredmény megerdsiti, hogy a két magyar izolatum azonos
nukleotidsorrendet hordoz az adott génrégioban. A tovabbiakban a szekvenciak filogenetikai
Osszehasonlitasat végeztiik el, hogy meghatarozzuk a magyar variansok elhelyezkedését a

nemzetkozi izolatumok kozott.

5.5 Filogenetika

A magyar izolatumok rokonsagi viszonyainak vizsgalatahoz filogenetikai elemzést
végeztiink, amelynek eredményeként torzsfat generaltunk a MEGA12 szoftver segitségével. Az
elemzés alapjaul az Alfaro-Fernandez et al., (2024) altal publikalt cikk adatai szolgaltak,
amelyben a virus tobb régiojarol is készitettek torzsfat, koztiik az L1 génrdl is. Errdl a régiorol
szarmazik az altalunk jellemzett szekvencia részlet is, ezért ebbdl a régiobol valasztottunk Ki
16 referencia szekvenciat, amelyek a GenBank adatbazisban megtalalhatdak. A kivélasztott
szekvenciak a kiilonboz6 foldrajzi régiokbol szarmazo izolatumokat képviselték, valamint a
torzsfa valamennyi f6 kladjat reprezentaltak. A magyar variansokkal egyiitt igy 0sszesen 18

szekvencia kertilt az elemzésbe.
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Az Alfaro-Fernandez et al. (2024) altal k6zolt filogenetikai elemzésben az L1 génrégio
alapjan az EMDV izolatumok két f6 kladba (klad A és klad B) sorolodtak, és ezeken beliil
tovabbi alkladokat (A1, A2, B1, B2) kiilonitettek el.

697/17 Spanyolorszag Solanum melongena
T 02923HTS Egyesiilt Kirdlysag Pittosporum tobira
"L 464/15 Spanyolorszag Podranea ricasoliana
e PV1127 Németorszag Hydrangea macrophylla
Al 100 s4 Spanyolorszag Hibiscus rosea-sinensis
100 S2 Spanyolorszag Hibiscus rosea-sinensis
Klad A 100~ EMDV-Egg GOrogorszag Hibiscus rosea-sinensis
A2 PV0031 Olaszorszag Solanum melongena
100 SHeg Iran Solanum melongena
SEEEMDVpit Ciprus Pittosporum tobira
B1(1j) 100{ EMDV45 Magyarorszag Capsicum annum
i | EMDV46 Magyarorszag Capsicum annum
Klad B STR20ST2 Szlovénia Solanum lycopersicum
B2 c2 Olaszorszag Hibiscus rosea-sinensis
190 EMDVcaps GOrogorszag Capparis spinos
47 Agaphanthus ~ Olaszorszag Agapanthus sp.
SOM-1 Olaszorszag Solanum melongena
PV1212 Gorogorszag Cucumis sativus

0.02

8. 4abra. Maximum Likelihood torzsfa az EMDV L1 génrégioja alapjan. A torzsfa a
magyar izolatumok (EMDV45, EMDV46) és a GenBankbdl szdrmaz6
referenciavirusok filogenetikai kapcsolatait mutatja. Az elemzést a MEGA12
programban végeztiik, a Maximum Likelihood modszer és a Tamura—Nei (1993)
nukleotid-helyettesitési modell alkalmazasaval. A bootstrap értékeket (1000 ismétlés)
az agak mellett tlintettiik fel. Az dbran a f6 kladok (Klad A, Klad B) és alkladok (A1,
A2, B1, B2) lathatok, Alfaro-Fernandez et al. (2024) besorolasa szerint. A mintak
kodja mellett feltiintettiik az izolatumok foldrajzi szarmazésat €s a gazdandvényfajt is.
A magyar izolatumok 100%-o0s bootstrap értékkel 6nallo kladot alkottak a Klad B
csoporton beliil (B1 uj alklad).

Eredményeink szerint a két magyar izolatum (EMDV45 ¢s EMDV46) a klad B
focsoporton beliil helyezkedett el (8. dbra). A mintdk egy 0j, 100%-o0s bootstrap értékkel
alatamasztott kladot alkottak, amely a kordbban B1 alkladhoz sorolt izolatumoktdl elkiiloniilt.
Ennek kovetkeztében a C2 és STR20ST2 izolatumok, amelyek az Alfaro-Ferndndez-féle
torzstaban még a Bl kladba tartoztak, a mi elemzésiinkben inkabb a B2 klad egyik
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agcsoportjaként jelentek meg. Ez az atrendezddés arra utal, hogy a magyar izolatumok genetikai

sajatossagai uj filogenetikai informdaciot nyujtanak az EMDYV variabilitdsarol.

A magyar izolatumok legkozelebbi rokonai az olasz C2 és a szlovén STR20ST2
izolatumok voltak, ugyanakkor ezektdl is elkiiloniilve jelentek meg egy 6nallé agon. Az klad
A-ba sorolt mediterran (spanyol, gorog) és kozel-keleti izolatumoktol pedig egyértelmiien

elkilonultek.
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6. Kovetkeztetések és javaslatok
A vizsgalataink soran az EMDV jelenlétét két fertdzott paprika novényben sikeriilt
kimutatni Magyarorszagon. Tudomdasunk szerint ez az elsd ilyen eset hazankban ¢és jelenleg
nem ismert, hogy a virus jelen van-e mas régiokban, esetleg mas ndvényfajokban. Emiatt nem
lehet biztosan megitélni, hogy egy elszigetelt esetrdl van szo6, vagy szélesebb kori fertdzés is

fennall.

A paprika ndvényeken megfigyelt tiinetek, mint az erek mentén kialakul6 sargulas, a
klorotikus foltok és a levéllemezek torzulasa, valamint a termés felszinének riicskdsodése
hasonloak az irodalomban talalhaté EMDYV fert6zott paprikan okozott tiinetekhez. Roggero et
al.,(1995) Olaszorszagban az apikalis levelek érsargulasat és klorozisat, valamint a bogyokon
riicskds, marvanyozott felszint figyeltek meg. Kostova et al., (2001) szintén kimutattak
paprikaban a virust, de a tiineteket nem ismertették. Alfaro-Fernandez et al., (2024) két paprika

ndveénybdl is kimutattk az EMDV-t, azonban a fert6zott novények tiineteit nem irtak le.

A paprikan kiviil mas Solenaceae csaladba tartozo ndvényfajokat is képes megfertézni
az EMDV, koztiik a tojasgylimolcsot, a paradicsomot és a dohanyt. Ezekben a novényekben
hasonloak a tlinetek, jellemzd az erek atlatszosdga vagy sargulésa, leveleken megjelend
klorotikus foltok és mozaikos elszinez6dés, valamint a levéllemezek torzulasa és rancosodasa,
helyenként varangy-bor jellegli a felszinlik A tojasgyiimolcs esetében nagyon jellegzetes a
novények torpiilése, a rovid interndduszok, valamint a fiatal levelek hulldmos, rancos felszine.
Paradicsomban ¢és dohdnyban hasonlé klorotikus mintdzat, enyhe levélgddrosodés és

novekedés-visszamaradast figyelhetd meg a fert6zés kovetkeztében (Lecoq és Desbiez, 2012).

Az altalunk paprikan megfigyelt legjellegzetesebb tiinet, a bogyd feliiletén kialakulo
riicskos felszin 6sszhangban all Roggero et al., (1995) altal paprikan leirt szemdélesszeriien
érdes €s marvanyos termésfeliilet, valamint Lecoq és Desbiez (2012) uborka leveleken

megfigyelt varangy-bor szerti jellemzésével.

A szekvenciaelemzés alapjan a magyar izolatum az eddig ismert eurépai EMDV-
izolatumokhoz képest egy kiilonallo szubkladba sorolddik. Ez arra utalhat, hogy egy genetikai
szempontbol eltérd valtozat jelen lehet hazdnkban, mely akar visszavezethetd egy korabbi
észrevétlenlil maradt fertézésre, vagy egy Uj behurcoldsra is. Az evolucios tavolsagok
meghatarozasahoz hasznalt p-distance elemzést a MEGA12 szoftver segitségével végeztiik, a
hasonlosagi matrix a 9. abran lathatdo (Kumar et al., 2024). A szekvenciak kozotti atlagos

nukleotid diverzitas 0,106858 volt, vagyis a vizsgalt izolatumok atlagosan 10,7%-ban
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kiilonboztek egymastol. Az egyedi p-distance értékek 0,11-0,14 tartomanyba estek, ami arra

utalhat, hogy a vizsgalt régié mérsékelten konzervalt.

1 ] 2] 3] a]s5]e6e ] 7] s8] oafJw|[n]w]nB]1a]15]1w6]17]1s]
1. EMDV45 0000 0011 0010 0011 0011 0012 0011 0011 0012 0011 0012 0012 0011, 0011 0011 0011 0011
2. EMDV46 0.000 0011 0010/ 0011 0011 0012 0011 0011 0012 0011 0012 0012 0011 0011 0011 0011 0011
3.STR20ST2 | 0.112] 0112 0008/ 0008 0008 0012 0011 0011 0012 0008 0012 0012 0009 0011 0011 0011 0011
4.0 0112 0112 0.061 0008 0008/ 0012 0012 0012 0012 0.008 0.012 0012 0.009 0012 0012 0012 0012
5. Agaphanthus | 0.119 0119 0057 0065 0005 0012 0011 0012 0012 0.005 0012 0012 0.009 0.011 0011 0012 0011
6. SOM-1 0119 0119 0058 0064 0.022 0012/ 0011, 0011 0011 0005 0011 0011 0008 0011 0011 0011 0011
7.EMDV-Egg | 0134 0134 0148 0148 0143 0147 0010, 0010 0007 0012 0002 0.006 0012 0.009 0010 0.010 0.009
8.52 0135 0.135 0.140 0155 0.147 0139 0.102 0006 0010 0012 0010 0010 0012 0006 0006 0.006 0.006
9,54 0136/ 0136 0135 0148 0.143 0.134 0098 0.033 0010 0012 0010 0010 0.011] 0.005 0.005 0.005 0.005
10. SHeg 0138 0138 0148 0148 0.144 0142 0037 0.098 0094 0011 0006 0004 0012 0009 0009 0.009 0.009
1. PV1212 0122 0122 0059 0065 0026 0021 0.143 0.147 0.140 0.139 0012/ 0012/ 0008 0011 0011 0012 0011
12. PV0O31 0130/ 0130 0147 0147 0142 0144 0003 0.100 0097 0033 0142 0006/ 0012 0009 0009 0009 0009
13.EMDVpit | 0139 0.139 0.150 0.150 0.150 0.150 0034 0098 0094 0018 0.147 0031 0012, 0009 0009 0.009 0.009
14.EMDVcaps | 0126 0.126 0.071 0067 0072 0071 0155 0.146 0139 0153 0071 0155 0.151 0012 0012 0012 0012
15.464/15 0136 0136 0136 0148 0138 0131 0086 0032 0019 0083 0133 0084 0083 0.140 0004/ 0.004 0003
16.607/17 0139 0139 0138 0154 0143 0136 0097 0035 0023 0092 0143 0096 0094 0.144 0013 0004 0004
17.PV1127 0134/ 0134 0138 0150 0145 0134 0096 0.038 0023 0094 0143 0095 0094 0142 0015 0018 0.004
18.02923HTS | 0137 0.137) 0.135 0.153 0.139 0132 0091 0033 0021 0089 0.139 0090 0089 0.142 0010 0013 0016

9. abra. Az EMDV izolatumok kozotti genetikai kiilonbségek (p-distance értékek, fekete
szdmok) ¢és a hozza tartoz6 standard error (SE) értékek (kék szdmok). Az elemzést a

MEGA 12 programmal (Kumar et al., 2024) végeztiik 1000 bootstrap ismétléssel.

A 876 nukleotid hosszlisagu szekvenciak tobbszoros illesztése alapjan kizarolag egy
pontos nukleotid polimorfizmusokat (SNP) talaltunk. A magyar izolatumokban, amelyek
nukleotid sorrendje azonos, 20 olyan egyedi SNP-t azonositottunk, amelyek a tobbi
szekvenciaban nem fordultak el6. Ezek koziil 16 esetben szinonim mutaciorol volt szo, ami
nem eredményezett aminosav cserét, azonban 4 poziciondl nem szinonim mutaciot
azonositottunk. A 151. pozicidoban egy T-G csere szerin helyett alanint kddol, a 169. pozicidban
a G-A csere a kodonban valinbdl izoleucint, a 236. pozicidoban ugyancsak G-A csere argininbdl
glutamint, mig a 472. pozicidoban egy A-G nukleotid csere aszparaginbol aszparaginsavat
eredményezett. Az izolatumok kozotti kiilonbségeket leginkabb a szinonim mutaciok adjak, igy
a magyar izolatumokban jelen levd eltérések leginkabb neutralis valtozasok, amelyek evolicios

szempontbol azonban jelzik a populacid sajatossagait.

Pontosabb kép érdekében fontos lenne tovabbi ndvények vizsgélata, kifejezetten
olyanoké, melyek hasonl6 tiineteket mutatnak, mint érsargulds és termés riicskosodés. Ezen
vizsgalatok eredményei segitenének felmérni, mennyire elterjed a virus Magyarorszagon,

valamint van-e sziikséges novényegészségiigyi intézkedésekre a terjedés megakadalyozasara.
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7. Osszegzés

A kutatasunk célja a tojasgyiimolcs foltos torpeség virus (Eggplant mottled dwarf virus,
EMDV) magyarorszagi el6fordulasanak vizsgalata volt paprikaban, valamint filogenetikai
elhelyezése a jelenleg ismert virus-szekvencidkhoz képest. A mintagytijtést tiinetes paprikakrol
végeztiik, majd az RNS-ek izoldlasa utan spektrofotometriaval és agar6z gélelektroforézissel
ellendriztiik azok mindségét. A virus kimutatasara és meghatarozasara nagy ateresztoképességli
szekvenalast (HTS) alkalmaztunk, ami lehetové tette a teljes nukleinsav allomany vizsgalatat.
A HTS adatok alapjan valdsziniisitheté volt az EMDV jelenléte, amelyet RT-PCR-rel
erdsitettiik meg. A kapott PCR-termékeket klonoztuk, majd a két mintab6l harmat-harmat
restrikcids enzimekkel emésztettiik. A megfeleld inszerttel rendelkezd plazmidokbol mindkét
minta esetében egyet-egyet kivalasztottunk és Sanger szekvendlasra kiildtik. A kétiranya
szekvenalas lehetové tette az 1053 bazispar hossza fragmentumok pontos nukleotid
sorrendjének meghatarozasat. Az elkésziilt szekvenciaadatok bioinformatikai és filogenetikai

elemzésével hataroztuk meg a magyar izolatumok evolucioés kapcsolatait.

A kapott eredmények alapjan két paprikamintdban sikeriilt kimutatni az EMDV
jelenlétét. Az altalunk vizsgalt két magyar izolatum nukleotid sorrendje 100%-os egyezést
mutatott, ami a virus genetikai homogenitasara utal. A filogenetikai elemzés soran a magyar
izolatumok a Kladd B csoportba keriiltek, azonban egy 1j, 100%-o0s bootstrap értékkel
alatdmasztott, onall6 kladot alkotva. Az izoldtumok jol elkiiloniiltek a kordbbi Bl1-es
referenciaizolatumoktol, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy hazénkban egy eddig nem

ismert, genetikailag elkiiloniild6 EMDV-valtozat fordul eld.

Kutatdsunk elsdnek azonositotta Magyarorszagon az EMDV jelenlétét. A magyar
izolatumok genetikai sajatossagai 1 informacidval szolgalnak a virus populacios
valtozatossagarol, valamint felhivjak a figyelmet az EMDV potencidlis veszélyeire a hazai
paprika- és padlizsantermesztésében. Jelenleg nem tudni, hogy a virus jelen van-e az orszag
mas régiodiban, vagy esetleg mas termesztett vagy vadon ¢l6 novényfajokban. Ezért az
eredmények alapjan sziikség lenne tovabbi mintagyijtésekre ¢és populacidgenetikai

vizsgalatokra, amelyek hozzajarulhatnak az EMDV hazai és eurdpai terjedésének és

crer
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MATE Szervezeti és M(ikodési Szabalyzat

Ill. Hallgatdi Kovetelményrendszer
111.1. Tanulmdnyi és Vizsgaszabalyzat

6.13. sz. fliggeléke: A MATE egységes szakdolgozat / diplomadolgozat /
zarodotgozat / portfélid készitési utmutatdja

4.1. sz. melléklete: Konzulensi nyilatkozat

NYILATKOZAT

Pogacsas Kata (név) (hallgatd Neptun azonositéja: G8TIHS) konzulenseként nyilatkozom arrél, hogy
a szakdolgozatot attekintettem, a hallgatot az irodalmi forrasok korrekt kezelésének
kovetelményeirdl, jogi és etikai szabalyairdl tajékoztattam.

A zarddolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portfélidt a zardvizsgan torténé védésre
javaslom / nem javaslom ',

A dolgozat allam- vagy szolgdlati titkot tartalmaz: igen nem *2

Kelt: Budapest, 2025 év November ho 3. nap

bals kepduléns
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9.2 Hallgatéi nyilatkozat
NYILATKOZAT

,,,,,,,

A hallgatd neve: Pogacsas Kata

A Hallgaté Neptun kddja: G8TIHS

A dolgozat cime: Tojasgyimolcs foltos torpeség virus
azonositasa paprikan

A megjelenés éve: 2025

A konzulens intézetének neve: Genetika és Biotechnolégia Intézet

A konzulens tanszékének a neve: Novénybiotechnoldgia Tanszék

Kijelentem, hogy az altalam benyujtott szakdolgozat egyéni, eredeti jellegd, sajat szellemi alkotasom.
Azon részeket, melyeket mds szerz6k munkajabdl vettem at, egyértelmlen megjeldltem, és az
irodalomjegyzékben szerepeltettem. Tovabba kijelentem, hogy a dolgozat elkészitése soran
alkalmazott mesterséges intelligencia-eszkdzok (pl. szoveggeneralas, nyelvi javitds, forditast
adatelemzés) haszndlata nem helyettesitette a sajat kutatasi és alkotdi munkamat, azok alkalmazasat
a forrasok kozott vagy a mdodszertani részben feltlintettem, és a szakmai-etikai elvarasoknak
megfelel6en jartam el.

Ha a fenti nyilatkozattal valdtlant allitottam, tudomasul veszem, hogy a zardvizsga-bizottsag a
zardvizsgdbdl kizar és a zardvizsgat csak Uj dolgozat készitése utan tehetek.

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

Tudomasul veszem, hogy az altalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotas felhasznalasara,
hasznositdsara a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem mindenkori szellemitulajdon-kezelési
szabdlyzataban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata feltdltésre keril a Magyar Agrar- és

Elettudomanyi Egyetem kényvtari repozitori rendszerébe. Tudomasul veszem, hogy a megvédett és
- nem titkositott dolgozat a védést kovetden

- titkositasra engedélyezett dolgozat a benyujtasatdl szamitott 5 év eltelte utan nyilvdnosan
elérhetd és kereshetd lesz az Egyetem konyvtari repozitori rendszerében.

Kelt: Budapest, 2025 év November hoé 3. nap ./

b A
1V

Hallgatd alairasa
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9.3 Mesterséges intelligencia hasznalati nyilatkozat

Hallgatdk, doktoranduszok nyilatkozata mesterséges intelligencia (Ml)
alkalmazasardl

1. Altalanos adatok

Hallgato neve: Pogdacsas Kata

Neptun-kddja: G8TIHS

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

Képzési szint (a megfelel6t jelolje X-szel): O] Egyéb: TDK

Tantargy neve/kodja*: Szakdolgozat készités/ KERTUO73N

Tojasgyiimolcs foltos torpeség virus

A munka cime: s .
unka cime azonositasa paprikan

* doktori értekezés esetén nem kitoltendé

2. Nyilatkozat az MI hasznalatarol

Alulirott, etikai felel6sségem teljes tudataban az aldbbi nyilatkozatot teszem:

(Kérjiik, valasszon egyet az alabbi lehetbségek koziil!)
[1 A) Nem alkalmaztam mesterséges intelligencia rendszert vagy szolgaltatast.
(Amennyiben ezt jeldlte, a tovabbi tablazatok kitdltése nem sziikséges.)
B) Alkalmaztam mesterséges intelligencia rendszert vagy szolgaltatast. (Kérjlik,

toltse ki a vonatkozo tablazatokat!)

3. A mesterséges intelligencia hasznalatanak részletezése

I. TABLAZAT: Asszisztensi vagy kisebb mértékii felhasznalas (pl. forditas, nyelvi
korrektura, otletelés stb.)

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

A felhasznalas célja Alkalmazott Ml-eszk6éz neve| Erintett rész (ha nem a
és verzidja szoveg egészére vonatkozik)

nyelvi korrektura,| ChatGPT, Perplexity Al

mondatszerkezetelemzés,

forditas

Il. TABLAZAT: Jelentds tartalmi hozzajarulas (pl. egy teljes abra vagy egy hosszabb
szovegrész generalasa)
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(Ezekben az esetekben a felhaszndlt kulcsfontossdgu promptok és az Ml dltal adott nyers
vdlaszok dokumentdldsa és a munka mellékletében valé csatoldsa sziikséges.)

Alkalmazott Mi- . . A prompt-naplét
N Az érintett fejezet / , ,
e eszkoz neve, | | o tartalmazo melléklet
A felhasznalas célja . abra / tablazat . (s
verzidja, bejegyzésének

pontos sorszadma

elérhetd6sége sorszama

777

3/A. Oktato altal elGirt kiegészit6é szabalyok (ha vannak)

Amennyiben az adott tantargy oktatéja vagy témavezet6je az Ml-eszk6zok haszndlatara
vonatkozdan kilon szabalyokat vagy elvardsokat hatarozott meg, kérjik, az aldbbi mezében
foglalja 0ssze ezeket:

Pl. az Ml haszndlatdnak tilalma bizonyos feladattipusokra; csak konkrét eszkéz haszndlata
engedélyezett; eltérd hivatkozdsi elvdrdsok; dokumentdcids forma stb.

Oktato vagy témavezet6 altal elGirt szabalyok:

4. Minden hallgatora vonatkozé nyilatkozat:

Kijelentem, hogy az MI dltal esetlegesen generdlt tartalmakat minden esetben kritikailag
felllvizsgdltam, szerkesztettem és a munkaba illesztettem. A leadott munka minden eleméért,
annak eredetiségéért és tudomdnyos helytallésagdért teljes korl felelsséget vallalok.
Tudomasul veszem, hogy a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem a benyujtott munkat
mesterséges intelligencia detektorral ellendrizheti, és eljarast kezdeményezhet, amennyiben
a nyilatkozatom valdtlan vagy hidnyos.

Kelt: .Budapest, 2025. november ho 3. nap

Hallgato alairasa Konzulens/Témavezetd alairasa

44




