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1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1 Biologiai invazio

A természeti egységek (6cednok, tengerek, hegységek) természetes valasztofalként
funkcionaltak a Foldon a kiilonb6z6 okoszisztémak kozott. Ezen funkcidjuk jelentdsége lassan
csokkent a felfedezések korszakdban, mara a globalizalt vilagban majdhogynem teljesen
megsziint. Az ember mozgasdval akarva vagy akaratlan szdmos ndvényfajt, allatfajt,
mikroorganizmust vitt el természetes élohelyérdl, rakényszeritve azt egy szamara tejesen 1j
kornyezetben valod életre. Nem minden behurcolt ¢16lény tudott megmaradni, vagy magatol,
emberi segitséggel szaporodni (Mooney & Cleland, 2001). Szerencsére csak kevés faj az ami képes
lett , kilépni az ember keze al6l”, ezek azonban nagy teriileteket meghdditottak €s nagyon komoly
okologiai és gazdasagi kart okoznak évrol évre. Ezeket a fajokat invaziv fajoknak hivjuk (Botta-
Dukat Zoltan, 2004; Keller et al. 2011)

A 2000-es évek elején az Egyesiilt Allamokban az invaziv fajok és azok lekiizdésére
elkoltott pénzosszeg meghaladta az 58 milliard dollart. Ebbdl az 6sszegbdl a legnagyobb hanyad
az invaziv gyomok ellen forditott harcra ment el, ez tobb, mint 23 milliard dollart jelent (Ziska et.
al., 2011).

Europat tekintve 10000 invaziv faj van szdmon tartva, mely fajok fele a névényekhez
tartozik. Az eurdpai orszagoknak évente tobb millidrd euro veszteséget jelent ezen fajok elleni
harc (Vila et al., 2010). Ennek a veszteségnek nagy része az intenziven miivelt mezdgazdasagi
terlileteken, feny6erdokben, varosi kornyezetben jelentkezik. A kevésbé bolygatott lombhullato
erdok, kaszalok, legelok tobbnyire érintetlenek az invaziv gyomoktol (Keller et al. 2011).

Az invaziv ndvényfajok terjedési sebességét, dinamikajat, sikerességiiket sokan vizsgaltak
( Clements et. al., 2007) és sikerességiik kulcsat a fenotipusos és genotipusos plaszticitdsuknak
tulajdonitottak. Sokkal hatékonyabban illeszkednek be a szdmukra idegen, sokszor széls6séges

kornyezetbe (Clements & Ditommaso, 2011).



1.2 Invaziv gyomok jelentdsége

Elsésorban az Amerikai kontinens felfedezése utan szamos Uj novényfaj keriilt be
Eurdpaba ¢€s vadult is ki. Ezekre a jelenségekre a kor jelentds botanikusai mar akkor felfigyeltek
¢s kezdték vizsgalni ezeket a novényeket. Darwin 1859-ben észlelte, hogy az idegenhonos fajok
az 1j ¢ldhelyen sikeresebbek, abban az esetben, ha nincs rokonfaj a teriileten, mert a verseny a
rokonfajok kozott sokkal ki¢lezetebb (Kleunen et. al., 2015). Ezen névényfajok sikerességének
kulcsat tobben vizsgaltak és arra a megfigyelésre jutottak, hogy klasszikus €lrtelemben gyorsabb
novekedésiik (mint az dshonos vagy akar mas idegenhonos ndvények), magasabb magszdmuk,
hatékonyabb tapanyagfelhaszndlasuk alapvetden hozzéjarul sikeriikhoz. De nem lehet kizardlag
csak ezekre az alapelvekre szoritkozni, hanem a novényfajokat az adott kdrnyezetiikben kell
vizsgélni és csak igy lehet hiteles kovetkeztetést levonni ezek sikerérdl (Hejda et. al. 2009;
Kleunen et al., 2015). Ezeket ismerve tobb olyan irdnyvonal felmeriil, melyeket még sziikséges
vizsgalni ahoz, hogy ezen ndvényfajokat jobban megismerjiikk. Nagyobb ralatas sziikséges az
invaviv novények terjedési titvonalanak rekonstrudlésa, az invazi6 soran bekovetkezett evolucios
valtozasanak molekularis tulajdonsagaira, a terjedésiikben szerepet jatszo vektoroknak (akar az
ember) jelentdségére, az emberrel vald kolcsonhatasukra, szociologiai és 6kondmiai hatasuk
vizsgalatara és magara az a bioldgiai invazid monitorizalasara (Csiszér, 2012).

A biolégiai invazid a biodiverzitast negativan befolydsolja vilagszerte kiilonbozo
léptékben. Az elmult évek kutatdsai elsésorban ezeknek az invazidknak a negativ hatasukra
keresnek valaszt és esetleges megoldast. Kisebb Iéptékli a vizsgalat pédaul a parazitdk és
patogének terjesztésében (Callaway & Maron, 2006), fasszaru invaziv ndvények hatdsa az erdék
tdpanyag-gazdalkoddsaban, az erddk vizkészlet haztartasaban, vagy ugyancsak az erddk
tlizvédelmi problémainak vizsgalatara. Azonban ezeknél sokkal stilyosabb a kar, amelyet okoznak,
ez a biodiverzitas csokkenése (Hejda et al., 2009).

Talajtipusok és tapanyagmennyiség szintjén vizsgaltdk az Eszak-Kelet Eurdpaban
leggyakoribb invaziv gyomndvényeket, hogy melyek lehetnek azok a jellegzetes talajtipusok, vagy
talajkémiai Osszetevok, amelyek meghatarozhatjadk egyes invaziv ndvények megjelenését. A
vizsgalat soran arra a megallapitasra jutottak, hogy gyakorlatilag a talajtipus nem hatarozta meg
egy gyom megjelenésének a feltételét, hanem kiilonb6z6 talajtipusokon egyarant megjelenhetnek.

Pozitivumként levonhatd, hogy az invaziv gyomok a nagyobb ndvekedésiiknek koszonhetden



szignifikdnsan tobb biomasszat és tobb tdpanyagot hagynak maguk utan. A sovéanyabb,
tapanyagszegényebb teriileteken, talajkémiai szempontbdl pozitivnak is mondhat6 volt a hatdsuk
(Dassonville et al., 2008). A Solidago canadensis invaziv novényt vizsgaltak Eur6épaban ¢s az
Egyesiilt Allamokban és fejlodésiikben azt tapasztaltak, hogy gy egyedszamban, mind névények
habitusdban nagyobbak voltak, mint a természetes élOhelylikon. A ndvények magassaga
szignifikdnsan magasabb volt, ezt a jelenséget tobbféle képpen magyaraztak, de a legvalosziniibb
az, hogy a termékenyebb termdtalaj volt a magyardzat rd. A magassaga negativ hatdsa abban
nyilvanult meg, hogy sokkal nagyobb ¢és fejlettebb virdgzatot volt képes igy képezni (Ledger et
al., 2015).

Sikeres terjedésiik egy masik tulajdonsaga lehet, az idegen honos, invaziv ndvények

allelopatikus hatdsa, amelyekkel mas szomszédos 6shonos novényfajok fejlodését gatoljak. Az
elmult években szdmos kutato vizsgélta az invaziv gyomok allelopatikus hatasat kiilonb6zo
termesztett novényekre vagy Oshonos gyomokra, de mind megosztd6 eredményekre jutottak
(Parepa & Bossdorf 2016; Bao-Ming et al. 2017). Novak et al. 2018-ban a Csehorszagban
leggyakrabban el6forduld 8 invaziv gyomfajnak az alleloptikus hatasat vizsgalta a repce, bab és
napraforgd tesztndvényeken. Vizsgalatai eredményeképpen azt kapta, hogy ezek a gyomok
szignifikdnsan a novények méretét csokkentették és nem a magok csirdz6 képességét, amire a
legjobban szamitottak volna.
A kiilonb6zé kontinenseken vizsgdlva ugyanazt az invaziv gyomndvényt, kiilonbozo
eredményekre jutottak. Kindban begyljtott Solidago canadensis novényekben az allelopatiaért
felelds melléktermékek, melyek elsdsorban a novények ndvekedésére vannak hatassal (Ledger et
al., 2015) szignifikdnsan nagyobb mennyiségben voltak jelen, mint az Amerikai Egyesiilt
Allamokb0l szarmazo névényekben.

Egy masik nagyon fontos aspektusa az invaziv novények jelenlétének, az, hogy nem csak
a sajat jelenlétiikkel homogenizaljak a faunajat egy-egy megtamadott régionak, hanem, hogy az
lehetdség, hogy az Gshonos herbivor populaciokra toxikus, mérgezd hatassal birnak. Ezzel
ellentétben a masik lehetdség, hogy ezek az idegenhonos novényfajok eldsegiti egyes fajokat a
tulszaporodasat vagy uj behurcolt rovarfajoknak szolgdlnak kedvezd taplalékul (Callaway &
Ridenour, 2004; Eppinga et al., 2006; Flory & Clay, 2013). Kutatas bizonyitotta, hogy az Ibériai

félszigetre behurcolt invaziv gyomokon, az Acacia dealbate és az Carpobrotus edulis tapndvényei



lettek tobb Oshonos illetve behurcolt rovarfajnak. Az ezeken a fajokon felszaporodé rovarfajok
nagy hatassal voltak az egész régio faundjara. A még meg nem fert6zott teriiletek nagy nyomas
ala helyezodtek. A gyors tulszaporodasuk miatt a teriiletek flérajaban és a faunajaban nagyfoka
homogenizalast lehetett tapasztalni. Az ilyen jelenségek mind azt tdmasztjak ald, hogy ezen
novények megismerésére, terjedésiik feltérképezésére sokkal nagyobb hangstlyt kell fektetni,
mert masképp nagyban megvaltoztathatjak az dshonos biodiverzitast (Rodriguez et.al., 2019).
Evente rengeteg tudomanyos munka sziiletek azzal kapcsolatban, hogy mely invaziv
novényfajok keriiltek be és hoditottak meg wjabb és jabb teriileteket, azonban, hogy ezek a
behurcolt fajokon milyen levéltetii fajok képesek megtelepedni és akar ezekre vagy ezekrdl
virusokat atvinni, mar alig lehet olvasni. Munkank egyik fontos kérdése pont ez, hogy a mar
behurcolt fontosabb invaziv fajokon mely levéltetii fajok taldlnak gazdandvényre €s hogy milyen

virusok talalhatok meg tovabba hogyan terjednek a kulturnévényekre.

1.2.1 Erigeron annuus — Egynari seprence

Jelen dolgozat egyik vizsgélt invaziv gyomdvénye az E. annuus, amely észak-kelet
Amerikaban 6shonos, flives rétek, a préri jellegzetes novénye. Az els6 feljegyzés rola Nyugat-
Europaban 1635-bol vald, egy botanikus kertben, mint disznovény. Mara Eurdpa 150
legveszélyesebb invaziv novényei kozott van szamon tartva. Ebben az idegen kornyezetben a
ruderalis helyeken, utszéleken, legeldkon taldlkozhatunk vele (Edwards et. al., 2006; Pacanoski,
2017). Gyors terjedésének egyik sikere abban 4ll, hogy jellemzd rd a 2n makrogametofiton igy egy
novény genetikailag azonos klon magokat hoz, akar 100000-et is (Noyes & Givens, 2013). Az
ivaros szaporodas ritka ennél a novénynél. Szaporodasabol kifolyolag a kiilonb6z6é populaciok
kozott csekély genetikai kiilonbség kellene legyen, amit nem minden vizsgalat erdsitett meg.
Edwards et al. (2006) az eurdpai és észak-amerikai klonok kozott sokszinii genetikai kiilonbséget
vélt felfedezni, Trtikova et al. (2011) a svajci populacidkat vizsgalva megallapitotta 83%-a
polimorf, (Tunaitiené et al., 2015) ezzek szemben a litvaniai populaciokban csak 50%-os

polimorfizmust talalt.



1.2.2. Conyza canadensis — Betyarkoro

A vizsgalatom masik fontos invaziv gyomfaja, az kanadai betyarkord, mely szintén Eszak-
Amerikaban 6shonos, de mar tobb, mint 350 éve jelen van Eurdpaban, de még mas kontinenseken
is jelezték eléfordulasat, tgy mint Afrika, Azsia. Akar 40 kultarnovényfajnak lehet a
gyomnodvénye, melyekben meghatarozo gazdasagi karokat képes okozni. Amerikaban a forgatas
nélkil termesztett (no-till) szojaban a veszteségek akar 83%-osak is lehettek, Németorszagban a
cukorrépaban 64%-0s, mig Olaszorszagban a szOlosokben 28%-os karokat jegyeztek. A
novénykulturak mellett a masik fontos biotdop ahol megtalalhat6, a kevéssé bolygatott utszélek,
toltések, legelok. Szamara az optimalis teriiletek azok amelyeknek a talaja nincs bolygatva.

Az invaziv gyomok koziil talan ez a faj illeszkedett be a legsikeresebben az eurdpai flordba.
Fontossdga nemcsak az 4altala okozott direkt veszteségekben rejlik, hanem az indirekt
veszteségekben is, mivel szamos kartevo és korokozd gazdandvényévé valt (Bajwa et al., 2016;
Shah et al., 2014; Weaver, 2001). Gazdandvénye a Lygus lineolaris-nak, Adelphocoris lineolatus-
nak, Bemesia tabaci-nak, melyek szamos termesztett ndvény kartevob. A virusok koziil jelezték a
betyarkoréon a Paradicsom bokros torpiilés virusat (Tomato bushy stunt virus, TBSV), a
Paradicsom bronzfoltossag virusat (Tomato spotted wilt virus, TSWV) ¢és az Uborkamozaik

virusat (Cucumber mosaic virus, CMV) (Bajwa et al., 2016).

1.3 Gyomnovények, mint virus rezervoarok

Egy gyomndvény csak dnmagaban, mint gyom is képes komoly gazdasagi karokat okozni,
de ha vessziik azon problematikdjukat, hogy ezek a gyomndvények, melyek olykor teljesen fauna
idegenek, gazdanovényei lehetnek kiilonb6z6 patogéneknek, vagy akar rezervoarjai is ezeknek,
koztesgazdai vagy nyari tapnovényei lehetnek ezek mellett szamos vektornak - a gyomndvények
jelentdsége hatvanyozodik. Ha ebbdl a perspektivabol szemléljiikk a gyomok ndvényvédelmi,
gazdasagi vagy akar 0kologiai jelentdségét akkor sokkal hangsulyosabbnak kell érezziik, mint
ahogy valdjaban csak megkozelitjiik a gyomokat. Tobb novénypatogén a gyomokat alternativ
gazdandvénynek hasznalja, amikor a megfelel6 gazdandvény nincs jelen. Ilyen esetekben mintegy

természetes rezervoarként kozelithetjiilk meg a gyomndvényeket (Wisler & Norris, 2005).
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A gyomnovények rezervoar jellege leginkabb a ndvényi virusokban mutatkozik meg.
Mivel a gyomndvények is tdpndvényei szamos rovar vektornak, ezért ezt a jelleget egy komplex
gyom-vektor-kultirnovény rendszerben kell vizsgélni. A levéltetvek életciklusat figyelembe véve,
ezek a fasszara novényekrdl a nyar folyaman atvandorolnak kiillonbozo lagyszari névényekre.
Ezek a novények, sok levéltetli esetén kiilonbozd fajokat, esetleg kiilonbozdé ndvénycsaladokat
jelenthetnek, amelyekbe gyomnovények és kultirndvények egyardnt tartozhatnak. Ez a
tulajdonsaguk elésegiti a virusok konnyt terjedését egyik ndvényrdl a masikra, egyik novényfajrol
egy masik novényfajra (Alexander et. al., 2014).

Mar az 1950-es évektdl kezdve megfigyelték, hogy a virussal fert6zott ndvényeken sokkal
nagyobb populaciokat alakitottak ki a vektorok, ezek szaporodasdinamikéja szignifikansan
gyorsabbnak bizonyult, mint az egészséges novényeken ¢€l6 tarsaiké. Ezen novény-virus-vektor
specialis kolcsonhatasok, mind a gazdandvények, vektorok és virusok kiemelt fontossagat
mutatjak (Colvin et al., 2006).

A kiilonbozo levéltetli fajok meghatarozott tapndvény preferenciaval rendelkeznek, ezek
hianyaban valaszthatnak mas, kevésbé kedvezd tapndvényeket. Malmstrom és tarsai 2005-ben
vizsgaltak a Rhopalosiphum padi tépnovény preferencigjat Kaliforniaban. Kutatési
eredményeikbdl kideriilt, hogy ezek a levéltetvek, melyek szdmos virusnak vektorai lehetnek,
sokkal nagyobb aranyban voltak jelen az dshonos pazsitfiiféléken, az Elymus glaucan, Elymus
multisetuso és a Nassella pulchran amikor az invaziv vadzab Avena fatua is jelen volt veliik egyitt.
Ezt az eredményt csak az tet6zi, hogy az A. fatua természetes rezervoarja szamos pazsitfiiféléket
fert6zo virusnak, elsdsorban az arpa sarga torpiilés virusanak (Barley and Cereals yellow dwarf
virus/ B/ICYDV). Eredményeikbdl kitlinik, hogy azokban a parcellakban (plot) ahol a vadzab és
az Oshonos pazsitfiifélék egylitt voltak jelen, ott szignifikdnsan nagyobb mértékben voltak jelen
BYDV-PAV, BYDV-MAYV, BYDV-SGYV virusok, kisebb mértékben detektaltak a CYDV-RPV
¢s BYDV-RMYV virusokat is.

Osszességében elmondhaté, a kisérlet eredményeként, hogy az invaziv fajok jelenléte
negativan befolydsolta az 6shonos pazsitfiifélék eléfordulasat Kalifornidban, a virusatvitel csak
egyoldalu volt az Avena fatuardl az Elymus glaucus felé (Malmstrom et. al., 2005).

Egy szintén a vadzabhoz hasonlé gyomfaj keriilt be Eszak-Amerikaba az 1950-es években
¢s terjed el mar az USA tobb allamanak prérijén. Ez az invaziv gyom a Ventenata dubia. Kutatok

azt vizsgaltdk Idiaho és Washington allamokban, hogy ebben a ndvényben megtaldlhaté-e a



pazsitfiivekre veszélyes Barley yellow dwarf virus, (BYDV) vagy a Cerea lyellow dwarf virus
(CYDV). Két éven keresztiil mintavételeztek a kijeldlt prériken és eredményiil azt kaptak, hogy
azokon a teriileteken, ahol ott volt a V. dubia, ott nagyobb részt meg a B/CYDV is ott volt.
(nyolcbol hét helyen). A fertézésének a mértéke 11% és 87% kozott valtozott teriilettdl fiiggden.
A virus tobb valtozata koziil a BYDV- PAV-ot, a Rhopalosiphum padi altal terjeszthetd és a
BYDV-SGV-t, a Schizaphis graminum altal terjeszthetd valtozatokat mutattdk ki. Vektorokat
azonban a teriileti mintavételezéskor nem talaltak (Ingwell & Bosque-Pérez, 2015).

Ugyanebben a tanulanyban laboratériumi koriilmények kozott vizsgaltak ezen gyom-virus
kapcsolatat és levéltetii vektoraval valo kolcsonhatasat. A kisérlet eredményeként elmondhato,
hogy a R. padi levéltetli megfertdzi a V. dubia-t, de a fertézés kovetkeztében nem fog azokon
elszinez6dés megjelenni, azonban a névény magassaga, levélszama, kalasza mérete csokken.
Ugyanebben a kisérletben kimutattak, hogy a virus terjesztése az arpa irdnyaban nagyobb
szdzalékban volt jelen akkor, ha a fertdzési forras a fertézott V. dubia volt és nem a fertdzott arpa.
Ezekbdl az eredményekbdl kiindulva kijelentették, hogy a V. dubia virus rezervoarjaa BYDV tobb
valtozatanak, és mivel fennmarad életképesen ezen a gyomon a virus vektora, potencialis fert6zési

forrasa lehet mind a buza mind az arpa kulturdknak (Ingwell & Bosque-Pérez, 2015).

1.4 Levéltetvek

A gyomnovények nem csak magas kompeticids képességiik miatt veszélyesek a
kultarndvényeinkre nézve, hanem azért is, mert szamos korokozd koztes gazdai. A koérokozo
benniik telel at vagy szaporodik. A gyom- és kultirndvény kozti kapcsolatot, és ezaltal a
korokozok terjedését, kiilonbozo rovarok (Wang, 2015), azon beliil is a levéltetvek is biztositjak,
amelyek ideiglenes taplalékforrasként hasznaljak a gyomokat. A vandorlds oka a megvaltozott
novényi tdpanyag-Osszetétel, ugyanis a magas oldhatd N-tartalmt ndvényeket szeretik, amelyet
csak a fiatal novényi részek biztositjak (Blackman & Eastop, 2007).

A novények, virusok és vektorok kozti kapcsolat 2 millio évre vezethetd vissza, és
evolucios alapja van. Hosszl tavon csak azok a virusok maradhatnak fent, amelyek képesek a
terjeszkedésre vagy attelelésre. A ndvénypatogén virusok vektorszdma meghaladja a 400-at is. A
vektorok 94%-a az izeltlabuak osztilydba, és ennek a 76%-a az egyenldszarnytiak rendjébe

tartozik. Az ismert novénypatogén virusok 58%-at az ebbe a rendbe tartozo fajok terjesztik. A nem



cirkulativ mdédon terjedd virusok 90%-at a levéltetvek terjesztik. Ide tartoznak a potyvirusok,
carlavirusok, cucumovirusok, alfamovirusok, fabavirusok, closterovirusok €és a sequivirusok
(Eigenbrode et. al., 2018).

A levéltetvek (Fam. Aphididae) csaladja a Hemiptera rendhez tartoz6 (Blackman &
Eastop, 2007; van Emden & Harrington, 2007) viszonylag kevés (kb. 4000-4700) fajt magaba
foglalé rovarcsoport. Morfologidjukat és szaporodasukat tekintve eltérnek a rovarvilagban
megszokottaktol. A kifejlett, szaporodasra képes egyedek kozott két format kiilonithetiink el, egy
szarnyatlan €s egy szarnyas valtozatot. A szarnyatlan egyedek teste vékonyan kitinizalt, puha, a
testtdjak csak nehezen kiilonithetdk el. Sziniik a vilagoszoldtdl a pirosas-barnan 4t a feketéig
valtozhat. Tobb faj esetében is megfigyelhetd, a viaszmirigyekbdl termelédd viaszpor, ami
hamvassagot kolcsonoz a fajoknak.

A szarnyatlan egyedek szarnyas fajtestvérei nemcsak a szarnyak meglétében kiilonboznek,
hanem esetilikben a testtajak is jobban tagolodnak €s sziniik is valtozik. A tor sdtétebb jellegzetes
rajzolatokkal (Dedryver et. al., 2010; Szalay-Marzso, 1969). Szaporodasukat tekintve is eltérnek
a tobbi rovartdl. A levéltetvek tojasai altalaban fasszara novények riigyei, kéregrepedéseiben
vannak elhelyezve. A tavasszal ebbdl kikeld szarnyatlan Gsanya parthenogenézissel 1étrehoz
ugyancsak szarnyatlan utodokat. Néhany generéacion at ezek az egyedek a fas szari ndvényeken
fejléddnek, csak a nyar kezdetén jelennek meg a szarnyas alakok, melyek tobbnyire 1agyszara
novényekre vandorolnak és ott folytatjak életciklusukat. Az ivaros alakok csak 6sszel alakulnak
ki, amikor visszarepiilnek a f6 tapndvényre, parosodnak és lerakjak a tojasokat (Blackman &
Eastop, 2007; Szalay-Marzso6, 1969). Taplalkozasukra a kettds csatornaju szipoka szolgal, mellyel
a sejt kozotti jaratokbdl, vagy egyenesen a szallitonyaldbokbol veszik fel a novényi nedveket. A
kevésbé specializalddott fajok csoportjat a szallitdedényekbdl taplalkozo fajok alkotjak, az ilyen
szivogatasok hatdsara a ndvényen torzulds vagy nekrotizalodas is észlelhetd, mig azok a fajok,
amelyek a szipoka ozmotikus hatasat hasznaljadk a tapanyagok felvételéhez, azok mar nagyfoku
specializalodast mutatnak. Az ilyen taplalkozéas hatasara torzuldsok, elszinezddések vagy akar
gubacsképzddések is megjelenhetnek a leveleken.

Taplalkozasuk jellege miatt a levéltetvek sokkal tobb novénynedvet felszivnak, mint
amennyit meg tudnak emészteni. Mivel ezek a nedvek elsésorban cukrokat tartalmaznak és csak

kis mennyiségli fehérjét, ezért a meg nem emésztett taplalékot, elsésorban cukorokat tigynevezett
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mézharmat formajaban kiengedik, ami szdmos eldlénynek (hangydk, gombak) kivald
tapanyagforrast jelent (Blackman & Eastop, 2007; Szalay-Marzso, 1969)

Kartételiiket tekintve két valtozatot kiilonithetiink el , egyik a szivogatasukbol adodott
fizikai deformacio, klorozis (Dedryver et al., 2010), a masik ami kozvetett kartétel, hogy a
levéltetvek szamos ndvényi virus vektorai lehetnek (Eigenbrode et al., 2018).

Koriilbeliil 2000 olyan virusfajt tartanak szdmon, ami a névényeket fertdzi. Nem csak az
ember altal termesztésbe vont fajok tartoznak ide, hanem a flora legtobb fajanak létezik virusos
betegsége (Hull, 2002). A virusok azért, hogy egyik novényrdl képesek legyen atjutni egy masik
novényre, a terjedésiiknek egy specidlis modjat fejlesztették ki. Nagyon szoros és specialis
kapcsolatokat hoztak 1étre gombakkal, fonalférgekkel és rovarokkal, elsésorban olyan rovarokkal,
melyeknek a szdjszerv tipusuk szard-szivo. Ezeket az él6lényeket hasznaljak terjesztdiknek azaz
vektoraiknak. A virus-vektor kapcsolat régdta vizsgalt és igen specifikus, de ennek a
specifikussagnak a genetikai és fehérje szintii hatterére csak a mai szekvenalési, bio-informatikai
modszerekkel deriil fény. Ez a specifikus kapcsolat tobbféle lehet, vannak olyan virusfajok, pl
CMYV (Cucumber mosaic virus) vagy a potyvirusok csaladjaba tartozé egyes fajok, amelyek tobb
levéltetii fajjal is terjedhetnek nem perzisztens modon, de léteznek ennél sokkal szorosabb
specialddasok is, mint példaul a rhabdovirusok melyeknek csak egy bizonyos levéltetii faj lehet a
vektora. (Hull, 2002; Whitfield 2015)

A virusterjesztést abban a kontextusban, hogy mennyi id6t kell eltdltson egy hemiptera
(szivogasson) egy fert6zott névényen, hogy at tudja vinni a virust, €s, hogy mennyi idon keresztiil
tartja meg a fert6zOképességét harom csoportba soroljuk ezeket a virus-vektor kélcsonhatasokat:
a) nem perzisztens (styletborne), b) perzisztens, ¢) szemiperzisztens. (Blanc, Drucker, & Uzest,
2014)

A virus-vektor kapcsolat specifikus, szoros kolcsonhatést igényel mindkét szervezettol.
A legegyszeriibb kapcsolat, illetve terjesztési mod a burok nélkiili virusokhoz kothetd, ezekben az
esetekben a virus kopenyfehérjéjének bizonyos szegmenseivel kapcsolodik a vektorok
szajszervéhez (Blanc et al., 2014).

Mas nem-perzisztens virusok esetében sziikség van segédfehérjékre (helper protein),
melyeket a virus szintetizal és segitségiikkel tudnak kapcsolodni a vektor szajszervéhez. Szamos
kisérletben (Blanc et al., 2014; Hogenhout et al., 2008; Whitfield et al., 2015) vizsgaltak a kdposzta

mozaik virusat (Cauliflowe rmosaic virus- CaMV), mely terjedésében harom fehérje jatszik
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szerepet. Ezek a P2, P3 és P4 fehérjék. A P2-es fehérje szerepe a leginkabb vizsgalt mely
eszencidlis elem a virus a levéltetvek szdjszervéhez valé megtapadasaban. Azonban
szintetizalodasahoz sziikséges a levéltetli szivogatasa, vagyis csak akkor termelddik a P2-es
fehérje, mikor a potencialis vektor szivogatni kezdi a fert6zott novényt (Whitfield et al., 2015).
A mezdgazdasagban a levéltetli fajoknak csak kevés hanyada, 10% az ami kartevoként
felléphet, a fajok nagyrésze nem jelenik meg az ember 4ltal termesztett ndvényeken. (van Emden
& Harrington, 2007) 14 fajt emlit, mint azon fajok, melyek a leggyakrabban jelennek meg és
okoznak gazdasagi karokat kultirnévényeken, ezzel szemben (Blackman & Eastop, 2007) 35
polifag fajt sorol fel, melyekkel potencidlisan a legtobbszor taldlkozunk lagyszaru illetve fasszart

termesztett novényeken.

1.4.1 Brachycaudus helicrysi- Sarga szilva-levélteti

Polifag levéltetli faj, melynek f6 gazdandvényei a Prunus fajok, ezekre rakjak a tojasokat
¢s ezen kelnek ki az Osanydk. Késé tavasszal, nydron a szdrnyas migralé egyedeinek
gazdandvénykore igen széles, 300-350 novényfajt latogathatnak (Blackman & Eastop, 2007,
Szalay-Marzs6, 1969). Ezek a fajok elsésorban az Asteraceae és a Boraginaceae csaladokba
tartozd gazdasagilag fontos kultirndvények, de a kevésbé jelentdés gyomndvényeket is magukba
foglaljak. Fasszara novények koziil elsdsorban a szilva féléken karosit, okoz sulyos torzuldsokat,
de igen komoly problémaékat okoz még napraforgon és kiilonb6zd krizantém fajokon (JPiffaretti
et al., 2013). Gyomndvények koziil nagyobb telepeket képes alkotni a cickafarkon (Achillea),
bogéancson (Carduus), aszaton (Cirsium), napviragon (Helianthus), veronikan (Veronica), aszteren
(Aster), csodaszemen (Cineraria) ( Szalay-Marzs6, 1969).

Kiilalakjat tekintve, 1,3-1,9 mm testhosszal rendelkeznek (Fericean et. al., 2016), sziniik
sargas, sargasbarna enyhén hamvas, viaszporral boritottak (Szalay-Marzso, 1969), csapjuk a
testhossz fele, a farkacska és a potrohcsovek rovidek 0,14-0,28 mm (Blackman & Eastop, 2007).
A szarnyas nOstények feje, tora fekete, az olajz6ld potroh kozepén fekete csillogo folt 1athato,
melynek szélén még 3-3 fekete oldalfolt is megjelenik. A potrohcsovek feketék (Blackman &
Eastop, 2007; Szalay-Marzso, 1969).
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2012-es genetikai vizsgéalatok bebizonyitottdk, hogy ennek a fajnak az egyedei két
ugynevezett testvérfajhoz tartoznak, melyeket Brachycaudus helicrysi H1 és B. helicrysi H2-nek
neveztek (Piffaretti et al., 2012). Ez a fajon beliili elkiilonitést 4 DNS szakasz alapjan végezték. A
két vonalnak feltételezhetéen valtozhat a gazdandvénykore, a szaporoddsdinamikéja, a
peszticidekre valo érzékenységiikben is eltérés lehet sot a virusterjesztési tulajdonsaguk is eltérhet
( Piffaretti et al., 2013).

Taplalkozasuk nyoman kialakult sulyos levéltorzuldsok mellett a masik nagy kartételiik
az, hogy szamos virus vektorai lehetnek. Elsddleges vektora a csonthéjasokat fert6zé Plum pox
virus (PPV) virusnak, melyek hatdsdra a fertdzott fak leromlanak, termésiik mindsége romlik
(Piffaretti et al., 2012). A fasszara ndvények mellett a lagyszaruak koziil elsésorban a burgonyéanak
a virusait hordozhatja, tgymint a Burgonya Y virusat (Potato virus X, PVX). Atvivé képessége
elmarad ugyan a Myzus persicae-t6l, de a maga 0,21-es indexével a fontos vektora ennek a

virusnak ( Steinge et.al. 2015; VucetiC, Jovi¢i¢, & Petrovié-Obradovié, 2013).

1.4.2 Aulacorthum solani — Z.61d foltos burgonya levéltetii

Szintén egy polifag faj, tdpnovényei lehetnek ugy egyszikli, mint kétszikli novényfajok
(Blackman and Eastop 2007). Eurdpaban Oshonos faj, mara azonban minden kontinensen
megtalalhato, szabadf6ldi kulturakban, valamint novényhdzakban is karosit. Tapnovényei kozott
olyan gazdasédgilag fontos fajok jelennek meg, mint a paprika (szabadfoldi és ndvényhazi),
burgonya, salata. Azsiai teriileteken leirtik, mint a szoja kartevéje (Jandricic et.al. 2010; Matsuhira
et al., 2015). Termesztd berendezésben komoly veszteséget képes okozni a paprikan, szamocan €s
sok disznévényen (Blackman & Eastop, 2007).

Taplalkozéasuk hatasara, a nyalukban talalhaté anyagok miatt silyos deformalodasokat és
klorézisos tiineteket indukdlnak a tdpndvényen, egészen addig mig annak a levelei lehullanak.
Ilyen formaban a ndvényhdzi paprika egyik legveszélyesebb kartevojévé valt. Az 4. solani
esetében még az is problémaként 1épett fel, hogy a ndvényhazi termesztésben sikeresen hasznalt
biologiai ndvényvédelmi eljardsok nem jartak sikerrel. Sajnos a levéltetvek ellen hatékony
készitmények igen karosak az integralt novényvédelemben hasznalt hasznos szervezetekre, mig
azok a készitmények melyek kiméletesek ezekkel, azoknak a hatasa elenyészé az A. solanival

szemben (Sanchez et.al. 2007).
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A parazitoidokkal végezett ndvényvédelem sarkalatos pontja a mindenkori hémérséklet
alakulasa a termesztd 1étesitményben, mivel ez meghatarozza a hasznos szervezetek fejlédését és
a célszervezetek elleni hatdsukat. Kozel 20%-os hatascsokkenést jegyezetek Praonvolucre
esetében, mikor a termeszté berendezés hdmérséklete 18 °C-r6l 26 °C-ra emelkedett (Silva, et.al.,
2015). Azokban az estekben mikor mar a természetes ellenségek nem tudjak kelléen szabalyozni
elkeriilhetetlen elleniik kémiai ndvényvédd szert hasznalni. gy a megfelel$ pillanatban kijuttatott
novényvédoszer segit novelni a védekezés hatasfokat és kiméletesebben banik a természetes

Védekezési eljarasként, a mesterséges kémiai készitményeket le lehetne valtani

természetes olajakra. Egyik ilyen lehet6ség lehetne a kender olaj, mely sok valtozatat tartalmazza
a terpéneknek, igy potencialisan toxikusan hat a célszervezetekre. Kisérletben bizonyitottak, hogy
0,1%-o0s kender olaj mar 48 6raval a kijuttatisa utan elpusztitotta az 4. solani egyedek 100%-4t,
de mar 24 6ra utan is 98,2%-o0s volt a hatasa (Gorski et. al., 2016).
Szivogatasuk madsik stlyos velejardja az, hogy szadmos virus természetes vektora. Polifag
¢letmodjanak koszonhetden szdmos novényfajt karosithat, igy legalabb 45 virust terjeszthet
(AphID, n.d.). Leggyakrabban a burgonya termesztésben okoz stlyos karokat, mivel a burgonya
Y virusanak (PYV) egyik leghatékonyabb vektora, nemcsak Europdban hanem a Fold, elsésorban
mérsékelt égovil klimajan (Berim & Saulich, 2018; Kakareka et.al. 2016; Kim & Kwon, 2019;
Were et. al. 2015). Kim és Kwon (2019) 40 évnyi levéltetii populacié vizsgalat utan észlelték,
hogy az A. solani egyedek szama évtizedrdl- évtizedre valtozott, de dacara a nagy homérséklet
emelkedésnek, ennek a fajnak a populacidja drasztikusan nem ugrott meg, mint ahogy akér a
Myzus persicae-€.

Terjesztésének sikeressége elmarad a M. pesicaetol. A Tarlorépa mozaik virus (TuYV)
esetében is, de igy is komoly kérokat képes okozni elsdsorban az 6szi kaposztarepcében, ahol 30-
85%-0s termésveszteséget is okozhatnak (Schliephake et. al., 2000; Steven et. al.2008).

Damsteegt and Hewings (1986) vizsgaltak az A. solani tobb torzsét és a Szoja torpiilés
virusanak (SDV) terjesztésének sikerességét. Ezt virust perzisztens modon terjeszti a kiilonb6zo
nyari tapnovényei kozott. Megfigyeléseik bizonyitottdk, hogy mind a harom vizsgalt populacio
(Amerikai, Uj-Zélandi és a Japan) kivaloan terjeszti a virust, de a Japan torzs az enyhén

sikeresebbnek mondhato. Damsteegt et. al. (1990) néhany évvel késébb 6 populacié egyedeit
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hasonlitotta dssze ¢€s irta le a kiilonbdz6 morfoldgiai eltéréseket, de ugyanakkor megfigyelte, hogy
ezen populdciok mind sikeresebben terjesztették a virus SDV-D (torpitd) torzsét, mint a SDV-Y

(sargulasos) torzsét.

1.4.3. Macrosiphum euphorbiae — Burgonya levéltetii

Kiilalakjukat tekintve a viszonylag nagy levéltetli fajokhoz sorolhatok. Egyes szarnyatlan
egyedek elérhetik a 4 mm-t is. Sziniik alapvetéen zo6ld, de vords egyedek is megjelenhetnek .
Csapjuk, labuk hossza a végiik fele feketék, jellegzetesen a szemiik piros, ez a zold szinii
valtozatoknal latvanyosabb. Kozmopolita faj, a vildg minden t4jan megtalalhato. Telelni a Rosacea
csaladba tartozo fajokon telel, innen migral at tavasszal a nyari tapndvényeire. Polifag fajrol van
sz0, szamos nyari tapndvénye ismeret. A gazdasagilag fontos tdpndvényei a burgonya, salata és a
répa félék, ezek mellett novényhazi névényeken €s gyomokon mindenhol megtalélhat6 (Blackman
& Eastop, 2007; CABI, 2018). Szivogatasuk hatdsara a megtamadott novények fejlédésében zavar
1ép fel, fejlodésiik lassul €s ezen problémak mellett még akar 70 ndvényi virusnak is lehetnek
vektorai (Samaha, 2017).

Samaha 2017-ben vizsgélta a burgonya Solanum tuberosum névény és M. euphorbiae
novényen szivogatdé M. euphorgiae levéltevek Osszetett nyala a ndvények szallitd edényei
sejtfalainak a megvastagodasat indukaltak, mely az elsé védekezési 1épés volt. Polifenolok, azaz
lignin és szuberin rakodott le a sejtfalakra 72 oOraval a fert6zés utan. Tovabbi szivogatas a
hiperszenzitiv reakcié kivaltdsdt eredményezte, amelynek hatdsara nagy koncentracioban
képzodtek reaktiv oxigéngyokok, amelyek az érintett sejteket elpusztitottak. Ennek a
programozott sejthaladlnak kdvetkeztében a levélteti populacié néhany nap alatt lecsokkent. Ezek
az eredmények csak a S. tuberosum és M. euphorbiae k6z6tt voltak leirva. Mas tesztndvényeken,
paradicsomon vagy ludfiivon nem észlelték hasonld  eredményeket. Ennek a szoros
kolcsonhatasnak az ismeretében a burgonyanemesitésben igen komoly szerepe lehet.

Azonban, ha attorik a burgonya novénynek ezt a védekezési mechanizmusat, akkor egyik
legjelentdsebb virusterjesztdvé valhatnak. Mar 2 éranyi virusos ndvényen eltdltott idé utdn 90% a

tesztallatoknak felvette a burgonya levélsodro virust ( Potato leagroll virus, PLRV). Terjesztésének
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a hatasfoka ugyan elmarad a z6ld dszibarack levéltet(iétdl, ami kisérleti eredmények szerint 90%-
os , de a maga 80%-os terjesztési sikerességével igen komoly burgonya kartevo lehet, elsdsorban
a vetdgumo termesztés esetén (Wafa et. al., 2018).

Angliai M. euphorbiae csapddzasok vizsgalata utdn, mikroszatelit markerezéssel 7
kiilonb6z6é genotipust kiilonitettek el. Ezeket tovabb vizsgdlva 5-ben a borsod levéltetiiben
(Acyrtosiphonpisum) mar kimutatott endoszimbionta baktériumokat Hamiltonella defensa-t,
Regiella insectigola-t is kimutattak. Azok a genotipusok, melyek tartalmaztak ezeket
endoszimbionta baktérium torzseket ellenallosdgot mutattak a szintén polifag, a levéltetveket
parazitald Aphidius ervi flirkészdarazs ellen. Bizonyitottak, hogy azok a genotipusok melyek
tartalmaztak a H. defensa baktériumot, azok gyorsabban fejlddtek, nagyobb volt a tulélési aranyuk
¢s nagyobb mennyiségben tudtak szaporodni, mint a szimbiontat nem tartalmazo6 vonalak. Ezek az
eredmények felvetnek egy paradoxon képet azt, hogy a természetes ellenségét hasznalva a M.
euphoriae ellen, felszaporitunk, egy olyan torzset, mely végiil rezisztens lesz a természetes
ellenségeivel szemben (Clarke et. al., 2017). Késobbi vizsgalataik arra is ravilagitottak, hogy a
parazita-rezisztens genotipusok alkalmazkodasa a rovarold szerekhez az sikeresebbnek bizonyult,
azaz enyhe inszekticid rezisztencia volt észlelhetd ezekben az egyedekben (Clarke et. al.,
2018).Megfigyelésekbdl kideriilt, hogy a parazitoid rezisztens genotipusok, gyengébben viselték
a viszontagsagosabb helyzeteket, elsésorban a nem megfeleld klimatikus viszonyokat, (alacsony
hémérséklet) vagy akar a kevesebb zoldtomeget ndveld fajokon a életképességiik elmaradt az
érzékeny genotipusokéhoz képest. Valosziniileg evolucionalisan a rezisztencia miatt befektetett
plusz energia abban csapddik le, hogy ezeket a koriilményeket nehezebben viselik (Clarke et al.,
2018; Karley et. al., 2017).

A M. euphorbiae nyalanak a 0Osszetételét vizsgalva, néhany specialis virusokra utald
fehérjét azonositottak. Macrosiphum euphorbiae virus 1-ként (MeV-1) azonositottak be ezt, az
erre a fajra jellemzd virust. A larvakat és imagokat vizsgalva, azt lattak, hogy fejlettségtol
fiiggetlentil minden stddiumban jelen van ez a virus, akdr egy populéciobol random kivalasztott
egyedeket vizsgalva is. A virus nincs beépiilve a levéltetli genomjaba és képes azok testében
replikalodni. Eszak-amerikai és eurdpai populaciokat vizsgalva kijelenthet, hogy csak az eurdpai
egyedekben volt jelen. Mivel patoldgiai hatasa a levéltetiire nézve nem ismert azt gyanitjak, hogy
egy latens ndvényi virusrdl van sz, mely beépiilt ezen faj hemolimfijaba (Teixeira et al., 2016).

Tovabbi hasonl6 vizsgalatokat végezve, kimutattak a Macrosiphumeuphorbiaevirus 2-6t, az USA-
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bol szdrmazo populéciokbol és a Macrosiphumeuphorbiaevirus 3-at Németorszagbol szarmazo
populaciobol. Annak ellenére, hogy hasonldé mddon izoléltak levéltevekbdl virusokat, DpIDNV a
Dysaphis plantaginaebol mely azok keletkez0 szarnyas egyedeinek a szamat csokkentette, vagy a
MpDNV-t Myzus persicaeb6l, mely azok abnormalis fejlodését eredményezte, addig a M.

euphorbiae virusos egyedei nem mutattak semmilyen patoldgiai elvaltozast (Teixeira et al., 2018).
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2. CELKITUZESEK

Munkank céljai kdzott szerepelt, hogy megvizsgaljuk és 6sszehasonlitsuk az harom invaziv
(intenziv, extenziv) teriiletek kozott. Vizsgalatokat végeztiink intenziv mezdgazdasagi teriileteken,
ahol az intenziv talajmiivelés mellett miitragyakat és kémiai névényvédo szereket hasznaltak (HIF-
high-imput-fields), valamint olyan extenziv mezdgazdasagi teriileteken, ahol ezeknek a hidnya
volt a jellemzd (LIF-low-imput-fields).

Megvizsgaltuk, hogy a domindns invaziv gyomfajokon, melyek a leggyakrabban
eléforduld helyi, 6shonos levéltetii fajok, azok milyen ardnyban vannak jelen a kornyezd,
leggyakrabban termesztett mezO0gazdasagi kultarakban (kukorica, burgonya €s lucerna).

A levéltetvek altali gazdandvény preferencia vizsgalatokra stresszfehérje elemzésst
végeztiink, tovabba célunk volt azonositani az invaziv gyomokban leggyakrabban eléfordulo
ndvényi virusokat.

Osszeségében az invaziv gyomok szerepét, mint virusrezervoarok, és potencialis
veszalyforrasok vizsgaltuk a mezOgazdasagi kulturdkra, azt feltételezve, hogy a helyi levéltetii
populaciok konnyen adaptalodva az invaziv gyomokra, komoly virusvektorokkd vélnak, a

virusvektor potencialjuk ugyanakkor nagyban fligghet a kornyezettdl és a kezelések tipusatol.
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3.ANYAG ES MODSZERTAN

3.1 Teriiletek bemutatasa - Invaziv gyomok felmérése

Terepi gyomfelvételezésiinket és a levéltetvek gyljtését 2015 és 2016 vegetacios

“yey

miivelt (HIF), mint a kevésbé intenziv (LIF) teriileteken (1 abra).

E. annuss under LIF

a. LIF

b. HIF

1.Abra. A LIF (a) és HIF (b) teriiletek

Az Erdély kozponti részén elhelyezkedd Szasz régio szolgalt a kevésbé intenziven muvelt

teriileteknek. Ez a kb. 7440 km? teriilet fizikai adottsdgaibél adédéan nem valhat egy intenziv
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mezdgazdasagi zonava, mivel sziik volgyek és meredek domboldalak alapvetden a kisparcellds
(0,3-0,5ha) miivelést engedik, sok esetben ezen teriiltek miivelését is felhagyjak, teret engedve az
invaziv fajok terjedésének (Zimmermann et. al., 2015). Ennek a teriiletnek a tengerszint feletti
magasaga 230-800 m kozott valtozik és alapvetéen az erdds-, legelds részek és szantofoldek
nagyjabol azonos ardnyban alkotjdk ezt a vidéket (28%-24%-37%). Ennek koszonhetden nagy
fajgazdagsag és nagy biodiverzitds jellemzd erre a vidékre( Akeroyd & Page, 2011). A
kultarnévények koziil a legmeghatarozobb fajok a kukorica, lucerna, burgonya.

A masik kisérleti teriiletiinkként az Erdély keleti részén, a Csiki-medencében talalhato,
intenzivebben miivelt teriiletek szolgéaltak. Ezekre a tdjakra a nagyobb parcelldk és az intenziv
termesztés miatt a nagyaranyu miitragya- €s peszticid hasznalat volt jellemz6 (1. Tablazat). Ezen

a teriileten a f6 gazdasagi novénykultarak a burgonya, lucerna, kukorica, buza és cukorrépa.

1. Tablazat. Az intenziv mezdgazdasagi teriileten (HIF) hasznalt miitragyak és peszticidek

Kulturnovény Kezelés
Burgonya Miitragya N, P, K (15,15,15) 1,2 t/ha
Gyomirtd Sencore (metribuzin 70%)

Titus 25 DF (rimsulfuron)

Rovar6lé Calypso (tiacloprid)

Gombadld Banjo (fluazinam)
Ridomil Gold (mefenoxam, mankoceb)
Infinito (flupikolid, propamokarb klérhidrat)
Consento (propamokarbklorhidrat, fenamidon)

AcrobatMz (dimetomorf, mankozeb)

Lucerna Miitragya N, P, K (15,15,15) 0,16t/ha
Gyomirto Pallas (pirokszuldm)
Rovarolé Fastac (alfa-cipermetrin)
Gombadld AmistarXtra (azoxisztrobin)
Kukorica Miitragya N, P, K (15,15,15) -0,4t/ha
Gyomirto Adengo (isoxaflutol 225g/1-tiencabazon-metil 90g/I1-

ciprosulfamid (safener)150g/1)
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A gyomfelvételezéshez és a levéltetvek begylijtésére mindkét teriilet tipusnal lokalizaltunk
két-két mintateriiletet, melyek 10-15 km-re voltak egymastol .Ezeken végeztiik a vizsgélatokat
mindkét évben. Mindegyik teriileten lokalizaltunk két transzektet (10 m hossz -1 m széles)
melyek koriilbeliil 1 km-re helyezkedtek el egymastol és amelyek mellett megtalalhat6é volt mind
a harom f6 kulturndvény (kukorica, burgonya, lucerna). A pontos behatarolasért bemértiik a GPS
koordinat4jat minden transzektnek. Ezek utdn a transzekteket 10 db 1 m?- darabra osztottuk,
melyeket utana 10x10 cm kis parcellacskakra, és ezeken a kis teriileteken megvizsgaltuk a
gyomboritast (6shonos fajokat, illetve invaziv fajokat egyarant) (Andujar et. al., 2010). A
transzektek minden m?-r8l begytijtottiink 10 darab invaziv gyomot, melyeket miianyag tasakokba
csomagolva taroltuk a késobbi laboratoriumi elemzésig. A gylijtott gyomok aranya tiikrozte, az
adott m?-en eléforduld invaziv gyomok aranyat. (8 darab gyomot gytijtottiink abban az esetben, ha
az adott teriileten egy bizonyos gyom boritasa 80%-os volt, és 2 darabot, ha a masik gyom 20%-
ban volt jelen az adott teriileten). Megfigyeltiik, hogy mindig volt egy dominans invaziv gyomfaj,
amely akar 80%-os boritasban jelen volt, mig a maradék boritast 1 vagy 2 masik invaziv faj tette
ki.

Mivel a masik célunk az volt, hogy megvizsgéljuk ezeken a gyomnovényeken eléfordulo
novényrészeket 96%-os alkoholba eppendorf csdbe tettiik és a laboratorium fagyasztdjaban -20°C
-on taroltuk meghatarozasig. Ebben a formaban 100 névénymintat gylijtottiink egy transzektrol
egy mintavételi alkalomkor. Evente 4 mintavételi alkalmunk volt, ezen alkalmak kozott 14 nap telt
el és addig folytattuk mig talaltunk levéltetveket a novényeken.

A levéltetvek meghatirozasa, azok kiprepardlasa utan morfologiai vizsgalat utjan tortént. A
preparatum készitést a -20°C-on tarolt levéltetvek szdmolasaval kezdtiik, szétvalogattuk az
imagokat ¢s larvakat. Az imagokat ezutan 98%-o alkoholban 7-8 percen at vizflirdében foztiik.
Innen egy oraiivegbe helyeztiik és landzsatiivel a potroh als6 részén egy lyukat szartunk, hogy
azon keresztiil a bél allomany tdvozni tudjon, majd KOH oldatban Gjra foztiik 10-15 percig. Miutan
a bélszovet kelléen kimosddott a levéltetveket attettiik desztilalt vizbe, majd Gjra foztiik 10-15
percen keresztiil. Utolsé 1épésként a megfeleld egyedeket kanada-balzsamba helyeztiik,

felcimkéztiik (Blackman & Eastop, 2007; Szalay-Marzso, 1969).
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3.2. POD-enizm aktivitas mérése és o6sszehasonlitasa a gyomnovényekben

A ndvénymintakat évente a mintagyiijtésekkor szedtiik a transzektekbdl, mindenik minta
levéltetvek altal karositott fiatal hajtasrész volt, ezeket miianyag tasakban taroltuk -20°C-on az
enzim aktivitds mérésekig (n=10 ndvényminta/l1 m?, igy 100/transzekt).

A kivonashoz 400 mg fagyott ndvényt 1 ml S0mM-os, 7 pH foszfat puffer hozzaadéasaval
FastPrepInstrument (MP Biomedicals) centrifugaval homogenizaltuk. Ezutan 20 percen keresztiil
4 °C -on 6500 r.p.m.-en centrifugaltuk, majd a feliiliszot 6sszegytjtottiik. A fehérjekoncentraciot
¢s az enzim kivonast a Bradford modszerrel végeztiik (Bradford, 1976). A POD aktivitasat a
Németh ¢és tarsai altal kidolgozott modszerrel mértiik (Németh et.al., 2009). A reakcid mix 955
pl, 50mM-os, 5,5 pH foszfat puffert, 10ul 0,01 g/l-es 3,3-diaminobenzidin-t és 30ul enzim
kivonatot. A reakcid beinditasdhoz Sul 0,3%-is hidrogén-peroxidot adtunk. Az abszorbancia
novekedését 480 nm hullamhosszasagon kovettiik spektrofotométerrel 5 percig, 5 és 10 pmol min”

-mg fehérje”! POD-nal.

3.3. A levéltetvek kolonizacioja a gyomnovényekrdl a kultirnovényekre

A vizsgalathoz a levéltetiifajokat a Marosvasarhelyi Sapientia Erdélyi Tudomanyegyetem
teriiletén e célra kijelolt kisérleti parcellan iiltetett és felallitott gyomnovényekrdl, valamint
kultarnovényekrdl gytjtottiik 2017-ben.

Vizsgalatokhoz majus végén 17,5 cm atmérdju cserepekbe vetettiink kukoricat, lucernat
¢és burgonyat. Majd gondos apoléds mellet mikor mar intenziv névekedésben voltak (BBCH 32-
39) ugyanekkora cserepekbe invaziv gyomfajokat, seprencét és betyarkorot iiltettiink, 6sszesen
20-20 darabot mindenikbdl (2. abra).

Ezt kovetden egy parcellaba felallitottunk egy 5 oszlopbdl és 8 sorbdl allo kisérletet, ugy,
hogy egy oszlopba valtakozva 4 darab seprence ¢és 4 darab betyarkord keriilt, amelyek koré 25cm
tavolsadgra meghatarozott sorrendbe egy-egy lucernat, kukoricat, és burgonyat tartalmazé cserepet
tettiink. Minden ilyen négyes csoport alkotott egy ,,kisérleti csoportot”.

A levéltetveket ebbdl a felallitott kisérleti parcellabol gytijtottiik dssze.
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2.Abra. Kolonizacios kisérlet

2017 junius 12.-én gyljtottiikk az els6 mintdkat, random, nem egymas melletti kisérleti
csoportbol, ugy, hogy mind a két fajbdl szarmazé gyomnodvény altal meghatirozott kisérleti
csoportokbol 3 legyen. Majd az ezt kovetd minden hét elsd napjan, ha az iddjaras is kedvezo volt,

ugyan ugy, mint azelsé gytijtésnél, 2017 jalius 17-ig mintakat gytijtottiink (2. Tablazat).

2. Tablazat: A gyiijtott ndvények, pontos helyiik és a gytlijtés ideje

Gyiijtés Gyiijtési csoport pontos
ideje helye Gyomnovény Kultirnévények
Oszlop Sor
2017.06.12 1 seprence kukorica, lucerna, burgonya
2017.06.12 8 betyarkord kukorica, lucerna, burgonya
2017.06.12 5 seprence kukorica, lucerna, burgonya
2017.06.12 3 betyarkoro kukorica, lucerna, burgonya
2017.06.12 4 betyarkoro kukorica, lucerna, burgonya
2017.06.12 8 seprence kukorica, lucerna, burgonya
2017.06.19 4 betyarkord kukorica, lucerna, burgonya
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Gyiijtés Gyiijtési csoport pontos
ideje helye Gyomnovény Kultirnévények
Oszlop Sor
2017.06.19 2 seprence kukorica, lucerna, burgonya
2017.06.19 4 betyarkoro kukorica, lucerna, burgonya
2017.06.19 8 betyarkoro kukorica, lucerna, burgonya
2017.06.19 6 seprence kukorica, lucerna, burgonya
2017.06.19 1 seprence kukorica, lucerna, burgonya
2017.06.26 6 betyarkord kukorica, lucerna, burgonya
2017.06.26 4 seprence kukorica, lucerna, burgonya
2017.06.26 7 betyarkoro kukorica, lucerna, burgonya
2017.06.26 1 seprence kukorica, lucerna, burgonya
2017.06.26 8 seprence kukorica, lucerna, burgonya
2017.06.26 6 betyarkoro kukorica, lucerna, burgonya
2017.07.04 4 seprence kukorica, lucerna, burgonya
2017.07.04 3 betyarkord kukorica, lucerna, burgonya
2017.07.04 6 betyarkord kukorica, lucerna, burgonya
2017.07.04 4 seprence kukorica, lucerna, burgonya
2017.07.04 2 betyarkoro kukorica, lucerna, burgonya
2017.07.04 5 seprence kukorica, lucerna, burgonya
2017.07.10 2 betyarkoro kukorica, lucerna, burgonya
2017.07.10 5 seprence kukorica, lucerna, burgonya
2017.07.10 8 seprence kukorica, lucerna, burgonya
2017.07.10 3 seprence kukorica, lucerna, burgonya
2017.07.10 1 betyarkord kukorica, lucerna, burgonya
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Gyiijtés Gyiijtési csoport pontos
ideje helye Gyomnovény Kultirnévények
Oszlop Sor
2017.07.10 | 4 7 betyarkoro kukorica, lucerna, burgonya
2017.07.17 | 1 3 seprence kukorica, lucerna, burgonya
2017.07.17 | 2 1 betyarkoro kukorica, lucerna, burgonya
2017.07.17 | 2 5 betyarkord kukorica, lucerna, burgonya
2017.07.17 | 3 7 seprence kukorica, lucerna, burgonya
2017.07.17 | 4 7 betyarkord kukorica, lucerna, burgonya
2017.07.17 |5 3 seprence kukorica, lucerna, burgonya

Mintagytijtés soran miianyagtasakot huztunk a kultirnovényekre, valamint a
gyomnovényekre és egy ollo segitségével a szaruk also részén elvagtuk a novényeket, igy biztosak
lehettiink benne, hogy a rajtuk 1évo levéltetvek nem hullnak le a gytijtés sordn. Minden tasakot
kiilon felcimkéztiink, amelyen szerepelnie kellett a gylijtés idejének, a névény nevének, valamint
pontoshelyzetének a parcellan.

A terepen végzett gylijtést kdvetden az egyetem kutatd laboratériumaban optikai
mikroszkdpot hasznalva a novényeken talalt levéltetveket kiilon elére elkészitett, és abszolut
alkohollal feltoltott Eppendorf tubusokba tettiik, tigy, hogy a kiilonb6zd novényfajokon talalt
tetvek ugyanabba az Eppendorf tubusba keriiljenek a megfelelé cimkével ellatva.

Ezeket a mintdkat az egyetem kutatd laboratériumaban 1évé fagyasztoban -20°C-on
taroltuk.

Miutan, az 0sszes novényfajunkon altalunk talalt 6sszes levéltetii Eppendorf tubusokba
keriilt, ugyancsak az egyetem kutatd laboratériumaba Zeiss Stemi 2000-C sztereomikroszkop

hasznalataval azonositottuk a begytijtott levéltetli fajokat.

25



3.4. Levéltetvek gyomokrol kultirndovényekre valo attelepiilésének vizsgalata genomialis
DNS elemzésel

3.4.1 . Genomialis DNS izolalas

A -20 °C-on tarolt levéltetveket izolasas céljabol steril csipesz segitségével Osszetortiik és
a NucleoSpin Tissue Genomialis DNS kivonod kit alkalmazasaval a gyartd altal eldirt modon

kivontuk bel6liikk a genomialis DNS-t.

3.4.2 Sejtlizis (Sejt feltarasa)

A kivalasztott levéltetvetveket steril 1,5 ml-es Effendorf tubusokba tettiik, ehhez
hozzdadtunk 180 ul puffer oldatot (Tissue Lysis Buffer), valamint +25 plProteindz K oldatot amit
vortex hasznalataval homogenizaltunk. A kapott mintakat 56 °C -on inkubaltuk 1,5 6ran keresztiil,
mikozben steril csipesz segitségével rasegitettiink a levéltetvek szétvalasara.

Ezt kovetden 200 pl Lysis Buffer B3 -at adagoltunk hozza, amit rogton vortexeltiink és az
igy kapott mintakat ismét inkubaltuk 10 percen keresztiil 70°C-on. Az inkubatrorbol kikertilve

vortexeltiik a mintdkat miutdn hozzaadtunk 210 pl etanolt.

3.4.3. Oszlopok feltoltése

A kapott mintdkat az Eppendorfokbdl erre a szilikét tartalmt oszlopra (NucleoSpin Tissue
Column) pipettaztuk, és 11000 fordulat/perc 1 percen keresztiil centrifugaltuk. A centrifugabol
valo kiszedés utan a gyiijtdcsébe atfolyt folyadékot ledntottiik.

3.4.4. DNS tartalmu folyadék atmosasa

A membrant eldszor 500 ul 1 mosopufferel (Was Buffer BW), majd 600 pl 2 mosopufterel
mostuk at a fehérjeszennyezddések eltavolitasa érdekében, mikézben 11000 rmp fordulatszamon
1 percigcetrifugaltuk. Az atfolyt folyadékot mindkét centrifugaldst kdvetden elontottiik. Miutan
mindkét mosdpufferrel elvégeztiik a sziikséges teeenddket a maradék etanol eltdvolitsa érdekében

1 percen keresztiil 11000 rpm-en centrifugaltuk az oszlopot.
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3.4.5. DNS Kkinyerése

Az oszlopokat tiszta Eppendorf tubusokba helyeztik, és a membrane kozepére
pipettaztunk 50 pl elucios puffert (Elution Buffer BE), majd 1 percig szobahdémérsékleten
inkubaltuk, é¢s 11000 rpm fordulatszamon 1 percig centrifugaltuk.

A kapott atfolyo tartalmazta a genomialis DNS-t, amelyet -20°C-on taroltunk a kdvetkezd
1épésekig.

3.4.6. Agarozgélelektroforézis

A vizsgalatot Csikszeredaban a Sapientia Erdélyi Magyar Tudomanyegyetem Miiszaki €s
Tarsadalomtudomanyi karanak, Elelmiszeripari Mérnok Tanszékének laboratériuméaban végeztiik
el. Azért volt sziikséges ennek a miiveletnek az elvégzése, hogy leellendrizziik, hogy a mintakbol

sikeresen kivontuk-e a DNS-t.
1%-0s agarozgélen ellendriztiik a genomidlis DNS izolalas sikerességét.

Ez egy olyan technika, amelyet a molekuldk elektromos tdltottségbeni, valamint méretbeni
elvalaszasara hasznalunk. Toltéslikté]l fliggden, amikor elektromos térbe keriilnek a toltéssel
rendelkezé molekuldk, akkor vagy a pozitiv anod, vagy a negative katod fele mozdulnak el
toltésiiktdl fiiggden. A gélelektroforézis soran a negative toltésii nukleinsav molekulak, amelyek a
DNS molekula foszfat csoportjai miatt negative ossztoltéssel rendelkeznek a fesziiltség hatasara
az elektroforézis cella pozitiv pdlusa felé vandorolnak. A gélkozegellenallasa miatt a kisebb
méretli DNS gyorsabban a nagyobb méretii lassabban fog vandorolni a gélben, igy lehetévé valik
a méret szerinti elkiilonités, mert az azonos molekulatomegii DNS-darabok savokba rendezddnek.
A nukleinsav vandorlasi sebességét a DNS-ek méretén kiviil a gélkoncentracioja is befolyasolja:
toményebb gélben a vandorldsi sebesség alacsonyabb, viszont a felbontds javul. Fontos
befolyésold tényezé az alkalmazott aramerdsség

Ezt a folyamatot gélben végezziik el, pontosabban agardzgélben, amely egy homogén
anyag. A gélelektroforézishez hasznalt 1%-os agardzgélt gy készitettiik el, hogy egy Erlenmeyer-
lombikba lemértiink 1g agardzt, ehhez hozzaadagoltunk 1xTAE-oldatot addig, amig 100 ml nem
kaptunk. Forralasig melegitettiik mikrohullamu siitbben, mikdzben kevergettiik az agar6z
feloldodasaig. Az oldatot kissé visszahlitottiik, és ehhez hozzdadtunk Sul Read Safe festéket, ezt

osszekevertiik. Kozben a gélontd kadba helyeztiik a sziikséges fésiit mely a minta felvételére
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szolgéld zsebek kialakitasahoz sziikséges €s ezt kdvetden lehetdleg a legbuborékmentesebben a
kapott oldatot a gélontékadba ontottiik.

A gél megmeredését kovetden eltavolitottuk a fésiit és a kapott zsebekbe pipettaztuk a
DNS- tartalmi mintdkat az Effendorf tubusokbol. Az els6 zsebbe 6 upl mintavivéfestéket
pipettaztunk. A mintékat ugy vittiik fel, hogy: 8 pl izolalt DNS mintat kevertiink 2 pl festékkel.
Miutan ezeket egyenként kimértiik és Osszekevertiik, feljegyezve a mintdk sorrendjét
belepipettaztuk a zsebekbe. Majd a gélt belemeritettiik az elektroforézistankba. Ez utan
kovetkezett a tényleges elektroforézis 90 V-on kortilbeliil 30-40 percig tartott a mintak futtatasa.

Kiilonboz6 méretii molekulakbol all a zsebekben 1évo DNS, ami méret szerint
elvalasztodik. Ezt DNS kot6do fényjelzo festékkel tettiik lathatova, amely UV fényben
fluoreszkal. A kapott mintat ultraibolya fénnyel atvilagitdé géppel lathatova tettiik, és GelDoc
rendszerrel lefényképeztiik. A fényképen lathatova valt mennyire volt sikeres a genomialis DNS

kivonasunk (Voyates, 2000).

3.4.7. Polimeraz lancreakcio

A gyomnovényekrél és kultarndovényekrdl befogott levéltetvek mikroszatelita alapu
vizsgalatat két primerrel végeztiink, melyeket (Wilson et al., 2004) altal irt cikk alapjan

valasztottuk ki.

A célja egy specifikus DNS szekvencia sokszorositasa, lehetdvé teszi egy specifikus DNS
szakasz in vitro enzimatikus szintézisét. A moddszer 1ényege, hogy egyetlen DNS template
molekuldbol kiindulva 106 maésolat készithetd. A folyamat egy sor ismétléddé enzimatikus

reakciobdl all, amelyik a DNS ,,in vivo” replikdciojahoz hasonléan megy végbe.

A sejtben a replikdcio soran a topoizomeraz I és 11, a helikdzok, girdzok és az egyszalu
DNS kotofehérje a kettés DNS szaldespiralizaciojat katalizaljak. A primaz szintetizalja a primert
egy RNS oligonukleotidot, amelyik komplementer a DNS széllal. A primer és a DNS alkotta
komplex a kotOhelye a DNS-polimerdznak IIl.-nak, amely az 0j lancszintézisét végzi, azaz

foszfodiészter kotések kialakitasat a template DNS-el valéo komplementaritasnak megfelelden.
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3. Tablazat: A kisérlet soran felhasznalt levéltetvek polimorfizmus vizsgalatdhoz alkalmazott

mikroszatellita DNS markerek tulajdonséagai

Loékusznév | Ismétléd | Primer szekvencidk (5°-3”) DNS Tm, Ta,
Oszekven mérete, | °C °C
cia bp
S23 (GA)14 F: GGTCCGAGAGCATTCATTAGG | 122 - |60 56
R: CGTCGTTGTCATTGTCGTCG 156 58

S24 (CA)20 F: CCCGACCCCGTCCATTCAAA 167 —|60 56
R: 218 60
CCTCCACCACTACTTTCACTCC

Ta - PCR soran alkalmazott primer tapadasi hdmérséklet

Tm- primer olvadaspontja

A template DNS-t, a DNS szintézist végzo termostabil Tag polimerazt, az enzim puffer
oldatat, a primereket, a négyféle nukleotidot, azenzim kofaktorat a MgClI2-ot és vizet egy PCR
tubusba pipettaztuk. Ezeket egy PCR késziilékbe helyeztiik. Itt ismétlddd denaturacid-renaturacio
ciklusok mennek végbe. Elsé Iépésben a cél DNS-t denaturdltuk 90°C-nal magasabb
homérsékleten. Ezt kovetden a reakcidelegyet 50°C koriili hdmérsékletre hiitjiik, ami lehetéveé teszi
a primerek hibridalasat a cél DNS-hez. Ezeknek a primereknek a szerepe a célszekvencia
behatarolasa és az amplifikdcio inicidldsa. Ebben a szakaszban kapcsolodik a termostabil DNS-
polimerdz a primer 3'-OH végéhez és elkezdddik a primer elongacidja. A harmadik szakaszban a
thermocycler a polimeraz aktivitasdnak optimalis hémérsékletére melegiti az Eppendorf
tubusokat. Ezt a harom szakaszt a specifitas fliggvényében akar 20-40 X is megismételjiik. Mivel
a reakci6 specifitdsa valtozo, befolyasolja a primerek kotddése, szekvencidja, a bazis Osszetétel és
hossza, a hibridalasi ddtartalma, a hoémérséklete, a szabad Mg2+ionok koncentracidja, valamint

mas ionok jelenléte.
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A DNS vizualizadldsa utdn 2 par primert alkalmaztunk (3. Téablazat) a levéltetvek
polimorfizmuséanak vizsgalatara. A primerek 20-40 bp (bazispar) hosszusadgu nukleotid szakaszok,

amelyek behataroljak a megsokszorozando6 gén elejét és végét.

A PCR termék eldallitasa érdekében tiszta Eppendorf tubusokba bemértiik a reakcioelegy
komponenseit: 2,5 ul 10xPCR (NH4)2SO4 tartalmu puffert, 2,5 pl MgCl2-ot (12,5 mM), 1 pl
dNTP-t (5§ mM), 1 pl forward primert (5 uM), 1 pl reverse primert (5 uM), 0,25 ul Taq polimerazt
(1,25 U/ul), és 1 ul templat DNS-t, majd 50 ul-ig steril desztillalt vizzel kiegészitettiik. A PCR
reakcidt automatizalt Sure Cycler 8800 Thermal Cycler késziilékkel valositottuk meg a kovetkezd
program szerint: denaturacié 96°C (3 perc); 32 ciklusban denaturdci6 94°C (30 masodperc),
hibridizaci6 55°C (30 masodperc), polimerizaci6 72°C (30 masodperc); végso polimerizacid 72°C

(7 perc). Ezt kdvetden a keletkezett mintakat 4°C-on taroltuk.

3.4.8.Poliakrilamid gélelektroforézis

A PCR termékek 10 pl-ét 7%-0s native poliakrilamidgélben
(poliakrilamidgélelektroforézis-PAGE) szeparaltunk (10 cm), és megfestettiik RedSafe DNS
kotofestékkel. Ezt kovetéen a DNS-eket UV fényben vizualizéltuk a GelDoc (Biorad) rendszer
alkalmazasaval.

A kiilonb6zdé hosszusagh DNS molekulds 6sszetoltése azonos, ezért a linearis DNS
molekuldk szepardlodnak méret szerint a poliakarilamidgélben. A PAGE fehérjék és akar 1
nukleotid hosszban kiilonb6zd oligo — vagy polinukleotidok elvalasztasara alkalmas.

Gyokospolimerizaciora képes az akrimalid vizes oldatban, megfeleld katalizatorok (pl.
tetrametil-etilén-diamin, TEMED) ¢€s iniciatorok (pl. ammonium-perszultat, APS) jelenlétében és
a reakcid soran nagy molsulyu linedris polimer, Un. poliakrilamid keletkezik. Ennek a rendkiviil
nagy viszkozitasi a vizes oldata. Hosszl poliakrilamid lancok kozott “hidak™ képzddnek, és
térhalos szerkezetli gél jon 1étre, ha megfeleld keresztkotd agenst, N, N-metilén-biszakrilamidot is
alkalmazunk.

A 7%-os poliakrilamid gél elkészitése érdekében eldszor az iiveglapokat zsirtalanitottuk

abszolut etanollal, majd a gél ontéséhez sziikséges késziiléket elokészitettiik. Osszemértiik a

cre
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4. Tablazat: A 8%-os szeparald gél osszetétele

Osszetevé megnevezése Felhasznalt térfogat
Akrilamid-biszakrilamidoldat (40 %) 10 ml
10 X TBE 5ml
10%-0s ammoniumperszulfat 0.35ml
TEMED 25 ul
Desztillalt viz 34,65 ml

A két iiveglap kozé pipettaztuk a gél oldatat, belehelyeztiik a féstit, mellyel a mintafelvivo
zsebeket alakitottuk ki. A gél polimerizalédasa utdn (30 perc) a fésit eltavolitottuk, és a gélt
belehelyeztiik az elektroforézis cellaba (3. Abra), majd 1X TBE futtaté pufferrel feltoltottiik. 1
liter 10X TBE (Triss-borat-EDTA puffer) futtatdo puffer elkészitéséhez bemértiik a kovetkezd
Osszetevoket: 108 g Tris, 55 g borsavaés 20 ml 0,5 M EDTA pH 8.0 és 1 l-ig kiegészitettiik
desztillalt vizzel.

A mintékat a zsebekbe a kovetkezd képpen vittiik fel: 10 pl PCR termék + 2 pl 6X
mintafelvivo festék. 5 pl-ert pipettaztunk a DNS molekulastuly-markerbdl az elsé zsebbe. Az
elektroforézist 100 V fesziiltségen végeztiik kb. 2 o6ran keresztiil, amig a jelzéfesték el nem érte a
gél aljat. Ezt kovetden eldkészitett festékoldatba tettiik a gélt (100 ml 1XTBE + 5 pl RedSafe), és
30 percig razattuk, majd UV fényben vizualizaltuk.
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3. Abra: Biorad tipust poliakrilamid gél elektroforézis késziilék (szerzé fotdja)

3.4.9. Mikroszatellit elemzés

A mikroszat ellitek nagypolimorfizmust mutate ismétlddé DNS-szakaszok, amelyek nagy
szamban az eukaridta genomban elszortan megtalalhatdak és roved bazisszekvenciakbol allnak.
Altaldban 2-5 bazisparnyi roved bazisszekvenciat tartalmaznak, amelyek valtozod szamban
ismétlédnek. Tobb ismétlés is megfordulhat a genomban és ugyanaz a szekvencia is el6fordulhat
eltéré lokuszon. Az ilyen ismétlddések szamaban az egyedek kozott variabilitas alakult ki és
ezaltal a DNS jellemzésének értékes molekularis markercsportjat szolgalja.

Mikroszatellit vizsgalat soran a mikroszatellit-allélok k6zotti legkisebb kiilonbséget is ki
lehet mutatni. Polimeraz lancreakcio segitségével megszorozva a szakaszt és gélelektroforézissel
megallapitva a termék méretét barmilyen DNS szakaszban az ismétlddések szamat meg tudjuk
allapitani. Kiilonb6zé PCR terméket fog eredményezni két egyed DNS-e, hogyha ezek 16kuszan
kiilonb6zo hosszusagu tandem elrendezések talalhatdak. Ezt eléhivott gélen kiilonalld sdvonként
lathatjuk.

A mikroszatelit elemzések soran minden levéltetiinél 6sszehasonlitottuk az egyezéseket
minden mikroszatellit esetében. Az adatok jobb atlathatdésaga kedvéért minden mikroszatellit

esetében kiilon mutatjuk be 24 esetet.
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3.5.Novényi virusok kimutatasa - Mintak gyiijtése

A mintakat az adott teriileten 1év6 leggyakoribb €s invazivnak szamitd6 gyomndvényfajok
képezték, a betyarkoro (Conyza canadensis), az egynyari seprence (Erigeron annus) és a kanadai
aranvessz0 (Solidago canadensis). A mintdk gyujtése 2017-ben tortént, két teriiletrél. Az elsé
terlilet Tusnadon volt, ahol intenziven miivelt teriiletek dominaltak, a masik Segesvar kornyéke
volt, itt felhagyott vagy extenziven miivelt teriiletek voltak. A gyomnovények tutszélekrol,
sancokrdl és parcellak szélérdl voltak gytjtve. Minden teriilet Ggy volt kivalasztva, hogy a
kornyezé mezdgazdasagi teriileteken burgonya, kukorica és takarmanylucerna termesztése
torténjen.

A hajtds mintdk gyljtése haromszor volt megismételve, majustdl szeptemberig terjedd
idészakban, idopontokként és gyomnovényekként 10-10 mintaval.

Tusnadrol, ami a high input- intenziv teriiletet jelenti, betyarkord és egynyari seprence, mig
Segesvarrdl, a low input-extenziv teriiletrdl kanadai aranyvesszé és egynyari seprence volt
gyljtve.

A laboratériumban azokbol a begyiijtott gyom mintakbdl tortént az RNS kivonasa j
generacids kis RNS kovetéssel, amelyeken a legnagyobb levéltetii egyedszam volt. A levéltetvek
a virusok legfontosabb vektorai, 6k a gyomndvényeket nyari tapndvényként hasznaljak
amelyekrdl majd ismét a kultirndvényre vandorolnak vissza, igy ezen novények vizsgalata volt a
legcélravezetdbb. Voltak mintak, amelyek tiinetmentesek voltak, de voltak olyanok is, amelyeken

latszott a virusfertdzés (4.Abra és 5.Abra).

4.Abra: Virusfertdzés a betyarkoroban (HIF) (C. canadensis) (szerzé fotoja)
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5.Abra: Virusfertdzés az egynyari seprencében (HIF) (E. annuus) (szerzd fotdja)

3.6. Teljes nukleinsav kivonas

Az 10 generacids kisRNS kovetés elsd 1épése a totdl nukleinsav kivondsa. Az RNS
megovasa végett végig jégen dolgoztam.

A folyékony nitrogénen tartott levélmintdkat szarazon, gyorsan dorzscsészében
eldorzsoltem, utana 650 pl kivono puffert (7 ml steril viz, 10%-0s natrium-dodecil-szulfat SDS —
bol 2 ml, 10xEB-bdl 1 ml, amelynek 9,5-6s a pH-ja, és 7,5 g 1 M Glicint, 20 ml 100 nM EDTA-t,
20 ml 1 M NaCl-t tartalmaz) pipettdztam, hogy homogenizalni tudjam, és feltdrjam a ndvényi
sejteket.

Az igy keletkezett masszat az el6zdleg eldkészitett 600 ul fenolt tartalmazd Eppendorf
csovekbe toltottem. Ezt 5 percre Vortexben centrifugaltam 15000 fordulatszamon.

A centrifugédlds utan az Eppendorfokban keletkezett fels6 fazist atpipettdztam az 1j
Eppendorf csovekben, ligyelve arra, hogy a felso és also fazis kozott talalhato interfazist, amiben
a fehérjék vannak, ne szivjam fel. Ebben 300 pul fenolt és 300 ul kloroformt mértem, ezzel
extrahdltam a keletkezett vizes féazist. Ezt ismét 5 percig Vortexben centrifugaltam 15000

fordulatszamon.
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Uj Eppendorf csévekbe 500 ul kloroform: izoamilalkoholt mértem, amire a centrifugalas
utan keletkezett fels fazist pipettaztam, majd 5 percig Vortexben centrifugéltam. A fels6 fazishoz
ezutan 20 pl 4M-os Na-acetatot adagoltam ¢és 1 ml 96%-os EtOH, majd par percig, amig a
nukleinsavak kicsapodtak, jégen tartottam. Az Eppendorf csoveket megforgattam parszor, majd
30 percig centrifugaltam. Ezutdn az alkoholt ledntdttem a csdvekrdl és 1 ml 70%-os EtOH-al
mostam Oket. Ezutdn 3 percig centrifugéltam, ismét leontdttem az alkoholt, majd 4 percig
beszaritottam a csdveket. A miivelet utan 30 pl steril vizben visszaoldottam a mintakat, egy percig
Vortexeltem, majd a mintdkat jégen tartottam. Az ellenérzd futtatashoz 2 pl total nukleinsav
kivonat mintdhoz 5 pl FDE (10 ml formamid, 10 mg xilén-cianol FF, 10 mg brémfenolkék, 200
ul 0.5M EDTA (pH 8.0)) adtam. Ezt a keveréket denaturdltam 65 C-on 5 percig, majd az
ossznukleinsav kivonat mindségének ellendrzésére, a kivonatot 1,2% agar6z gélen valasztottam

el, és 115 V-tal futattam (White & Kaper, 1989).

3.7.Kis RNS konyvtar készités és szekvenalas

Ezutan a kisRNS konyvtar készitése kovetkezett, amelynek f6 1épései a kovetkezok:
kisRNS frakcid izolalasa a totdl RNS kivonatbdl, adapter ligalas, reverz transzkripcido, PCR
amplifikaci, és cDNS tisztitasa gélbdl.

A kisRNS-eket az 6sszes RNS-t tartalmazé kivonatbdl kell kitisztitani, amelyet 8%-0s urea
tartalmu poliakrilamid gélen valasztanak el. A gélbdl kivagjak a 19-25 nukleotid nagysagih RNS-
eknek megfelel6 RNS-eket tartalmazé mérettartomanyt. A géldarabokat 0,3 M NaCl oldatban egy
¢jszakan at inkubaljak, igy kinyerik a kisRNS frakciokat, majd alkohollal kicsapjak ezeket. Egy
mintabol 40-50 pg tisztitott kisSRNS szarmazik. Ezekbdl konyvtarat készitenek az [llumina Truseq
Small RNA Sample Preparation Kit segitségével. Az RNS molekuldk 3’ és 5° végeihez adapter
szekvencidkat ligalnak. Ezt kovetden reverz transzkripcioval cDNS-t szintetizalodik, RevertAid H
Minus Reverse Transkriptase (Thermo Scientific) enzim segitségével. A cDNS-t
inditoszekvenciak segitségével amplifikaljak. Ezek az inditészekvencidk mintanként eltéro, egyedi
index szekvenciakat is tartalmaznak.

A kapott terméket 8 %-o0s nativ poliakrilamid gélen futtatjak ellendrzésképpen, megfeleld
méretmarkerekkel egylitt. A konyvtar a vart mérettartomanyban jelenik meg, ezt a gélbdl majd

visszaizolaljak, és 1x TE pufferben visszaoldjak.
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A konyvtar készitésének részletes protokolja a mellékletben elérhetd. Tovabbi adatokat a

kis RNS konyvtar létrehozéasarol a I11. mellékletben tiintetiik fel.

3.8. Novényi virusok kimutatasa invaziv gyomokban és kulturnovényekben

Az adott teriileten megtalalhat6 leggyakoribb és invazivnak szamité gyomndvényfajokban
eléforduld novényi virusokat vizsgalata 0j generacids kis RNS kovetéssel tortént az alabbi
szempontok és mintaszamok alapjan (6. tablazat).

6.tablazat. Kis RNS vizsgalatok és konyvtarak meghatarozasanak szempontjai.

Mintak gyiijtése
Kezelések  Konyvtar ID  Novényi mintak 2017
Jun. Jul Aug.

S. tuberosum 10 10 10

1 TC M. sativa 10 10 10

HIF Z.mays 10 10 10
2 TB E. canadensis 10 10 10

3 TS E. anuus 10 10 10

S. tuberosum 10 10 10

4 SC M. sativa 10 10 10

LIF Z.mays 10 10 10
5 SA S. canadensis 10 10 10

6 _SS E. anuus 10 10 10

Szamitogépes elemzéssel megfejthetd volt a virusok szekvenciajuk, és kirakhatova valtak

a virusok teljes bazissorrendje. Ezeket kétféleképpen vizsgaltak bioinformatikai programokkal: a

readekbdl hosszabb szakaszokat épitettek, ezeket contigoknak nevezik. A contigok szekvenciajat

hasonlitottdk az adott ndvényt fert6zd, ismert virusok szekvencidjaihoz. 1-2 virusspecifikus

conting mar a virus jelenlétére utalt. Egy masik vizsgalati modszerrel, a readeket felillesztették a

feltételezetten jelen levo virusokra. Ezaltal megadhatd volt, hogy egy adott mintaban hany olyan

kis szekvencia van, amely az adott virusra illeszkedik. Ezt harom érték jellemzi:

e non-redundant read, azaz hogy hany kiilonb6zd kis RNS illeszkedik a virusra.

e redundant, ami azt mutatja, hogy 0sszesen hany read illeszkedett. Ez az érték a tobb, azonos

szekvenciaju readek illeszkedését is tartalmazza.
e redundant® egy normalizalt redundéans, egy read/millionread értéket jelol, amely

figyelembe veszi, hogy az adott konyvtar hany readet tartalmaz. A tudomany ennek a
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szamnak az értékét tanulmanyozza. Akkor fogadja el az adott virus jelenlétét, ha ez az érték

200 read/millionread felett van.

3.8.Adatok statisztikai Kiértékelése

A nyers adatok bevitele excelbe mind a gyomok, mind a levéltetvek esetében datumok és
gyljtési helyes szerint tortént. Ezt kovetden az adatok eloszlas vizsgélata zajlott. Mivel a gyomok
boritottsagi adatai nem mutattak normal eloszlast, ezért nem parametrikus Kruskal-Wallis, majd
ezt kdvetden a Mann-Whitney U tesztel hasonlitottuk dssze azok boritottsagat az eltérd kezelésben
részesitett teriiletek kozott.

A levéltetvek esetében a sarga szilvalevélteti (Brachycaudus helichrysi) és a zo6ld
burgonya-levéltetii (Aulacorthum solani) eléforduldsa az egynyéari seprencén az eltérd kezelésii
tertileteken normal eloszlast mutatott, ezért az adatokat ANOVA ¢és Tukey tesztel hasonlitottuk
Ossze 95%/os konfidencia intervalumot tekintve szignifikans eltérésnek. A tobbi gyomfajon a
levéltetvek gyakorisaga szintén nem mutatott normal eloszlést, ezért it is Kruskal-Wallis, majd ezt
kovetéen a Mann-Whitney U tesztel hasonlitottuk G6ssze az adatainkat. A vizsgalt
kultirndvényeken tapasztalt B. helychrisi levélteti faj relativ eléfordulasat szintén ANOVA és
Tukey tesztel végeztiik. A peroxidaz streszfehérje kimutatas adatai esetében paros t tesztet
alkalmaztunk, mivel ebben az esetben csak a kezeléseket (intenziv vs. extenziv) hasonlitottuk
Ossze egymassal. A kimutatasokat a PAST programcsomag segitségével végeztiik el.

A B. helychrisi és az A. solani levéltetvek atvandorlasi intenzitasanak statisztikai vizsgélata
Chi négyzet tesztel tortént, ugyanakkor itt meg kell jegyezni, hogy ez els6sorban a sarga
szilvalevéltetii esetében tekinthetd megfelelden érzékenynek, a masik levéltetli faj esetében az
alacsonyabb egyedszdmok miatt az elemzés nem volt kellden pontos. A kimutatast SPSS-ben
végeztiik el.

Kiilon elemeztiik kis skalan az RNS ¢és DNS alapu virusok szekvencidk szerinti
gyakorisagat gyom ¢és kulturniivények és kezlések kozott, ezt un. Heatmap-en abrazoltuk. A
szekvencia szdmokat gyom és kultlirnovények és kezelések kozott ANOVA és Tukey teszt

segitségével hasonlitottuk Ossze.
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A kezelések és a levéltetvek egyedszdmanak a hatdsat fokordinata (PCoA) modszer
segitségével vizsgaltuk, melynek sordn a kezeléseket (intenziv vs. Extenziv) és a levéltetvek
gyakorisagat vettilkk figyelembe mint f6 faktorok. Az elemzéseket szintén a PAST

programcsomaggal végeztiik.

3.9.Bioinformatikai adatelemzés

Szekvendalhato sRNS kényvtar készités

A szekvenald konyvtar készitéséhez azRNS kivonatokbdl poliakrilamid gélen vald
elvalasztas segitségével kitisztitottuk az sSRNS frakciot. Ehhez ismert szekvenciaju adaptereket
ligdlunk, majd cDNS-t irunk at, amit néhany ciklusban PCR reakcioban amplifikalunk. Az igy
elkészitett ,,sRNS konyvtarat” méret alapjan ujbol gélbdl tisztitottuk. Kisérleteinkben az Illumina
,»IruSeq Small RNA Library Prep” kitjét hasznaljuk. A moddszer részletes leirdsat magyarul
Czotter Nikoletta doktori dolgozata (http://konyvtar.uni-pannon.hu/en/node/381), angolul a

Czotter és mtsai (Czotter ef al., 2018) konyvfejezet tartalmazza.

Szekvendlds

Az elkészitett konyvtarakat [llumina platformon az UD-Genomednél szekvenaltattuk S0bp-
os leolvasédssal. A szekvenalas kivalasztisandl figyelembe vettiik, hogy a read-ek szama
(szekvenalas mélysége) Osszefiigg a szekvenald berendezéssel és azzal is, hogy hany mintat

szekvenaltattunk egyiitt.

A HTS eredményének, a szekvenalt olvasatok (readek) bioinformatikai elemzése

A bioinformatikai elemzéseket szekvencia elemzd programcsomagokkal végezhetjiik.
Munkénk kezdetén ingyenes programokat és scirpteket hasznaltunk (aldbb ezeket a lépések
talalhatoak részletesebben), késobb pedig a CLC Genomics Workbench ¢és a Geneious
programcsomagokat. Az elemzések elsd 1épésében mindségellendrzés utan eltavolitottuk a
ligalassal az sRNS-ekhez illesztett szekvencidkat. Ezt kovetden a virus azonositashoz két
bioinformatikai stratégiat alkalmaztunk egymassal parhuzamosan.

A nem redundans sRNS szekvencidkat direkt modon az NCBI RefSeq adatbazis virus
referencia szekvencidihoz (ndvény és gerinctelen gazda) illesztettiik fel. Az illesztéshez a BWA

aln programot hasznaltuk (Li & Durbin, 2009).
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Az sRNS szekvencidkat de novo 6sszeszereltiik, hosszabb ,.kontig” szekvencidkba, 13-as,
15-6s és 17-es kmer érték beallitdsa mellett, a Velvet Software segitségével (Zerbino & Birney,
2008) és a kapott kontig szekvencidkat az NCBI RefSeq adatbazis novény virus referencia
szekvenciaihoz illesztettiik MegaBLAST programmal (Morgulis et al., 2008).

A bioinformatikai elemzések eredménye egy viruslista, melynek eredményei molekuléris
bioldgiai modszerekkel (pl. RT-PCR) igazolhatoak.

A bioinformatikai elemzések soran nyert tapasztalataink alapjan 2017-ben megvasaroltuk a
Qiagen CLC Genomic workbench sortware-ét és késdbbi munkaink soran mar ezt a programot
hasznaltuk. Az elemzés alapvetden azonban kdvette korabbi stratégiankat: az sSRNS readekbdl
hosszabb kontigokat épitettiink (a program, ’de novo assembly’ parancsaval), melyeket az NCBI
ndvényi virus referenciagenomjaihoz illesztettiink. Pozitiv taldlat esetén a readeket (redundans és
nem redundans readeket is) az adott virus referenciagenomjara illesztettilk ("Map to reference’
paranccsal), és az illeszkedé readekbdl egy normalizalt (read/million read) adatot és a virus
lefedettségi %-at szamoltuk ki. E harom paraméter figyelembevételével allapitottuk meg az adott

iiltetvény virusfert6zottségét.
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4. EREDMENYEK

4.1 Invaziv gyomok el6fordulasi gyakorisaga a vizsgalt teriileteken

Az eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy harom invaziv gyomfaj uralta a teriileteket, ezek
az egynyari seprence (Erigeron annuus) a kanadai aranyvessz0 (Solidago canadensis) és a
betyarkérd (Erigeron canadensis) voltak. Az eltérd kezelésben részesitett teriiletek kozott
szignifikans eltérés volt tapasztalhaté a gyomok boritasdban. Mig az extenziven kezelt teriileten
az egynyari seprence boritdsa meghaladta a 97%-ot, mellette a kanadai aranyvesszd volt jelen
2,5%-ban. Az intenziven kezelt teriileten az egynyari seprence boritdsa 84,5% volt, mellette a

betyarkoro fordult eld 15%-os boritassal, és nem volt jelen a kanadai aranyvesszo (5. tablazat).

5. Tablazat. A leggyakrabban eléfordul6 invaziv gomok, azok boritottsaga az eltérd
milvelésben részesitett teriileteken. Az adatokat a Kruskal-Wallis, majd ezt kovetéen

a Mann-Whitney U tesztel hasonlitottuk ossze.

atlag .. 25th/75th

Kezelések Gyomok boritis(%) median quart. U P
Erigeron annuus 97.50%
Extenziv-LIF Sol(zgdago 918 '55 9?;29 2.19  0.02
canadensis 2.50% '
Erigeron annuus 84.50%
Intenziv-HIF  Erigeron 84.5 83/86  2.16 0.03
canadensis 15% 14.5 13/16

4.2 Levéltetvek gyakorisaga az invaziv gyomokon

Mindkét kezelésui teriileten két levéltetii faj volt jelen nagyobb egyedszamban az invaziv
gyomokon. Ezek a sarga szilvalevéltetli (Brachycaudus helichrysi) és a zold burgonya-levéltetii
(Aulacorthum solani) voltak. Kis mennyiségben ¢s csak a kanadai aranyvesszon megjelent még a
lucerna levéltetli (7. trifolii) is. Ez utdbbi fajjal nem végeztiink tovabbi vizsgalatokat. Relativ
eléfordulasukat tekintve mindhdrom gyomndvényen a sarga szilvalevéltetli volt jelen a

legnagyobb egyedszamban (6. bra).
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6. Abra: A gyomnovényeken észlelt levéltetvek relativ egyedszama.

Kiilon vizsgalva a levéltetvek eléforduldsat a harom invaziv gyomon, és kezelések kozott,
elmondhatjuk, hogy a sarga szilvalevéltetli az extenziven kezelt teriileteken volt jelen
szignifikansan nagyobb egyedszamban az egynyari seprencén, de ugyanez elmondhatd a

burgonya-levéltetiirdl is (7. dbra).

o

Levéltetvek gyakorisaga a S. annua gyomon

10

d

I
LIF-B.helichrysi LIF-A.solani HIF-B.helichrysi HIF-A.solani

O = N 0w b o o N 0 o

Atlagos levéltetii egyedszam/gyom/teriilet/datum

7.Abra: A sarga szilvalevéltetli (Brachycaudus helichrysi) és a zold burgonya-levéltetii
(Aulacorthum solani) el6fordulésa az egynyari seprencén eltérd kezelést teriileteken. (ANOVA

¢és Tukey teszt). Eltérd betiik statisztikailag eltérd értékeket jelolnek.

Osszeségében elmondhatd, hogy a 13%-nyi tdbblet eltérés az egynyari seprence
boritottsagaban tobb mint 30% magasabb populdcidabundancidt eredményez a sarga

szilvalevélteti el6fordulasaban az extenziven kezelt teriilet esetében. Ugyancsak magasabb sarga
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szilvalevéletli abundancia volt megfigyelhetd a kanadai aranyvesszd és a betyarkoro esetében is

(8. 4bra).
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8. Abra: A sarga szilvalevéltetti (Brachycaudus helichrysi) és a zold burgonya-levéltetii
(Aulacorthum solani) el6fordulésa a kanadai aranyvesszon (A) és a betyarkoron (B).

(Kruskal-Wallis, és Mann-Whitney U teszt).

4.3 A levéltetvek taplalkozasanak igazolasa streszfehérjék kimutatasaval

A Peroxiddz streszfehérje kimutatasa minden esetben sikeres volt, ennek magass értéke
igazolta, hogy az invaziv gyomokon a vizsgalt levéltetvek folyamatosan jelen voltak és
taplalkoztak. Eltérés volt ugyanakkor megfigyelhetd az egynyari seprence esetében az eltérd
kezelésben részesitett teriiletek kozott abban az esetben, ha a POD kimutatasa 10ul mennyiségben
tortént (9. dbra). Minden mas gyomndvényen szintén kimutathat6 volt a streszfehérje novekedés,

ugyanakkor nem volt eltérés a kiilonb6zd kezelésben részesitett teriiletek kdzott.
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9. Abra. Peroxidaz streszfehérje kimutatisa az egynyari seprence esetében. Az

0sszehasonlitas paros t tesztel tortént.

4.4 Levéltetvek kolonizacidja invaziv gyomokrdl a kultirnévényekre.

Minden esetben sikeriilt kimutatni, hogy a sarga szilvalevéltetii és a z61d-burgonya levéltetii is
jelentds egyedszamban kolonizalja szarnyas egyedei révén a kultirndvényeket. Genomialis DNS
elemzésekkel kimutathato volt, hogy a gyomokon eléfordul6 koloniakbol szarmazoé egyedek azok
amelyek a kulturnovényeket is kolonizaljak. A vizsgalat érdekében a kivalasztott a 48 levéltetiibol
kivont DNS-bdl 24-et kivalasztottunk, melyeknél a PCR-el felszaporitott DNS szakasz agardz

gélen torténd futtatasat kovetden az ellendrzés soran pozitiv eredményt kaptunk.
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Az 10. 4bran lathat6é az S23 mikroszatellita markerekkel kapott vizsgalat eredménye, melynek
alapjan megallapithatjuk, hogy a kulturnévényekre atvandorolt sarga szilvalevéltetli egyedei (1-
15-6s mintdk) és a gyomokon maradt (16-27-es mintak) egyedei kozott nagyfoku genetikai
azonossag van, a kulturndvényeken befogott egyedek a gyomokon el6forduld egyedek

leszdrmazottai (10. &bra).

10. Abra: A sarga szilvalevéltetii izolalt genomialis DN'S mintak S23 mikroszatellita markrekkel
végzett vizsgalatanak 1%-os agardz gélelektroforézis képe. 1-15-6s mintak kultirnovényeken

befogott egyedek, 16-27-es mintak gyomokon befogott egyedek.

A z06ld-burgonyalevéltetii esetében viszonylag kis egyedszamu atvandorlas volt
megfigyelhetd, de ebben az esetben is az egyedek a gyomokrdl szarmaztak, nem voltak jelen mas
populédcidok. A S24-es primer hasznalatakor nem volt minden mintdnal PCR termék, tehat a
primernek ezeknél a mintdknal nem volt bekotddési helye, de elmondhatd, hogy szintén
hasonlésadg all fenn ezen levéltetvek genomidlis DNS-ben (11. é&bra). Ezen az éabran is
megfigyelhetjiik a kulturnévényekre atvandorolt egyedek (1-15-6s mintak) és a gyomokon maradt
(16-27-es mintak) egyedek kozotti nagyfoku genetikai azonossagot (11. abra).
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11. Abra: A zold-burgonya levéltetii izolalt genomialis DNS mintak S24 mikroszatellita
markrekkel végzett vizsgalatanak 1%-os agaroz gélelektroforézis képe. 1-15-6s mintak

kultarndvényeken befogott egyedek, 16-27-es mintak gyomokon befogott egyedek.

Osszeségéban kimutathatd, hogy a Sarga szilva levéltii viszonylag nagy aranyban
vandorolt 4t gyomokrdl kultirnévényekre viszont az 4tvandorlas attol fiiggden valtozott, hogy
mely gyomndvény koré voltak felallitva a kisérlet soran a kulturndvényk (12. abra). Ennek alapjan
elmondhatjuk hogy:

- A legtdbb B. helichrysi levéltetli egyed a kukorican fordul eld, mégpedig azokon a
kukorica egyedeken, amelyek az egynyari seprence gyomndvény faj koriil voltak
felallitva a kisérlet alatt, mig a betyarkoro esetében a begytijtott egyedek szama kisebb
volt.

- A kovetkezd legnagyobb levéltetli egyedszammal rendelkezd kultarndvény a lucerna
volt, ugyanakkor az egynyari seprence gyomnovény faj mellett felallitott lucerna
egyedeken a levéltetvek abundanciaja szintén magasabb volt, szemben a betyarkoro
mellet vizsgalt lucernaval.

- A burgonyan fordult el6 a legkevesebb levéltetli egyedszam, ebben az esetben nem

volt eltérés a két gyomndvény mellé helyezett burgonya egyedek kozott (12. abra).

45



o0

B. helychrisi
7 a
I X
z6 J [
E; X
55
£ b l
E a
g3
¥
L 2
i A
1 |
0
5. annua E. canadensis S. annua E. canadensis S.annua E. canadensis

Kukorica Lucerna Burgonya

12. Abra: A vizsgalt kulturndvényeken tapasztalt B. helychrisi levéltetii faj relativ eléfordulasa.

(ANOVA ¢s Tukey teszt). Eltéro betiik statisztikailag eltérd értékeket jelolnek.

A Chi négyzet teszt segitségével kimutathato volt a két levélteti faj gyomokrol kulturnovények
fel¢ vald atvandorlasi intenzitasa. Az eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a sarga szilva
levéltetveknél szignifikdnsan a legerdteljesebb atvandorlast figyelhetjiik meg az egynyéri
seprencérdl a kukorica névényre, mig szignifikansan alacsony atvandorlas tortént a burgonyara.
Ugyancsak jelentés atvandorlas volt megfigyelhetd a lucerna felé¢ is. Nagyon alacsony az
atvandorlasa az egynyari seprencérdl a kulturnovényekre a z6ld-burgonya levéltetvek esetében

(13. abra).
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13. abra. A B. helychrisi és az A. solani levéltetvek atvandorlasi intenzitasanak statisztikai

vizsgalata (Chi négyzet tesztel) az egynyari seprencérdl kultirnovények felé.

Megvizsgalva annak a lehetdségét, hogy mindkét gyomndvény (egynyari seprence €s betyarkoro)
egyszerre van jelen, mekkora az atvandorlas intenzitasa, megfigyeltiikk, hogy a sarga szilva
levéltetli atvandorlasa az egynyari seprencérdl szignifikdnsan a legmagasabb a kukorica irdnyaba
volt, mig a legalacsonyabb atvandorlas a lucerna irdnyaba volt megfigyelhetd. A betyarkororol
szignifikansan a legnagyobb levéltetli atvandorlas a burgonya iranyaba volt megfigyelhetd, mig a

legalacsonyabb akarcsak a E. annuus gyomndvény esetében a lucernara vald atvandorlas volt (14.

abra).
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14. Abra: A B. helychrisi levéltetii faj két gyomnovényrdl kultirnovények felé valo atvandorlési

intenzitasanak statisztikai vizsgalata (Chi négyzet tesztel).
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4.5 Novényi virusok kimutatasa invaziv gyomokban és kultirnovényekben

A kisRNS konyvtarak altal 9-20 milli6 read-et, azaz 9-20 millié 21-24 nt hosszl szekvenciat

kaptunk. Az elemzések soran 16 virust sikeriilt kimutatni (7.Téblazat).

7.Tablazat. Bioinformatikai szempontok a kisRNS azonositasok soran.

transmission aphids | insects | insects | mechanical seed-borne | insect virus
virus RNA viruses DNA viruses
Potyvirus Carlavirus Potexvirus Solendovirus
reference genome NC_001616.1 | NC_007289.1 | NC_001361.2 | NC_011620.1 | NC_003378.1 | NC_004156.2
Library Sample A PVY PVS PVM PVX TVCV HZNV-2
code name analysis
CLC contigs 289 13 3 125 19 0
Non-redundant 58853 1808 1012 9256 939 7435
1.TC crops Redundant 1998833 3471 1691 37177 1441 17718
Redundant* 211741 368 179 3938 153 1877
Coverage 93% 84% 71% 99% 72% 35%
CLC contigs 0 0 0 0 0 1
Non-redundant 1003 511 463 340 1110 21943
HIF | 2_TB £ .| Redundant 2732 1042 861 506 1694 43849
canadensis
Redundant* 168 64 53 31 104 2670
Coverage 66% 49% 48% 53% 83% 63%
CLC contigs 0 0 0 0 0 1
Non-redundant 1029 560 647 401 1281 25857
3_TS E. anuus | Redundant 3296 997 1401 750 1889 56662
Redundant* 164 50 70 37 94 2820
Coverage 72% 56% 56% 58% 87% 70%
CLC contigs 146 0 75 0 0 0
Non-redundant 22548 2560 10027 240 1029 12002
4_SC SXerB Redundant 522751 5823 41275 2667 1554 21148
Redundant* 24787 276 1957 126 74 1003
Coverage 87% 90% 97% 42% 80% 50%
CLC contigs 0 0 0 0 0 0
Non-redundant 726 450 474 292 1188 19434
LIF | 5_SA g .| Redundant 1921 1313 1229 661 2320 44579
- canadensis
Redundant* 112 76 72 38 135 2595
Coverage 57% 44% 45% 49% 83% 62%
CLC contigs 0 0 0 0 0 0
Non-redundant 682 417 409 304 885 18668
6_SS E. anuus | Redundant 1193 612 600 459 1177 32232
Redundant* 88 45 44 34 87 1646
Coverage 61% 43% 44% 48% 82% 61%
* normalized reads PVY (Potato virus Y), PVS (Potato virus S), PVM (Potato virus M), PVX (Potato virus X), TVCV
- reads/1 million (Tobacco vein clearing virus), HzNV-2 (Helicoverpa zea nudivirus 2),

sequenced reads

A vizsgalatok alatt legkevesebb 9 millio, legtobb 21 milli6 virus szekvencia sorrend azonositasa

torténe meg (8. tablazat).
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8.Tablazat. A mintdk szekvenciaszdmai (HiScan2000 by UD Genomed (Debrecen, Hungary) 50

bp, single end). Az adatokat a kovetkez6 feliileten taroltuk, azok szabadon megtekinthetéek GEO

series accession number GSE132755.

Site . Trimmed reads all  Non-redundant reads
Library . . Number
Sequenced reads (containing .
code % of contigs
redundants)
HIF 1 TC 9,444,123 9,212,041 20,19,811 21.93 3553
2 TB 16,287,256 15,202,422 34,23,785 22.52 4524
3 TS 20,087,212 19,915,587 6,246,615 31.37 19,038
LIF 4 SC 21,087,654 20,477,950 7,192,941 35.13 11,047
5 SA 17,177,187 16,751,341 5,537,461 33.06 10,164
6 SS 13,580,569 13,457,370 5,116,560 38.02 6,142

Az azonositott ndvényi virusok az aldbbi tdblazatokban vannak feltlintetve, bemutatva azok eddig

jelzett gazdandvényei, valamint a leggyakrabban jelzett vektorai (9-10. Téblazatok)

9.Tablazat. RNS alapa virusok bemutatasa

Virus neve Génusz Genom| Gazdanovények Terjedés
Levéltetvek: Myzus persicae,
Myzus ornatus, Macrosiphum
Solanaceae csalad euphorbiae, Aulacorthum
PVY Potato virus Y Potyvirus RNS | .. . ., circumflexum, Aphis nasturtii,
tobb mint 60 fajat ) .
Aphis gossypii, Brachycaudus
helichrysi, és szaporitd
anyaggal
Clover yellow guzsji}zgcggabeaceae) Myzus persicae, Acyrthosiphon
ClYVV oy Potyvirus RNS ’ pisum, Aulacorthum solani és
veln virus Solanaceae, i )
Macrosiphum euphorbiae
Poaceae)
L. Xiao és mtsai. valamint S. E.
Webb. és mtsai. 2016-ban
7ZTMV Zucch} ni tiger Potyvirus RNS | Cucurbitaceae Klnaba’n ©s Flgrldaban, Da
mosaic virus Wang és mtsai. 2019-ben
Hawaiion irtak le, vektorai
ismeretlenek
Myzus persicae (Wetter &
PVS Potato virus S Carlavirus RNS Tobbnyire a Volk, 1960); Aphis frangulae,

Solanaceae csalad

A. nasturtii, Macrosiphum
euphorbiae
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Virus neve Génusz Genom| Gazdanovények Terjedés
PVM | Potato virus M Carlavirus RNS Solanaceqe ©s Myzus persicae
Chenopodiaceae
Szocske: Melanoplus
differentialis, Tettigonia
PVX Potato virus X Potexvirus RNS [ Solanaceae viridissima Gomba:
Synchytrium endobioticum,
mechanikai atvitel
Fiigekaktusz, Koenig R. Es mtsai. 2004-ben
OVX | Opuntia virus X | Potexvirus RNS | Cactaceae, irtak le el6szor, vektora
Chenopodium quinoa |ismeretlen
65 faj: Vicia, Pisum,
BLRV Bean‘leafroll Luteovirus RNS Medlcago,’ Trifolium, Acyrthosiphon pisum
virus Lathyrus és
Trigonella
Squash chlorotic | . . . o
SCBMV . Picornavirales| RNS | Cucurbitaceae Mechanikai atvitel, molytetvek
leaf spot virus
10.Tablazat. DNS alapu virusok bemutatasa
Virus neve Génusz Genom | Gazdanovények Terjedés
TVCV Tobapco Ve 1 Solendovirus | DNS | Nicotiana fajok Maggal
clearing virus
Sweetpotato
SPSiVI V- symptomless | Mastrevirus DNS |Edesburgonya Kaboca
mastrevirus 1
Dahlia fajok,
Dahlia mosaic Asteraceae, 13 levéltetti faj, foleg az Aphis
DMV ) Caulimovirus | DNS | Solanaceae, fabae, Myzus persicae €s a
virus . . .
Chenopodiaceae, Macrosiphum euphorbiae
Amaranthaceae
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Virus neve Génusz Genom | Gazdanovények Terjedés
s i 20 2
SPuV mottle Caulimovirus | DNS | Szo6jabab . : IS 8 ’
. azdta nem jelent meg
pararetrovirus .
publikacid
Pineapple
PBCoV bacilliform Caulimovirus | DNS | Ananasz Pajzstetvek
comosus virus
Sugarcane
SCBGDV bacilliform Caulimovirus | DNS | Cukornad Csiraplazma
Guadeloupe D
virus
HzNV-2 Hehcqvgrpa 7481 Baculovirus DNS Bagqulepke Szaporodas sordan
nudivirus 2 (Helicoverpa zea)

A fenti tablazatokbdl lathatd, hogy szdmos virus olyan csaladokat fertéz, amelyek fajai
kozott fontos kultirndvényeink is szerepelnek (Fabaceae, Cucurbitaceae, Solanaceae, Poaceae).
Olyan virusokat is sikeriilt kimutatni, amelyekrdl nincs irodalmi adat azzal kapcsolatban, hogy
Européban leirtak volna (kivétel a CIYVV, ZTMV, BLRYV ¢s a burgonya virusok), é¢s amelyek
eddigi ismeretek alapjan, természetes moédon csak tropusi éghajlata térségben eléfordulod
novényeket fertdznek (OVX a fiigekaktuszt, PBCoV az ananaszt).

A gyomnovényekben megtalalhatd volt még a HzNV-2 virus, amely eddig az egyetlen
ivaros uton fertdz6 rovar virus, amely szintén egy olyan fajt, a Helicoverpa zea-t fert6zi, amely a
kontinensiinkén még nincs jelen.

A gyomndvényekbdl és kultirndvényekbdl késziilt konyvtarak alapjan meghatarozhatd
volt az egyes virusok szazalékos eléfordulasa mind kezelések kozott, mind ndvények (gyom Is
kulturnovények) kozott. Az adatok alapjan elmondhato, hogy a gazdasagilag nagy jelentdséggel

bir6 Potato Y virus HIF és LIF teriileten majdnem ugyanolyan mértékben jelen van, mig a Potato

52




M virus az extenziven muvelt teriileten, és a Potato X virus az intenziven miivelt teriileten dominal.
Egy masik burgonyat fertézd virus, a Potato S virus, az extenziv teriileteken talalhato
aranyvesszore (S.canadensis) jellemzébb. A gyomnovényekben, a gazdasagilag szintén fontos
CIYVYV HIF teriileten dominal, akarcsak a ZTMYV ¢és az SCBMYV virusok. A LIF teriileteken a
CIYVV csak az aranyvesszore jellemz0, mellette ezen teriileteken a mar emlitett PVS és az OVX
virusok vannak jelen. A kultarnévényekhez viszonyitva megfigyelhetd, hogy HIF teriileten a PVY,
PVX és BLRYV jelenik meg a legnagyobb szazalékban, mig a LIF teriileten a PVY, PVS és PVM,
amelyek nem minden esetben mutatnak kiemelkedo értéket a gyomndvényekben. Minél nagyobb
a kis RNS-ek szazalékos eloszldsa, annal valoszinilibb, hogy vektorok altal az adott virusok
atkeriilhetnek a kultirnévényekre.

Invaziv gyomokban kimutatott RNS alapu virusok

100%

B Crop-HIF
90% Crop-LIF
S e e N ® E.ann-HIF

H E.ann-LIF
C.can-HIF
S.can-LIF

80%

70%

60%

50%

40%

30%

Virus el6fordulas 200 read felett

20%

10%

0%

PVY clyww  ztmv PVS PVM PVX ovX BLRV  SCBMV

15.Abra: Az RNS alapu virusok eléfordulési aranya (szazalékos gyakorisaga)

gyomokban és kultirnovényekben.

Mivel milliés nagysagrendii kis szekvencidk szamardl van szd, ezért 0,1-0,5 %-os eltérés
is nagyon szamottevo lehet az adatok elemzésénél. Ezért, az adatokat és a szekvenciak eloszlasat
megvizsgaltam egy joval kisebb skalan is. A 16. Abra kis skalan szekvencia azonossagok alapjan
mutatja meg a virusok eléforduldsat a novényekben. Az azonos szinli feliiletek jelzik, hogy

mekkora a szazalékos azonossag vagy eltérés. Ez alapjan almondhatd, hogy nagyon hasonlo, szinte
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azonos el6forduldsi ardnyai vannak az RNS virusoknak az é&ltalunk vizsgalt gyom és

kulturnévénykben (16. abra).

Crop Crop E.ann E.ann C.can S.can
HIF LIF HIF LIF HIF LIF

PVY
ClYvv
ZTMV
PVS
PVM
PVX
OVX
BLRV

5.33

4.09

2.86

1.62

SCBMV

16. Abra Az RNS alapu virusok szekvenciak szerinti gyakorisaga, Heatmap-en abrazolva

Osszeségében ugyanakkor elmondhaté, hogy az eltéré kezelést teriiletek kozott van enyhe
eltérés a szekvencidk gyakorisagat illetéen kiillonbozd virusok esetén. Megfigyelhetd, hogy az
egynyari seprence esetén, amely a HIF és LIF teriileteken egyarant jelen volt, a HIF, azaz az
intenziven miivelt teriileteken a szekvenciak gyakorisaga kissé magasabb. A HIF teriileteken jelen
levd két faj, az egynyari seprence (E.annuus) és a betyarkord (C.canadensis) koziil az elsében a
PVY,CIYVV,ZTMV ¢és SCBMV, mig a masodik gyomnovényben a CIYVV, ZTMV, PVX, OVX
¢s BLRV virusokra volt tobb szekvencia talalat. A LIF teriileteken megtalalhato egynyari seprence
(E.annuus) és aranyvesszé (S.canadensis) koziil az utobbiban volt nagyobb a szekvencia
gyakorisag: ra jellemz6 a CIYVV, ZTMV, OVX ¢és BLRV. A LIF teriilet egynyari seprencében
alacsony volt a szekvencidk gyakorisadga tigy a LIF teriilet masik fajahoz képest, mint a HIF teriilet
seprencéjéhez képest. Ezt igazolja a statisztikai 6sszehasonlitas is (17. dbra). Az ANOVA &s Tukey
teszt szerinti 6sszehasonlitds alapjan latszik, hogy a P csak egy esetben kisebb, mint 0.05, ez a
Crop-HIF és a S.ann-LIF kozott, vagyis a LIF teriileten az egynyari seprence esetében van a

legkevesebb virus jelen szdmszeriien a tobbivel dsszehasonlitva (17. dbra, 11.tablazat).
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17.Abra. Az RNS alapu virusok eléfordulasa kozotti statisztikai 6sszehasonlitas
(ANOVA ¢és Tukey teszt).

11.Tablazat: ANOVA szerinti p és F értékek a vizsgalt RNS alapa virusoknal. (ANOVA
¢s Tukey teszt). F értékek a vonal alatt, p értékek a vonal felett lathatoak.

Crop-

HIFp Crop-LIF  E.ann-HIF  E.ann-LIF C.can-HIF S.can-LIF
Crop-HIF 0.924 0.2843 0.02631 0.1599 0.1949
Crop-LIF 1.377 0.85 0.236 0.6804 0.7409
E.ann-HIF 3.028 1.651 0.887 0.9996 0.9999
E.ann-LIF 4.556 3.178 1.527 0.9516
C.can-HIF 3.466 2.088 0.4375 1
S.can-LIF 3.323 1.946 0.295 1.232 0.1425

A DNS alapli virusok esetében szintén megfigyelhetd, hogy az intenziven mivelt
teriileteken 1évoé gyomnovények kozziil csak az egynyari seprencében volt taldlat a TVCV és
SPSMV-1 virusokra. A DMV az intenziven mivelt teriileten 1év6 betyarkorora volt jellemzdbb,
akéarcsak a PBCoV és SCBGDYV virusok. Az extenziven miivelt teriiletek esetén az SPSMV-1

kivételével, amely az egynyari seprencében fordul eld nagyobb szazalékban, a tdbbi virus az
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aranyvesszoben dominalt. A kultirndvények esetében a DMV, PBCoV és SCBGDV az extenziven

miivelt teriileteken van gyakoribb (18. abra).

Invaziv gyomokban kimutatott DNS alapu virusok

100% H Crop-HIF
90% Crop-LIF
® E.ann-HIF
® E.ann-LIF
C.can-HIF
S.can-LIF

80%
70%
60%
50%
40%

30%

Virus el6fordulas 200 read felett

20%

10%

0%

TVCV SPSMV-1 DMV SPuv PBCoV SCBGDV HzNV-2

18.Abra. Az DNS alapu virusok eléfordulési ardnya (szazalékos gyakorisaga)

gyomokban és kultarnovényekben.

A DNS alapt virusok esetén is megvizsgaltuk kis skalan a virusok el6fordulédsat a szekvencia
azonossagok alapjan. Ez alapjan elmondhatd, hogy a TVCV és SPSMV-1 virusok nincsenek jelen
a HIF teriileten 1év6 betyarkéroban, csak az egynyari seprencében. Ennek ellenére az egynyari
seprencében a tobbi virusra magasabb volt a szekvencia-azonossagok szama. A LIF teriileteken ez
az érték az aranyvesszOre mutatott nagyobb értéket, az egynyari seprencéhez viszonyitva. Mindkét
terlileten eléforduld egynyari seprencében a virusokkal megegyezd szekvenciak szama majdnem
azonos. A kultirndvényekben kapott szekvencidkat figyelembe véve elmondhatd, hogy a HIF
teriileteken 1év0 seprencében a szekvencidk gyakorisaga kisebb, a kultirnévények és a betyarkoro
szekvenciaihoz képest, mig a LIF teriileten a kultirndvények szekvencia gyakorisaga minden

esetben meghaladja a gyomndvényekben kapott értékeket (19. abra).
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19.Abra. A DNS alapu virusok szekvenciak szerinti gyakorisaga, Heatmap-en
abrazolva.

A statisztikai 0sszehasonlitas alapjan (12.Tablazat) amely sokkal nagyobb skalan mutatja az
eltérést, sem volt kimutathat6 kiilonbség a kezelések €s a ndvények kozott. kisebb, mint 0.05, igy

megallapithatd, hogy nincs eltérés a virusok szdma kozott (20. abra).

3.0

2.7

2.44

2.1

0.9

0.6+

0.3

0.0-

Crop-HIF
Crop-LIF
E.ann-HIF|
E.ann-LIF
C.can-HIF
S.can-LIF

20.Abra: A DNS alapu virusok eléfordulasa kozotti statisztikai dsszehasonlitas
(ANOVA ¢s Tukey teszt).
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12.Tablazat. ANOVA szerinti p és F értékek a vizsgalt DNS alapu virusoknal. (ANOVA
¢és Tukey teszt). F értékek a vonal alatt, p értékek a vonal felett lathatoak.

Crop-HIF Crop-LIF  E.ann-HIF E.ann-LIF C.can-HIF S.can-LIF

Crop-HIF 9936 1 1 0.9004 0.9998
Crop-LIF 0.7788 0.9945 0.9772 0.6085 0.9997
E.ann-HIF 0.02603 0.7528 1 0.8936 0.9999
E.ann-LIF 0.2509 1.03 0.277 0.9525 0.9978
C.can-HIF 1.474 2.253 1.5 1.223 0.7815
S.can-LIF 0.369 0.4098 0.343 0.6199

Osszeségében pontos képet kaphatunk az invaziv gyomokban és a legfontosabb
kultarnévényekben el6forduldé RNS és DNS virusok gyakorisdgardl, ugyanakkor szembetiing,
hogy egy Eurdpaban eddig nem jelzett, de az Egyesiilt Allamokban gyakori bagolylepke kartevé
elleni, minden bizonnyal mesterségesen kijutatott virus van jelen az invaziv gyomokben, ¢s az

azok mellett 1év6 kulturnévényekben (21. Abra),

m Crops-HIF Insect

A leggyakrabban el6fordulé RNS és DNS virusok mE. can-HIF  Virus

6 invaziv gyomokban és kultirnévényekben E. ann-HIF
® Crops-LIF
> S. can-UF

'?4(9 E. ann-LIF

Yz,
Us,
4

Virusok gyakorisaga (jelenlét-hiany) az eltéré kezelésii teriileteken
w

2
1 B
0
& 6@ q,}é*\ qA"; &\F\ Q\\*“ & Q’&\ &4(; ‘,‘X\Az&e@ Q$ ‘3§er§ y §\w

21. Abra. Az RNS és DNS virusok eléfordulasi gyakorisaga E. ann - Erigeron annuus, C. can -
Conyza canadensis, S. can - Solidago canadensis. PVY - Potato virus Y, CIYVV - Clover yellow
vein virus, ZTMV - Zucchini tiger mosaic virus, PVS - Potato virus S, SCBMV - Squash
chlorotic leaf spot virus, PVM - Potato virus M, PVX - Potato virus X, OVX - Opuntia virus X,
BLRYV - Bean leafroll virus, TVCV - Tobacco vein clearing virus, SPSMV-1 - Sweet potato
symptomless mastrevirus 1, SCBGDYV - Sugarcane bacilliform Guadeloupe D virus, DMV -
Dahlia mosaic virus, SPuV - Soybean mild mottle pararetrovirus, PBCoV - Pineapple bacilliform
comosus virus, HZNV-2 - Helicoverpa zea nudivirus 2.
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A kimutatott virusok visszaigazolasa jelenleg is folyamatban van, eddig a felsorolt és bemutatott
16 virus kozziil haromnak (PVY, PVS és PVM) a visszaigazolasat sikertilt elvégezni, mindharom

a burgonya fontos virusa (22. dbra)

TC SC
M TC TB TS SC SA SS K- K+ M TP TL TK SP SL SK K- K+
= — PVY
1000 — s— - - Jm— — ] -1198bp
= 1000 — g
500 e J— S0 _ —
= — 1000 PVS
1000 —- e — — e ey vy p—
— — . == @1021bp
500 — === T =
e At — — —— PVM
1000 — - H . 1000 — s — - -— -1200bp

500 — e—

TC SC
TP TL TK TB TS SP SL SK SA SS K

i

22. abra. RT-PCR validalas (A/ RT-PCR or B/ Northern blot). PCR termékek gél
elektroforézisen (GenRuler 100bp+; (+K)). PVY — burgonya mozaik Y virusa, PVS- burgonya
S-virusa, PVM- burgonya M-virusa.

Fokordinata modszer segitségével, melynek soran a kezeléseket (intenziv vs. extenziv) és a
levéltetvek gyakorisagat vettiik figyelembe, mint f6 faktorok, sikeriilt meghatarozni ezek
hatasat kiilon az RNS ¢és kiiliin a DNS virusok terjedésére. Ez eredmények alapjan
elmondhatjuk, hogy mig az RNS virusok esetében a levéltetvek hatarozzdk meg leginkabb
azok terjedését (40,28%), és a kezelések hatasa csak 26%-ban érvényestil, addig a DNS alapu
virusok esetében a levéltetvek gyakorisaga csak 29%-ban befolyasolja azok terjedését, mig a

tertiletek kezelése 54%-ban érvényestil (23. abra).
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i . 1. Komponens — levéltetvek gakorisidga (29%)
1. Komponens — levéltetvek gakorisaga (40,28%)

23. abra. A kezeléseket (intenziv vs. Extenziv) és a levéltetvek gyakorisaganak hatasa az RNS
(A) és a DNS (B) virusok terjedésére fokoordinata (PCoA) modszer segitségével.
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5. KOVETKEZTETESEK

A vizsgalatok alapjan elmondhatd, hogy a tdjidegen invaziv gyomok magas helyi, éshonos

levéltetli populéciot tartanak fenn.

Kimutathato, hogy a sarga szilva — levéltetlit (Bachycaudus helichrysi) volt jelen a legtobb
gyom esetében, majd ezt kdvette a mar joval kevesebb egyedszamu zoldfoltos burgonya — levéltetli
(Aulacorthum solani), valamint a Therioaphis trifolii levéltetii. Nem sikertilt kimutatni a Burgonya
levéltett (Macrosiphum euphorbiae) jelenlétét, holott sok irodalmi hivatkozas jelzi a fajt invaziv

gyomokon (Francis et al., 2010; Srinivasan & Alvarez, 2011).

Az attelepedési kisérletek soran kimutathatd volt, hogy a legtdbb B. helichrysi levéltetii

egyed a kukoricara ment at, elsdsorban akkor, ha E.. annuus gyomnovény faj kozelében volt.
Hasonloan, a sarga szilva — levéltetli faj mind a betyarkororol, mind a seprencérdl a kukorica
fel¢ vandoroltak 4t magas egyedszamban, ezt kovette a lucerna, majd a burgonya. Mindezen
eredmények eddig nem voltak mas kutatds soran igazolva. A sarga szilvalevéltetli egyil fontos
tapniivényeként elsdsorban a napraforgoé volt eddig feltiintetve, atfogo filogeografiai vizsgalatok
nem igazoltak sem mutattak ki, hogy a B. helichrysi megjelenik kukorican (Popkin et al., 2017).

Ennek pontosabb igazolasa tovabbi kisérletek elvégzését igényli.

A vizsgélataink soran kimutathatova valt, hogy az E. canadensis gyomnovényfajrol
szignifikansan a legnagyobb levéltetli dtvandorlds a burgonya kulturnévényre tortént, mig a
legalacsonyabb akarcsak a E. annuus gyomndvény esetében a lucernara vald atvandorlas volt.
Mindezek alapjan szintén elmondhato, hogy az invaziv gyomok magass levéltetli populéaciot

képesek eltartani, azok atvandorlasa a kulturnévények iranyaba rendkiviil intenziv.

A gyomnovényekrél és kultirndvényekrdl gyiijtott levéltetvek mikroszatelita alapa
vizsgalataval bizonyitani tudtuk, hogy az invaziv gomokrdl a kulturniivényekre vald atvandorlas
valoban végbemegy.

Osszeségében, a teriiletek kezelése meghatdrozta az invaziv gyomok fajosszetételét és
egyben azok gyakorisagat is, ami egyben hatédssal volt a rajtuk el6forduld levéltetvekre. A nem
kezelt teriiletek esetében a 12%-al magasabb gyomboritas 30%-al magasabb levéltetli abundanciat

eredményezett, ami komolyan felveti az extenziven kezelt, sok esetben védett teriiletek
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managementjének a részletes atgondolasat. Szintén kijelenthetd, hogy az invaziv gyomndvények
nem csak tajidegen, gyorsan szaporodo, nagy teriileteket elfoglaldé novények, amelyek elnyomjak
6shonos fajainkat és kompeticiéban allnak a kultirnovényekkel, hanem mint virus rezervoarok is
fontos jelentdséggel birnak.

A kutatas soran sikeriilt kimutatni 16 virust, amelybdl 9 eddig nem volt hivatalosan jelezve
Eurépaban, ¢és amelyek gazdandvényei kozott nem szerepelt az altalam vizsgalt harom invaziv
gyomfaj. Par virus olyan novényeket illetve rovarokat is fertéz, amelyek hazankban nincsenek
jelen. Bar a visszaigazolasa a HzZNV-2 virusnak még folyamatban van, de ez a virus fontos szerepet
kaphat majd a bioldgiai novényvédelemben a Helicoverpa zea-t illetden.

Az eredményekbdl megfigyelhetd, hogy intenziven és extenziven kezelt teriiletekrdl
szarmazd novényekben eltérd virusok vannak jelen, és ezek gyakorisaga is eltérd. Intenziv
teriileteken foleg az RNS alapu virusok dominaltak: ZTMV, PVX, OVX, CIYVV, ZTMV, a DNS
alapt virusok koziil pedig az SCBGDV jellemzi a teriiletet. Extenziv teriileteken inkabb a DNS
alapt virusok vannak jelen: TVCV, DMV, PBCoV, és az RNS alaputak koziil a PVS és PVM. Ezen
eltérés talan azzal magyarazhatd, hogy mig az RNS alapi virusok egy Iépésben tudnak
virusfehérjéket termelni, addig a DNS alapu virusok ezt csak tobb 1€pésben tudjak megvaldsitani.

Sok esetben, adott virusok inkabb a gyomndvényekre, valamint eltérd virusok a
kultarnévényekre voltak jellemzdek: a gyomndvényekre a ZTMV, CIYVV, OVX, TVCV,
SPSMV-1, a kultirnévényekre pedig a PVY, PVS, PVX, PVM adtak t6bb talalatot.

A virusok eldfordulési intenzitdsat vizsgalva megallapithatd, hogy az intenziven mivelt
teriileteken a virusok nagyobb valdszintiséggel vannak jelen, ami annak kdszonhetd, hogy az HIF
terliletek genotipikusan és fenotipikusan magasabb diverzitassal rendelkeznek, hiszen a teriilet

mozgatva van, igy van esélye 0j fajoknak beférkdéznie, mig az LIF teriiletek rendszere zartabb.
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7.0J TUDOMANYOS EREDMENYEK

Az eredményeim alapjan az alabbi ) tudomanyos eredanyeket tartom fontosnak kiemelni.

1.

Igazoltam, hogy a vizsgalt invaziv gyomok (Erigeron annuus, Conyza canadensis) nagyon
magass helyi levéltetiifajt képesek eltartani.

Genomialis DNS elemzésekkel igazoltam, hogy az invaziv gyomokrdl a kultirndvények
felé nagyfoku levéltetli atvandorlas van.

Igazoltam, hogy a sarga szilvalevéltetli egyik tapndvénye lehet a kukorica.

Kimutattam olyan ndvényi virusokat, amelyek eddig nem voltak jelezve a vizsgalt
gyomndvényekben.

Kimutattam, hogy a kezeléseknek, vagy azok hidnyanak nagy szerepe van a vizsalt gyomok
(Erigeron annuus, Conyza canadensis) abundanciaja révén a levéltetvek egyedsiirtiségére,
ami meghatarozhatja az adott teriileteken a kultirnévények virusfertdzzését.

El6szor mutattam ki mesterséges rovarpatogén virust a vizsgalt invaziv gyomnovényekben
(Erigeron annuus, Conyza canadensis), ennck a késObbiekben lehet novényvédelmi

jelentdsége.
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7. Kimutattam, hogy a ndvényi virusok eltérd gyakorisaggal vannak jelen kezelt és nem kezelt
teriileteken, mig az RNS alapu virusok inkabb az intenziven kezelt teriileten vannak jelen,

addig a DNS alapu virusok az extenziven kezelt teriileteketre jellemzdek

71



8. KOSZONETNYILVANITAS

A terepi vizsgalatokért és a bedllitott kisérletekben nyujtott segitségért koszonetet
szeretnék mindani Kiraly Timeanak, Fako Viviennek, Kdszeghi Szidonidnak, Simpf Rajmundnak
¢s Kovacs Zsofianak.

A kis RNS vizsgalatokban Dr. Vérallyay Eva, a Godol1i Biotechnolégiai Kutatéintézet
Virusdiagnosztika Csoportjanak a vezet6je nyujtott értékes segitséget. Koszonom Jaksa-Czotter
Nikolettanak és Damian Emesének akik a kis RNS konyvtarakat készitésében ¢€s virusok
visszaigazolasaban segitették munkdm!

Koszonettel tartozom még a kollégdmnak dr Balint Janosnak, aki segitett tiamogatott, és
nem utols6 sorban témavezetdomnek dr Balog Adalbertnek, akik nélkiil ez a munka nem

sziilethetett volna meg.

72



9.MELLEKLETEK
I. Melléklet. A teriileteken vizsgalt gyompok ¢€s levéltetvek.

24. abra. LIF teriilet, Keresd (Cris) (szerzd felvétele)
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—Conyza canadensis-szel fertéz
felvétele)
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tt tertilet (szerzo



26.abra. Erigeron annuus-Egynyari seprence (HIF) (szerzo felvétele)
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28. abra. Brachycaudus helicrysi-Sarga szilva levéltetli aptera (szerzo felvétele)

29. abra. . Brachycaudus helicrysi-Sarga szilva levélteti alata (szerzo felvétele)
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30. abra. Aulacorthum solani- Sargafoltos burgonyalevéltetii, aptera (szerz6 felvétele)
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1I. Melléklet. Statisztikai elemzések tablazatai

Chi? elemzések tablazatai

bb/lucerna

Avs.B
One constraint

23

N1:
21

N2:
Deg. freedom: 5
Chi™2:
p(same): 0.001411
Monte Carlo
p(same): 0.0004

Fisher exact
p(same): 5.53E-05

19.718

bb/burgonya

Avs.B
One constraint

23
5

N1:
N2:
Deg. freedom: 5
Chi™2:
p(same): 0.13831
Monte Carlo
p(same): 0.1318

Fisher exact
p(same): 0.057814

8.3432

bb/kukorica 35

Avs.B
One constraint

23

N1:
36

N2:
Deg. freedom: 8
Chi™2:
p(same): 0.003276
Monte Carlo
p(same): 0.0007

23.07
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Fisher exact
p(same): 0.001069
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III.  Melléklet. Kis RNS konyvtar készitése

1) Kis RNS frakcié izolalasa total RNS kivonatbol

a) Gél elektroforézis és minta elokészités

8%-0s TBE-urea PAGE gél 6ntése (mintanként egy gél).

G¢l elofuttatasa 100 V fesziiltségen, 20-30 percig, majd mossuk ki a zsebeket 1x TBE pufferrel.
Minta eldkészités: a 20-30 pg-nak megfelelé mennyiségii RNS kivonatot 1:1 ardnyban elegyitsiik
FDE (bromfenolkék) festékkel egy 1.5 ml-es eppendorf csOben. A mintédkat 65 °C-ra rakjuk 20
percre denaturalodni.

Minték felvitele a gélre 20ul minta/zseb).

100 V fesziiltségen futtatjuk a mintakat.

b) Gél festése
Steril petri csészébe 40-50 ml 1X TBE puffert és 3 pletidimu-bromidot rakunk.

Helyezziik bele dvatosan a gélt és 5 percig hagyjuk benne festddni.

¢) Kis RNS tisztitasa gélbbl

Egy 0,5 ml-es eppendorf cs6 aljan képezziink 3-4 lyukat steril tii segitségével.
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UV lampa alatt a vart mérettartomanyba (18-30 bp) steril szike segitségével kivagjuk a gélbdl a
kisRNS frakciot és az el6zdekben elokészitett csébe helyezziik.

Centrifugaljuk a mintakat 13.000 fordulatszamon 2 percig szobahdmérsékleten.

Adjunk az elroncsolt gél darabokhoz 350-400 pl 0,3 M NaCl oldatot. Centrfugaljuk 13.000
fordulatszamon 2 percig, szobahdmérsékleten.

Tegyiik a mintakat 4 °C-ra és elualjuk az RNS-t egy éjszakan at enyhe razatas mellett.

Helyezziik 4t a mintakat Spin X acetatos filter csovekbe és centrifugaljuk le 6000 rpm-en 2 percig,
szobahOmérsékleten.

Adjunk hozza 600-700 plizopropanolt és 1 plglikoblue-t/ glikogént.

Inkubaljuk a mintdkat -70 °C-on 2-2,5 6ran keresztiil legalabb.

Centrifugaljuk 20 percen at 13.000 rpm-en, 4°C-on a mintakat.

Ontsiik le a feliiltiszot és mossuk a csapadékot 2x 1ml 70%-os etanol oldatban.

Széritsuk ki a mintakat 3-5 perc alatt speedvac késziiléekben.

Oldjuk vissza a csapadékot 12 pl ultra pure vizben.

A mintakat ezutan -70 °C-on lehet tarolni.

2) Adaper ligélés

a) 3’ adapter ligdlas

70 °C-ra melegitsiik elé a PCR késziiléket.

PCR csébe tegyiink 2,5 pl-t az izolalt kisRNS frakciobodl, majd adjunk hozz4 0,5 pl 3> Adaptert.
Denaturaljuk a mintékat 2 percig 70 “C-on, majd tegyiik jégre a mintakat.

Melegitsiik el6 a PCR késziiléket 28°C-ra.

Ezalatt mérjiik 6ssze a kovetkezd reakcid mixet:

Reagens Mennyiség (ul)
Ligationbuffer 1

RNase Inhibitor 0.5

T4 RNA Ligase 2 0,5
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Adjuk hozza a 2 pl mixet a 3 pl denaturalt reakcidhoz és inkubaljuk 28 °C-on 1 6rat.
Jégen adjunk hozza 0,5 ul Stop Solution oldatot a reakcidhoz és tovabbi 15 percig inkubaljuk 28

°C-on a 3’ adapter reakciot.

b) 5’ adapter ligalas

70 °C-ra melegitsiik elé a PCR késziiléket.

Steril PCR cs6be mérjiink ki 0,5 pul 5> Adaptert.

Denaturaljuk a mintékat 2 percig 70 “C-on, majd tegyiik jégre a mintakat.
Melegitsiik el6 a PCR késziiléket 28°C-ra.

Adjuk hozza a denaturalt 5° adapterhez a kovetkezoket:

Reagens Mennyiség (ul)
10mM ATP 0,5
T4 RNA Ligase 0,5

Vortexeljiik 0ssze és az egészet adjuk hozza a 3’ adapter reakcidhoz.

Inkubéljuk 28 °C-on 1 6rat a 3°-5” adapter reakciot.
3) Reverz transzkripcio

70 °C-ra melegitsiik elé a PCR késziiléket.

Adjunk hozzé a 6 pl 3°-5 adapter reakciohoz 1 ul RNA RT primert TuIRT reakcié.
Denaturaljuk a mintakat ZE;cig 70 °C-on, majd tegytik jégre.

Melegitsiik eld a PCR késziiléket 50°C-ra.

Ezalatt mérjiik 6ssze a kovetkezd reakcid mixet:

Reagens Mennyiség (nl)
Ultra pure viz 1
5x Reactionbuffer 2
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12,5mM dNTP mix 0,5

RNase Inhibitor 1
RevertAid H- 1
reversetranscritase

Az egészet adjuk hozza az RT reakcidhoz €s inkubaljuk 50 “C-on 1 6ran keresztiil.

A ¢cDNS -20°C-on tarolhato.

4) PCR amplifikécio

Mérjiik 6ssze a kovetkezd reakcid mixet:

Reagens Mennyiség (ul)
Ultra pure viz 4,25
PCR mix (PML) 12,5

RNA PCR primer (RP1) 0,5
RNA PCR primer Index 2

Végiil adjuk hozza a 6,25 pl cDNS templatot.

PCR reakci6 koriilmények beallitasa:

16x
98°C 98°C 60°C 72°C 72°C
30 mp 10 mp 30 mp 15 mp 10 mp

5) cDNS konyvtar tisztitas
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a) Gél elektroforézis

8%-0s TBE PAGE gél ontése (mintanként egy gél).

G¢l elofuttatasa 100 V fesziiltségen, 20-30 percig, majd mossuk ki a zsebeket 1x TBE pufferrel.
Minta eldkészités: 25 ul PCR terméket elegyitsiink 5 pl mintafelvivo festékkel (LoadingDye).
Mintak felvitele a gélre (15l minta/zseb).

A gél egy-egy szélére két kiilonbozé molsuly markert visziink fel: 4 nlO’RangeRuler 20 bp, 4 pl
LMW DNA Ladder 25-766 bp.

100 V fesziiltségen futtatjuk a mintakat.

b) G¢l festése
Steril petri csészébe 40-50 ml 1X TBE puffert és 3 pletidimu-bromidot dntilink.

Helyezziik bele 6vatosan a gélt és 5 percig hagyjuk benne festodni.

¢) cDNS tisztitasa gélbol

Egy 0,5 ml-es eppendorf cs6 aljan képezziink 3-4 lyukat steril tii segitségével.
Helyezziik a 0,5 ml-es csovet egy 2ml-es centrifuga csébe.
UV lampa alatt a vart mérettartomanyba (140-150 bp) steril szike segitségével kivagjuk a gélbdl a

kisRNS frakciot és az el6zdekben elokészitett csébe helyezziik.

1605 LAJ - 150

:‘3“9\-—4

bp - PP
f——

Centrifugaljuk a mintakat 13.000 fordulatszamon 4 percig szobahdmérsékleten.

Adjunk az elroncsolt gél darabokhoz 350-400 pl 0,3 M NaCl oldatot. Centrfugaljuk 13.000
fordulatszamon 4 percig, szobahdmérsékleten.

Tegyiik a mintakat 4 °C-ra és elualjuk az RNS-t egy éjszakan at egy razatas mellett.

Masnap helyezziik 4t a mintakat Spin X acetatos filter csévekbe €s centrifugaljuk 6000 rpm-en 2
percig, szobahdmérsékleten.

Adjunk hozz4 1 ml cceatnolt és 1 plglikoblue-t/ glikogént.
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Inkubéljuk a mintdkat -70 °C-on 2-2,5 6ran keresztiil legalabb.

Centrifugéljuk 20 percen at 13.000 rpm-en, 4°C-on a mintakat.

Ontsiik le a feliiltiszot és mossuk a csapadékot 2x 1ml 70%-os etanol oldatban.
Szaritsuk ki a mintakat 3-5 perc alatt speedvac késziilékben.

Oldjuk vissza a csapadékot 10-12 pl steril 1xTE pufferben.

A mintakat ezutan -20 °C-on lehet tarolni.
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