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1. Roviditések jegyzéke

amp
bp
cDNS
CP
dsDNS
E. coli
ELISA
kDa
LAMP
MP
MRNS
NGS
nt
ORF
PCR
gqPCR
RBDV
SSRNS

ampicillin

bazispar

kopia (copy) DNS

kdpenyfehérije (coat protein)

kétszala DNS (double-stranded)

Escherichia coli

Enzyme-linked immunosorbant assay

kilodalton

Loop-mediated Isothermal Amplification

mozgasi fehérje (movement protein)

messenger RNS

Uj generacios szekvenalas (Next Generation Sequencing)
nukleotid

nyitott leolvasasi keret (Open Reading Frame)

polimeraz lancreakci6 (Polimerase Chain Reaction)
valos idejii PCR (real time, quantitative PCR)

Malna bokros torpiilés virus (Raspberry Bushy Dwarf Virus)
egyszali RNS (single-stranded)



2. Bevezetés és célkitiizés

A virusok mint kérokozok régota ismertek, de a veliik kapcesolatos kutatasok csak a XIX.
szazad végétdl kezdddtek meg. Az elleniik vald védekezésben a megelézésnek van a legnagyobb
jelentésége. Ez magaban foglalja a virus vektorok (rovarok, nematéodak stb.) és gyomok
gyéritését, illetve a virusmentes szaporitdanyag hasznalatat is.

A Malna bokros torpiilés virus (Raspberry Bushy Dwarf Virus - RBDV) a malna egy jelent6s
korokozoja. Gazdasagi szerepe abban rejlik, hogy fertzés esetén csokken a novény vigora és a
termés torékenysége miatt nehezebb a betakaritds. A virust elészor 2003-ban detektaltdk sz6lon,
ezzel bebizonyitva, hogy természetes uton képes fertézni a Rubus nemzetségen kiviili fajt is. A
jelenlegi kutatasi eredmények szerint vektora nem ismert, csak pollennel, maggal és vegetativ
uton terjed, ezért terjedésének megakadalyozasdra az egyetlen védekezési modszer az
anyandvények tesztelése. Az RBDV a malnan karantén korokozoként van nyilvantartva, de a
sz0lon valo jelenléte hatosagilag nincsen szabalyozva, ebbdl kifolyolag a sz616 szaporitéanyagot
nem sziikséges RBDV-re tesztelni.

A vizsgalataim soran az RBDV virussal foglalkoztam. A kutatasaimat a Kmetijski inStitut
Slovenije (KIS) és a Nemzeti Agrarkutatasi és Innovacios Kozpont Mezdgazdasagi
Biotechnolégiai Kutatdintézet laboratériumaban végeztem.

Kutatasaim célja, hogy a szlovén és a magyar RBDV vonalakat megvizsgalva megfigyeljem,
milyen eltérés figyelheté meg a malnat (Rubus idaeus L.) és a sz616t (Vitis vinifera L.) fert6z6

vonalak kozott.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A virusokrdl dltalanossdagban

A virusok obligat intracellularis parazitak, amelyeknek nincs 6nalléo anyageseréjiik. Genomjuk
lehet DNS vagy RNS, amely lehet egy- vagy kétszalu, illetve helikalis és cirkularis szerkezetii. A
méretilk kb. 10-400 nm nagysagi (a baktériumoknal joval kisebb mérettartomanyba esnek,
amelyek atlagosan 1000 nm-esek) /HORVATH & GABORJANYT 2000/.

A virusok két alapvetd részbdl allnak: nukleinsavbol és kopenyfehérjébol. A kopenyfehérjek
alkotjak a virus kapszidjat, ami kapszomerekbdl épiil fel, ez latja el az 6rokitéanyag védelmét. A
nukleinsav ¢és a hozza kapcsolodd kapszid alkotjak egyiittesen a nukleokapszidot. Bizonyos
virusoknal ez maga a virion. A virusok egy részénél a nukleokapszidot korbeveszi a peplon
(envelope), amely egy kiilsé burok. Ebbe épiilhetnek be a virusspecifikus fehérjék és
glikoproteinek /HORVATH & GABORJANYT 2000/.

A virusoknak két megjelenési forméja van. 1.) Virion: morfologiailag komplex, izolaltan
fenntarthatd forma. 2.) Vegetativ virus: a gazdasejtbe bejutott, replikacioban részt vevd forma
/HORVATH & GABORJANYT 2000/.

A virusok genom mérete 2,6 kb (Mastrevirusok) és 19,3 kb (Closterovirusok) kozotti lehet, a
szatellit virusoké kb. 1 kb /HuLL 2014/.

3.2. A virusok fertozése és replikdcioja

A novényi virus csak akkor tud a novény sejtjeibe behatolni, ha annak a sejtfala megsériil.
Ehhez mechanikai sériilésre van sziikség (rovarok, metszés, jégverés). A megtapadas 37°C-on a
legintenzivebb, de 4°C-on is bekovetkezhet /INEMETH 1986, HORVATH & GABORJANYI 2000/.

A sejtbe hatoldst inokuldcionak nevezik, ami nem egyenld a fertdzéssel. A virus az
inokulaciotol szamitott 10-12 6rés periddusban lappang, nincsenek tiinetek. Ezt az iddszakot
inkubdacids fazisnak nevezziik. Az inokulacié utan a virusok dekapszidalodnak, az 6rdkitdanyag
szabaddd valik és megkezdddik a sokszorosodas. Az uUjonnan termelt nukleinsavakrol
megkezdddik a transzlacid a riboszoméaban vagy a kloroplasztiszban. Végiil a nukleinsavak

Osszeallnak a kopenyfehérjékkel, igy alkotva fertézéképes viriont /NEMETH 1986/.



A fertdzés megjelenése (ami lehet klordzis, nekrozis vagy akar tiinetmentes is maradhat) a
novény érzékeny részein jellemzd. A novény fogékony részeinek szama eltérhet még akar egy

novényen beliil is, pl. a levél koratol és szintjétdl fliggéen INEMETH 1986/.

BALTIMORE 1971-es publikacidja szerint a fert6zés soran minden virusnak at kell esnie az
mRNS szintézisen /in HULL 2014/. Szamos (+)ssRNS virus, amint bejut a névényi sejtbe, mRNS-
ként 1&p miikodésbe. Azok a virusok, melyek ettdl eltérd orokitdanyagot tartalmaznak [dsDNS,

(-)ssRNS stb.] a gazdandvény transzkripcidjat felhasznalva szintetizalnak mRNS-t /HuLL 2014/,

3.3.  Virus detektalasi modszerek

A novényi virus detektalasi modszerek folyamatos fejlédésének ellenére viszonylag kevés
technologiai wjitast vettek at a teszteld laboratoriumok rutinvizsgalataikhoz, habar az ]
modszereknek szamos elényiik van /BOONHAM et al. 2014/.

A két legsikeresebben adaptalt virus diagnosztikai modszer az ELISA (Enzyme-linked
immunosorbant assay) és a valos idejii polimeraz lancreakcié (real time PCR) /BOONHAM et al.
2014/.

Nukleinsav hibridizacidos modszereket gyakran alkalmaznak egyes virusok, kivaltképp

viroidok detektalasanal, de a legelterjedtebb modszerek PCR-alaptiak /BOONHAM et al. 2014/,
3.3.1. Médszerek fejlesztése

A ndvényi virus diagnosztikai modszerek fejlesztésének harom f6 iranyvonala van:

1. Helyszinen vagy alacsony felszereltségii laborokban is végre lehet hajtani a vizsgalatot
(pl.: LAMP = Loop-mediated Isothermal Amplification) (1. abra).

2. Multiplex moédszerek, melyekkel egy teszt sordn tobb virust is ki lehet mutatni (pl.:
Luminex bead arrays, PCR macroarray potato virus kit, BIOREBA) (2. abra).

3. Ismeretlen szekvenciaju virusok tesztelésére alkalmas modszerek (pl: 0 generacios

szekvenalas — Next Generation Sequencing NGS) /BOONHAM et al. 2014/.



1. abra: LAMP vizsgalathoz hasznalt 2. abra: PCR macroarray potato virus
Genie® III. miiszer /KENESSEY 2017/. kit, BIOREBA /SAJAT FELVETEL/.

3.4. A Raspberry Bushy Dwarf Virus

3.4.1. Az RBDV elofordulasa

A Malna bokros torpiilés virus (Raspberry Bushy Dwarf Virus, tovabbiakban RBDV) az
Idaeovirus genusba tartozik /HORVATH & GABORJANYT 2000/. Az 6rokitéanyaga pozitiv egyszala
RNS [(+)ssRNS]. Az Idaeovirus jelenleg egyik rendbe sincs besorolva.

Az RBDV természetes gazdandvényei a Rubus nemzetség tagjai /ZIEGLER et al. 1991/ példaul
a R. ursinus, a R. loganobaccus (Kaliforniai szedermalna) és R. occidentalis /MILUSEVA et al.
2012/. Szamos fertdzott Rubus faj és fajta tiinetmentes, viszont az érzékeny fajok és fajtak a sarga
kor (yellow disease) tlineteit mutatjak /DERRICK et al. 2006/.

A vilagon el6szor Szlovéniaban /MAVRIC et al. 2003/, majd a kés6bbiekben Magyarorszagon
/PLESKO et al. 2012/ és Szerbiaban /JEVREMOVIC & PAUNOVIC 2015/ is megtalaltak az RBDV-t
sz616ben, ezzel bebizonyitva, hogy az RBDV képes természetes modon fertézni nem Rubus

nemzetségbe tartoz6 ndvényeket is.



MAVRIC PLESKO & VIRSCEK MARN 2006-0s munkdjaban hét fehér sz610 fajtaban talaltak meg
az RBDV-t: Fehér burgundi (White Pinot), Chardonnay, Olaszrizling (Italian Riesling), Malvazia
(Istrian Malvasia), Rajnai Rizling (White Riesling), Sauvignon Blanc és Furmint. Késébbi
kutatasok soran a fert6zést Pinot Noir egyedekben is megfigyelték. Természetes fertdzés soran
fedezték fel az RBDV-t Rubus multibracteatus-ban is /CHAMBERLAIN et al. 2003/.

Szamos kétszikli novénybe at lehet vinni mesterségesen a virust. JONES és munkatarsai /1982/
a tesztelések soran Cydonia oblonga (birs) és Pyronia veitchii novényeket alkalmaztak az RBDV
kimutatasara, mivel ezeken a novényeken j6l megfigyelhetok voltak a tiinetek /MAVRIC PLESKO
& VIRSCEK MARN 2009/. Fragaria vesca (erdei szamoca) és Prunus mahaleb (sajmeggy) is
fert6zhetd, de ilyenkor a gazdandvényeken nem jelentkeznek tiinetek. A virus mechanikai tton is

atvihet6 egyes gyomndvényekbe is /IMAVRIC PLESKO & VIRSCEK MARN 2008/.
3.4.2. A virus felépitése

Az RBDV egy izometrikus, kapsziddal rendelkez6 virus (3. abra), mely 33 nm atméréji,
(+)ssRNS genomja osztott. A virus harom eltéré RNS-t tartalmaz (4. abra) /Hull 2014/.

3. abra: Az RBDV negativ kontrasztos elektronmikrografias képe. A vonal 100 nm-nek
felel meg /BARNETT & MURANT 1970/.



Raspberry bushy dwarf virus, RBDV

RNS1 l ORF1a |

(5449nt) ° i 3 OH
l MTR HEL POL |
190K
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4. abra: A Raspberry Bushy Dwarf Virus genomi felépitése. ORF: nyitott leolvasasi keret
(Open Reading Frame); MTR: metil-transzferaz; HEL: helikaz; POL: RNS-fiiggé RNS-
polimeraz; MP: mozgasi fehérje (movement protein); CP: kopenyfehérje (coat protein)

/HuLL 2014/.

Az RNS-1 5449 nt hossza és egy nyitott leolvasasi keretet (Open Reading Frame — ORF)
tartalmaz, ami egy nem strukturalis poliproteint kodol (GenBank accession no. NC 003739).
RNS-1 104-5188-ig kodolja a virus RNS dependens RNS polimerazat. A transzlacios termék 190
kDa nagysagu, polimerdz, metil-transzferaz, valamint helikdz aktivitast fehérjék motivumait
tartalmazza. EbboOl arra kovetkeztettek, hogy az RNS-1 terméke részt vesz a replikacioban
IZEIGLER et al. 1992/.

Az RNS-2 2231 nt hosszusagl (Genbank accession no. NC 003740). Két ORF talalhato, az 5’
ORF a mozgasi fehérje (Movement Protein - MP), a 3’ ORF a kopenyfehérje (Coat Protein - CP)
kodolo régiot tartalmazza. Az RNS-2 3’ORF-je és az RNS-3 ORF-je megegyezik /NATSUAKI et
al. 1991/. Az RNS-2 3’-végén talalhaté 18 nukleotid megegyezik az RNS-1 3’-végén talalhatd
nukleotidokkal /ZEIGLER et al. 1992/. Emellett az RNS-1 és RNS-2 hasonl6é hurok szerkezetet
mutat, valamint hasonlo szekvenciak vannak jelen a hurokban /NATSUAKI et al. 1991/.

Az RNS-3, egy szubgenomikus RNS az RNS-2-r6l keletkezik, 946 nukleotidbol all, egy ORF

crer



Az osztott genomnak szdmos elénye van:

e Az RNS-ek gyors rekombinacios Gjrarendezddése

e A genom mérete megnovelhetd (nincs enkapszidacios korlat)

e (Csokken a mutagének hatasa, javul az RNS replikdcié megbizhat6saga

e Konnyebb a transzlacio onellendrzése, a termékek aranyainak dnszabalyozasa

e AKis virionok vektorokkal konnyebben atvihetok, a ndvényben egyszeriibb a mozgasuk

Emellett hatrdnya is van az osztott genomnak: mechanikai atviteliik bonyolultabb, mivel
ugyanabban a sejtben az 0sszes komponensnek minimum egyszer meg kell lennie. Ez rovar- és
mag altali fert6zésnél biztositott /HORVATH & GABORJANYT 2000/.

Filogenetikus elemzések alapjan az RBDV-t jelenleg hdrom csoportra oszthatjuk a teljes
elérhetd szekvenciak, valamint a CP és MP aminosav szekvenciai alapjan. A malnat és szedret
fert6z6 RBDV alkot egy csoportot, a sz616ben izolalt RBDV, valamint a Rubus multibracteatus
novényben talalt virus agensek pedig kiilon-kiilon csoportba tartoznak /MAVRIC PLESKO &
VIRSCEK MARN 2008/.

A malnat fert6z6 virus agensen beliil két vonalat kiilonboztetnek meg. Az egyiket torzsre
jellemz6, hogy a malna fajtak nagy része rezisztens. Ezzel szemben a masik torzs képes olyan
fajtakon is tiineteket produkalni, melyek ellendlitak az elobb emlitett torzs altali fertézésnek
/JEVREMOVIC & PAUNOVIC 2015/.

A virusok kiilonboz6 torzseinek fébb tulajdonsagai megegyeznek. A gazdandvényeik
altalaban hasonldak, jobban vagy kevésbé reagalnak egymds antigénjeire és megjelenik a
keresztvédelem, vagyis amikor a névény megfertdzodott a szisztemikusan fert6zo virus egyik
torzsével, a masik torzssel valdo fert6zés utan nem jelentkeznek tiinetek. A virus torzsek
antagonizmusa megjelenhet, mig a szinergizmus csak nem rokon virusok kozott fordulhat eld
/INEMETH 1986/.

3.4.3. A Raspberry Bushy Dwarf Virus fertzése és tiinetei

Az RBDV a gazdandvények generativ szaporodéasa soran képes terjedni. A virus tovabbvihetd
akar pollennel, akar maggal, igy képes az utédndvényeket és a megporzott anyandvényeket is
megfertozni. Kutatasok bebizonyitottdk, hogy a viragzasban gatolt malna egyedek nem
fert6zédtek meg, mig a virdgzasban nem gatolt egyedek igen, igy a pollen tlinik az egyetlen

természetes virusterjedési modnak /MURANT et al. 1974/. Eddig nem ismert egyetlen allati vektor



sem (kivéve a megporzo6 rovarokat) /MURANT et al. 1974/. Azdta tobb kutatocsoport is kereste a
vektorokat, de még nem talaltak, bar Szlovéniaban kimutattak az RBDV-t Longidorus juvenilis
fonalféregben, melyeket RBDV-vel fertézott szoldiiltetvényben gytijtotték, viszont eddig még
nem bizonyitott, hogy a fonalféreg képes-e fertézni ezzel a virussal /MAVRIC PLESKO & VIRSCEK
MARN 2008/.

Az RBDV altal okozott tiinetek az alabbiak Ilehetnek: levélsodrodas, nekrozis, korai
levélhullas, csokken a vigor, a termés torékennyé valik, oldalhajtasok elhalnak, n6 a fagykar (5.

¢s 6. abra) /JONES & MAYO 1998, JONES 2000 in MAVRIC PLESKO & VIRSCEK MARN 2008/.

5. abra: Az RBDV tiinete malnan 6. abra: Az RBDYV tipikus tiinete sz616n

/SAJAT FELVETEL/. IMAVRIC PLESKO & VIRSCEK MARN 2009/.

Enyhe tiinetek esetén csokkenhet a termés mindsége, fleg, ha a gazdandvény egyszerre tobb
virussal fert6z6dott meg /JEVREMOVIC & PAUNOVIC 2015/. A fert6zott pollennel vald
megtermékenyités novelte a malna dsszetett termésének terméske abortalodasat, attol fliggetleniil,
hogy az anyandvény egészséges Volt-e vagy sem. Az RBDV fert6zés nem mindig vezet a bogyok
lehullasahoz. Valoszinilileg a megtermékenyités idején hatd kornyezeti tényezdk is befolyasoljak
azt /IMURANT et al. 1974/.

A névado torpe bokrosodas tiinet csak akkor jelentkezik, ha az egyed RBDV-vel és Black
Raspberry Necrosis Virus-sal egyszerre fertézott /MARTIN et al. 2013/,



4. Anyag és modszer

4.1. A névényi mintik

A vizsgalt ndvényi mintaink szlovén és magyar lelohelyrdl gyiijtott sz610 és malna novények.
A Kmetijski institut Slovenije (KIS) jovoltabdl egy szlovén sz616t (7. abra), egy szlovén malnat

¢s két magyarorszagi sz610t vizsgaltam.

7. abra: A szlovén sz616 minta /LAMOVSEK 2017/.

A képen lathato sz616 levél virusfert6zés tiineteit mutatja. Mivel vizsgalataim nem terjedtek Ki
az RBDV kiviili patogének tesztelésére, mas virus jelenléte sem zarhato ki.

A Nemzeti Agrarkutatdsi ¢és Innovacios Kozpont Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai
Kutatointézettdl (NAIK-MBK) szdrmazik egy tovabbi sz016 és egy malna minta (8. abra). A
vizsgalt ndovények virusfertdzés tiineteit mutattdk. A Magyarorszagon gyiijtott mintdkat egész
levélként csomagoltuk el egyesével alufolidkba, a Szlovénidban gyiijtott mintakat elézdleg

folyékony nitrogénben szétmorzsoltuk, majd Eppendorf csovekbe helyezve taroltuk -70°C-on.



8. abra: RBDV tiineteit mutaté malna Szadarol /SAJAT FELVETEL/.

A KIS ¢és az MBK laborjaiban alapvetden ugyanazt a folyamatot végeztem el, viszont mas
protokollt kdvetve, igy a tovabbiakban két modszer leirasa talalhato.

A mintak esetében az alabbi egyszerlsitett elnevezést hasznalom.

1. tablazat: A vizsgalt mintak elnevezése és szarmazasa.

A minta neve: Novény: Szarmazasi hely:

Vitis_SI Sz616 Lipje (Velenje, Szlovénia)

Vitis HU Sz616 Szegilong (Borsod-Abauj-Zemplén megye)
Vitis_HU1

Vits HU2 Sz616 Csornyefold (Zala megye)

Rubus_HU Malna Szada (Pest megye)

Rubus_SI Malna Brdo (Szlovénia)

4.2. RNS kivonas

A ndvényi mintdkbol a tovabbi virusdiagnosztikdhoz elsd lépésként RNS-t tisztitottam.
Szlovénidban MagMAX'™-96 Total RNA Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific) protokoll

segitségével tisztitottam RNS-t. Ehhez az alabbi elokésziileteket végeztem el:



e Bead mix: mintanként 10 ul RNA Binding Beads-hez 10 pl Lysis/binding enhancer-t mértem.
Felhasznalasig jégen taroltam.

e TURBO DNase solution: a MagMAX TURBO DNase pufferb6l 49 pl-t mértem ki, amihez 1
ul TURBO DNase-t adtam. A reagenseket vortexeltem és szobahdmérsékleten taroltam.

e Lysis/Binding Solution: 90 ul Lysis Binding Solution Concentrate ¢s 10 pl Plant RNA
Isolation Aid elegye. Az 6sszemérés utan alaposan elkevertem.

e Minta el6készités: 100 mg -80°C-on tarolt mintat 2 ml-es Eppendorf csébe mértem, majd 100
pl Lysis/Binding Solution pipettaztam ra és két db 5 mm-es rozsdamentes acél golyot
helyeztem bele. Ezeket a mintakat elhelyeztem a MixerMill-be (Qiagen), ami 3 percen
keresztiil 30 Hz-en razatta a tesztcsoveket. Ennek leteltével 10 percig centrifugaltam 1000 g-n.

e A plate feltdltése: A plate-re soronként az adott reagenseket pipettaztam bele.

Mennyiség

Sor (ul) Reagens

50 Novényi kivonat
A 35 Izopropanol

20 Bead Mix
B 150 Wash solution 1
C 150 Wash solution 2
D 50 DNaze oldat
E 150 Wash solution 2
F 150 Wash solution 2
G 50 Elution puffer

Kb. 15 perc utan a D sorba RNA Re-binding solution-t kellett mérni. A kivont RNS-t a H sor

tartalmazta. Az RNS mindségének ellendrzését munkatarsaim végezték Bioanalysert hasznalva.

A NAIK-MBK intézetében GAMBINO et al. modositott modszerével vontam ki RNS-t /2008/.
Elsd lépésben eldkészitettem az RNS kivonas soran sziikséges eszkdzoket és reagenseket:
folyékony nitrogén, jég, pipettak, pipettahegyek, dérzsmozsarak, pisztillusok, Eppendorf csdvek

(1,5 ml-s, 2 ml-s), extrakcios puffer, p-merkaptoetanol, kloroform-izoamilalkohol (24:1), 9M



LiCl, SSTE, izopropanol, 4M-0s Na-acetat (pH:5,2), 70%-os alkohol, MQ viz. A vizflirdét és a
termoblokkot 65°C-ra elémelegitettem, a centrifugat 4°C-ra el6hitottem.

150-200 g levélmintat homogenizaltam egy folyékony nitrogénnel lehiitott dorzsmozsarban,
amihez adtam 17 pl B-merkaptoetanolt és 850 ul, vizfiirddben elédmelegitett extrakcios puffert,
attoltottem egy 2 ul-es Eppendorf csObe és erdsen vortexeltem. 10 percig razattam a 65°C-0S
vizfiirdében, kdzben vortexeltem. Ezutan 850 pl, jégen tartott kloroform-izoamilalkoholt (24:1)
mértem hozza és 6vatosan elkevertem. 10 000 rpm-en 10 percig centrifugaltam 4°C-on, kozben
uj 2 ml-es tesztcsoveket készitettem el6. Az uj csovekbe 800 ul kloroform-izoamilalkoholt
(24:1), majd arra a feliiliszot mértem és dvatosan elkevertem. Ujra centrifugéltam 10 000 rpm-en
10 percig ¢€s 4°C-on, ekdzben 1j 1,5 ml-es Eppendorf csoveket készitettem eld. Minden csdbe
250 pl 9M-o0s LiCl-t mértem. Erre pipettaztam ra 450 ul feliiliszot és Gvatosan dontogetve
Osszekevertem, majd 30 perce jégre helyeztem. Ezalatt felmelegitettem az SSTE-t 65°C-ra. A fél
oras inkubalas végén 13 000 rpm-en 4°C-on 20 percig centrifugdltam a mintdkat. A feliiluszot
ledntve a csapadékra mértem 450 ul felmelegitett SSTE-t, vortexeltem, ezt kdvetden tovabbi 450
ul kloroform-izoamilalkoholt (24:1) adtam hozza és dvatosan Gsszekevertem. 10 percig 4°C-on
centrifugaltam 10 000 rpm-en, mikdzben 0j 1,5 ml-es teszt csoveket készitettem eld. Az Uy
csovekbe mintanként 280 pl izopropanolt és 30 pl 4M-0s Na-acetatot pipettaztam, majd erre
mértem ra kb. 400 pl feliiluszot. Ovatosan forgatva elkevertem és 5-10 percig inkubaltam
szobahOmérsékleten. A kovetkezd 1épésben 20 percig 4°C-on 13 000 rpm-en centrifugédltam.
Miutan ledntottem a feliiluszot, ramértem 1 ml hideg etanolt és ijabb 5 percig centrifugaltam
13 000 rpm-en 4°C-on. Ennek végeztével ledntdttem az alkoholt a tesztcsovekbdl és torlopapiron
lecsopogtettem azokat, majd 10 percig szaritottam a mintakat vakuumcentrifugdban. Végiil 25 pl
MQ vizben visszaoldottam a terméket és vortexeltem. Az RNS izolalas sikerességét agaroz
gélelektroforézissel ellendriztem. A mintdkat gélre valo felvitel eldtt a kovetkezdképpen
kezeltem: 5 ul FDE festék, 2 ul MQ viz, 3 pl izolalt RNS, majd denaturaltam 5 percig 65°C-on.
A denaturalt RNS-eket 1,2%-0s gélen futtattam 115V fesziiltségen.

4.3. cDNS szintézis

Ahhoz, hogy az RNS virusok adott szakaszait DNS polimerazzal amplifikalni tudjam, az RNS
molekuldkat cDNS-¢ irtam at RNS-dependens DNS polimerazzal.



A KIS-nél High Capacity cDNA Arcive kit (Applied Biosystem) segitségével készitettem
CDNS-t. A reakci6 elegybe mintanként az alabbiakat mértem bele: 2,5 pl Random Primer Buffer,
1 ul dNTP, 2,5 pl RT buffer, 1,25 pl RNase inhibitor, 1,25 pl Multiscribe Reverse Transcriptase,
valamint 14,5 pl MQ viz. A végtérfogat 23 pl + 2 pul RNS templat. A reakcidelegyet steril
koriilmények kozott mértem Ossze, hogy elkeriiljem a kornyezetben jelen 1évé nukleinsavakkal
valo kontaminacidt. A steril boxot UV fénnyel, valamint 70%-os alkohollal sterilizaltam. Az
RNS templatot egy masik helységben adtam hozza egy lamindris boxban. Az RNS templatot

végig hiithetd blokkban tartottam, hogy meggatoljam annak degradacidjat. Miutan a

reakcidelegyet 6sszemértem, lecentrifugaltam, majd egy PCR késziilékben a kdvetkezd protokollt

alkalmaztam:
° 25°C 10 min
° 37°C 120 min
) 85°C 5 min
° 4°C 00

A tovabbi vizsgalataim soran az igy kapott cDNS-t hasznaltam.

A NAIK-MBK laboratéoriumaban Thermo Scientific RevertAid Reverse Transcriptase-t
hasznaltam (Thermo Fisher Scientific). Az Eppendorf csdbe 500 ng mennyiségnek megfeleld
RNS-t mértem be, amihez 0,25 ul random primert adtam. Ezt kiegészitettem MQ vizzel 3 pl-re.
Ezt 65°C-on denaturaltam 5 percen keresztiil, majd jégre helyeztem. Ezutan hozzaadtam 1 pl
Reaction Buffer-t, 0,25 ul RiboLock RNase Inhibitor-t, 0,5 ul ANTP-t, 0,25 ul RevertAid reverz

transzkriptazt.

A cDNS szintézishez a mintaimat PCR késziilékbe helyeztem és a kovetkezd protokollt

hajtottam végre:

. 25°C 10 min
. 42°C 60 min
J 45°C 10 min
J 70°C 10 min

° 4°C 0



A reakci6 végeztével tizszeresére higitottam a terméket és azzal dolgoztam a tovabbiakban.

4.4. Gradiens PCR

A Q5 enzim (New England Biolabs® Inc.) a tobbi DNS polimerazhoz viszonyitva sokkal
magasabb homérsékleten aktiv. Annak eldontésére, hogy milyen primer-kapcsolodasi
homérséklet az optimalis a CP és MP kodolod szakaszok polimerizaciéjahoz, a NAIK-MBK
laborjaban gradiens PCR-t végeztem. A mix mintanként: 9 ul MQ, 3 pl Q5 Buffer (5x), 1 ul
Forward primer (CP: CPUP, MP: MPUP, 10 uM), 1 ul Reverse primer (CP: RNA 1,2 LO, MP:
MPLO, 10 uM), 0,3 pl ANTP (10 mM), 0,2 pl QS enzim és 0,5 pl templat. A végtérfogat 15 pl.

A PCR-hez az alabbi protokollt alkalmaztam:

J 98°C 30 sec

J 98°C 10 sec

e 52-60°C  20sec 40x
o 72°C 1 min

. 72°C 2 min

° 4°C o0

Primerparonként hat eltéré6 homérsékletet alkalmaztunk, melyek az aldbbiak voltak: 52°C;
52,7°C; 54,5°C; 56,5°C; 58,5°C; 59,8°C.

4.5. RBDV diagnosztikai PCR

Annak eldontésére, hogy az adott mintank tartalmazza-e az RBDV-t, diagnosztikai PCR-t
végeztem el. A PCR soran keletkezett termék azt jelzi, hogy a mintdban megtalalhat6é a virus
orokitdanyaga.

Szlovéniaban a PCR reakciohoz Fermentas Kit-et hasznaltam (Thermo Fisher Scientific).
Mintanként az alabbiakat mértem 6ssze: 2,5 pl 2(NH4),SO4 PCR buffer, 1,5 ul MgCl, (25 mM), 1
ul ANTP (10mM), 0,2 ul Forward primer (RBDV_F, 100 uM), 0,2 ul Reverse primer (RBDV_R,
100 uM), 0,3 ul Taq DNS Polymerase (5 U/uL), 17,3 ul MQ. Ehhez adtam hozza 2 pl-t a cDNS

mintakbol.
Az alabbi PCR programot éllitottam be:

° 94°C 5 min



° 94°C 30 sec

. 55°C 45 sec 40x
J 72°C 1 min

o 72°C 7 min

° 4°C o0

A PCR termékeket 1%-0s agar6z gélen valasztottam el.

Magyarorszagon a diagnosztikai PCR sordn Phire enzimet hasznaltam (Thermo Fisher
Scientific). Az alabbi mixet mértem 0ssze: 9,4 ul MQ, 3 ul Phire Buffer (5x), 0,75 pl Forward
primer (RBDV_F, 100 uM), 0,75 ul Reverse primer (RBDV_R, 100 uM), 0,3 ul dNTP, 0,3 ul
Phire Enzyme, 0,5 pl templat.

Ehhez a reakciohoz az alabbi protokollt alkalmaztam:

e 98°C 30 sec

e 98°C 10 sec

e 55°C 10 sec 40x
o 72°C 20 sec

o 72°C 1 min

o 4°C o0

A PCR végeztével a terméket 1,2%-0s agar6z gélen valasztottam el.

4.6. Az RBDV kopenyfehérjéjéet és mozgdasi fehérjéjét kodolo gének

sokszorozasa PCR-rel

Azért, hogy a kiilonb6zé gazdandvényrdl €s foldrajzi helyrél szarmazdé RBDV variansokat

crer
crer

crer

mozgasi fehérjéjét (MP) kodold virusdarabokra specifikus PCR-t készitettem. A KIS laborjaban a
mix az alabbiak szerint tevodott 6ssze: 12,5 ul Phusion Flash MM (Thermo Fisher Scientific),
1,25 pl Forward primer (CP: CPUP, MP: MPUP, 10 uM), 1,25 pl Reverse primer (CP: RNA 1,2
LO, MP: MPLO, 10 uM), 8 ul MQ, valamint 2 pl cDNS. A végtérfogat 25 pl.

Az alkalmazott primerek szekvenciai:



CP:

MP:

CPUP - CGGTACTGGTGAGGTGTATTT
RNA1,2LO - GGGGTTTGCTCAGCAAAC
MPUP — CTGGACATCTCGAGTTTGC
MPLO - CGATTGGTGGAACAGCT

A PCR protokoll mindkét esetben az alabbi volt:

95°C
94°C
55°C
72°C
72°C
4°C

5 min

1 min

1,5 min 40x
1,5 min

7 min

00

Magyarorszagon Q5 enzimmel szintetizaltam a CP-t és MP-t kddold szakaszokat. A mix
osszetétele: 12 ul MQ, 4 ul Q5 Buffer (5x), 1,3 ul Forward primer (CP: CPUP, MP: MPUP, 10
uM), 1,3 ul Reverse primer (CP: RNA 1,2 LO, MP: MPLO, 10 uM), 0,4 ul dNTP (10 mM), 0,27

ul Q5 enzim és 0,5 pl templat. A végtérfogat 20 pl.

A protokoll:

J 98°C 30 sec

J 98°C 10 sec

e  56,5°C (CP), 58,5°C (MP) 20 sec 40x
. 72°C 1 min

. 72°C 2 min

e 4°C 0

A PCR termékeket 1%-os (Magyarorszdgon 1,2%-0s) agardz gélen valasztottam el, majd a

pozitiv mintakbol a PCR terméket kivagtam és -20°C-on taroltam a gél darabokat a gélbdl valod

tisztitasig.

4.7.

PCR termékek izoldalasa gélbol

Ahhoz, hogy a PCR termékeket klonozni tudjam, azokat agardz gélbdl izolaltam.



A mintdkat mindkét helyen a GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Sciences)
hasznalataval izolaltam.

A gél darabhoz 1:1 aranyban adtam Binding Buffer-t (pl 100 mg-hoz 100 pl Buffer-t). Ezt 10
percre 57°C-ra éallitott termo razatoba helyeztem. Idénként ellendriztem, hogy a gél mennyire
olvadt fel. Miutan a gél felolvadt, az elegyet GeneJET Kit DNS-kot6 oszlopara pipettaztam at.
Ezt 1 percig 13 100 g-n centrifugaltam szobahémérsékleten. Az atszir6dott folyadékot
kiontottem, az oszlopot ugyanabba a csdbe visszahelyezem. Ramértem 700 pl Wash Buffer-t,
szintén 1 percig centrifugaltam, majd ledntdttem a folyadékot a tesztcsd aljabdl €s az oszlopot
visszatéve Ujabb 1 percig centrifugaltam. Végiil a membrant athelyeztem egy 1,5 ml-es
Eppendorf csébe, 50 ul Elution Buffer-t mértem a membranra és ujabb 1 percig centrifugéaltam.

Az igy izolalt PCR termékeket felhasznalasig -20°C-on taroltam.

A NAIK-MBK laborjaban némi modositassal hasznaltam ugyanezt a Kit-et. Kezdetben 65°C-
on olvasztottam a gélt egy termoblokkban. Az Osszes centrifugalas 75 masodpercig és 13 400
rpm (Eppendorf Mini Spin) ment végbe. A legvégén 25 pl Elution Bufferben eludltam a
terméket. A centrifugdlds utdn visszapipettaztam az atfolyt puffert a membranra &s

megismételtem az utolsé 1épést a hatékonyabb elucio érdekében.

4.8. Klonozas

4.8.1. Taptalajok

A KIS-nél harom kiilonb6zo taptalajt készitettem. Az elsd, szilard médiumot a transzformalt
E. coli baktériumok kitenyésztéséhez alkalmaztam. Ebben agart tartalmazo 35 g/l LB broth
talalhatd. Ehhez autoklavozas utan, amint 40°C ala hiilt a taptalaj, 150 mg/l ampicillint és 800
pl/l X-galt mértem. Ezutdn szétosztottam milanyag Petri-csészékbe, hagytam megszilardulni,
majd a hasznalatig 4°C-on taroltam.

A masik két taptalaj annyiban kiillonbozott, hogy az egyikbe 20 g/l LB Broth és 150 mg/l
ampicillin keriilt, mig a masikhoz nem adtam ampicillint. Az elébbit a transzformalt baktériumok

folyékony kultarajadhoz, mig az utobbit a pozitiv kontrollhoz alkalmaztam.

A NAIK-MBK intézetében CloneJET PCR Cloning Kit-et haszndltam (Thermo Fisher
Scientific). A ligalast 10 ul végtérfogatba mértem 6ssze a kovetkezoképpen: 4 ul gélbdl tisztitott



PCR termék, 0,5 ul pJET vektor, 5 ul Reaction Buffer, 0,5 ul ligdz. Ennek elkészitése utan fél

oran at szobahdmérsékleten inkubaltam.
4.8.2. Ligalas

A ligalas soran a klonozni kivant templatot plazmidba juttatom, amelyet a kompetens sejtek a
transzformalas révén felvesznek.

A KIS-nél a One Shot Topl0 Cloning Kit-et hasznaltam (Thermo Fisher Scientific). 4 pl
géIbol tisztitott PCR termékhez adtam 1 pl Salt solution-t és 1 ul TOPO TA vektort. Minimum 30

percet inkubaltam szobahdmérsékleten.

A NAIK-MBK intézetében CloneJET PCR Cloning Kit-et hasznaltam (Thermo Fisher
Scientific). A mix az alabbiakbol tev6dott 6ssze: 4 ul gélbdl tisztitott PCR termék, 0,5 ul pJET
vektor, 5 ul Reaction Buffer, 0,5 pl ligaz. A végtérfogat 10 pl. Ennek elkészitése utan fél 6ran at

szobahdmérsékleten inkubaltam.
4.8.3. Transzformalas

A transzformalds soran a templatot tartalmazo6 plazmidot kompetens sejtekbe juttatjuk.

A KIS-ben a vizfiird6t elémelegitettem 42°C-ra, a SOC tapoldatot és a plate-eket kivettem a
4°C-rol szobahdmérsékletre. A Kit tartalmaz TOP10 kompetens E. coli sejteket, tesztcsévenként
50 ul-t. Ezeket -80°C-on taroljuk. A transzformalashoz kivettem annyi csvet, amennyi mintam
volt és plusz egyet a pozitiv kontrollnak. A kompetens sejteket jégen olvasztottam fel, majd a
centrifuga short spin funkcidjaval centrifugaltam. Minden kompetens sejthez adtam 2 pl ligalod
mixet (a pozitivba 1 pl-t) kdzvetleniil, nem pipettazva. Ezutan 30 percig inkubaltam jégen, majd
fél percig a 42°C-os vizflirdében, utdna visszatettem még két percre a jégre.

A kovetkezd 1épésben lamindris boxban minden tesztcs6hdz 250 ul SOC folyékony taptalajt, a
pozitiv mintahoz 900 pl ampicillin mentes taptalajt adtam, majd egy o6ran at 37°C-on razattam
225 rpm-en. Az egy Ora elteltével Petri-csészékben szélesztettem a transzformalas termékét.
Mintanként két plate-et hasznaltam, az egyiken 50 pl, a masik plate-en 100 pl transzformalt sejtet

szélesztettem, majd 37°C-ra helyeztem inkubalni egy éjszakan at.

A NAIK-MBK laborjaban 100 pl kompetens sejtet 10-15 perc alatt jégen felolvasztottam,

majd egy 15 ml-es mianyag csébe belemértem 5 pl ligalast és 100 pl kompetens sejtet, majd



jégen inkubaltam. 20 perc elteleltével 30 masodpercig 42°C-on hésokkoltam a baktériumokat,
ezutan 0,5 ml SOC tapoldatot adtam hozza és 40 percig razattam 37°C-on. A razatas ideje alatt a
plateket 4°C-rol kivettem és szobahdmérsékletre helyeztem. A razatas végeztével a laminaris
boxban minden plate-re 300 ul szuszpenziot mértem ra és szélesztettem ki. Végiil 37°C-on

inkubaltam egy éjszakan keresztiil.
4.8.4. A Kklonozas sikerességének ellenérzése

4.8.41. Kolonia PCR

A kolonia PCR segitségével ellendrizni tudjuk, hogy a transzformalds utan kindtt telepek
tartalmazzak-e a kivant templatot.

Kolénia PCR-t csak a KIS-nél végeztem. Az itt hasznalt TOPO vektor, kék-fehér szelekciot
tesz lehetové. Transzformansonként 5-5 telepet kivalasztottam, megjeloltem a plate-en és
készitettem egy kolonia PCR-t. Ehhez az alabbi mixet mértem Ossze mintanként: 10 pl Taq
polimeraz, 0,1 pl Forward Primer (CP: RBDV-F és RBDV-R; MP: CPUP, MPLO), 9,8 ul MQ.

A PCR protokoll mindkét esetben az alabbi volt:

. 95°C 1 min

J 95°C 1,5 sec

J 55°C 1,5 sec 35X
o 72°C 30 sec

. 72°C 7 min

° 4°C o0

A koldénia PCR termékeket 1%-o0s agar6z gélen futtattam. CP esetében 250 bp, MP-nél pedig
200 bp hosszusagl terméket kaptunk. Transzformansonként minimum harom pozitiv terméket
teszteltiink, hogy megbizonyosodjunk a transzformalas sikerességérdl.

A pozitiv telepekbdl folyékony kulturat készitettem, ehhez egy-egy telepet steril pipetta
heggyel a megjelolt telepekbdl felszedtem €s belehelyeztem a pipettahegyet egy kémcsdbe, ami 5
ml LB Broth taptalajt tartalmazott. Ezeket 37°C-on egy éjszakan at razattam.

A NAIK-MBK-nal pJET vektort hasznaltam. Ennek klonozé tartomanyaban egy letalis gén
talalhat6. Ha nem épiil be az inszert, nem nd ki a baktérium, emiatt nincs sziikség kolénia PCR-

re. Kivalasztottam 2-2 kiilonallo, nagy telepet, majd egy steril fogpiszkaloval egy-egy csikot



huztam egy LB + amp. plate-re. A fogpiszkalot ezutan egy iivegbe helyeztem, ami 3 ml LB
Broth+amp taptalajt tartalmazott. A master plate-et 37°C-on inkubaltam egy éjszakan at. A

folyékony kultarat szintén 37°C-on razattam egy éjszakan keresztiil.

4.8.4.2. Plazmid izoldlds

A plazmid izolalas soran az E. coli baktériumokbdl kinyertem a plazmidokat, amelyek
tartalmazzak a kivant DNS szakaszt, amelyet kés6bbiekben szekvenaltattunk.

A KIT-ben az egy éjszakan at tartd razatas utdn a GenelJet Plasmid Miniprep Kit (Thermo
Fisher Scientific) segitségével plazmidot izolaltam.

4 ml folyékony kultarat két darab 2 ml-es Eppendorf csdbe toltdttem, majd 2 percig maximum
sebességen centrifugaltam (13 400 rpm) és a feliiliszot eltavolitottam a pelletr6l. Az azonos
mintakat tartalmazé tesztcsovek egyikébe belemértem 250 pl Resuspension Solution-t és fel-le
pipettazassal reszuszpendaltam a pelletet, majd ezt dtmértem a masik, azonos mintat tartalmazo
csObe €s az abban talalhato pelletet is reszuszpendaltam. A kovetkezd 1épésben 250 ul Lysis
Solution-t (lizis oldat)mértem a csdvekbe, majd 6vatosan 4-6x megforgattam, amig kissé ki nem
tisztult és 5 percen beliil hozzamértem 350 pl Neutralization Solution-t (semlegasitd oldat).
Szintén Ovatosan megforgattam kb. 6x a csOveket. Ezek utan 5 percig centrifugaltam ¢és a
feliiluszot atpipettaztam egy Genelet Spin oszlopra. Egy percig centrifugaltam, majd az
atsztirddott folyadékot kiontottem, az oszlopot ugyanabba a csébe visszahelyeztem. Ramértem
500 pul Wash Buffer-t, egy percig centrifugaltam, ledntéttem az atsziir6dott frakciot és
megismételtem jra a mosast. Miutan ledntéttem a folyadékot a tesztcsd aljabol, a membrant
visszatéve Ujabb 1 percig centrifugaltam. Végiil a membrant athelyeztem egy 1,5 ml-es
Eppendorf csébe, 50 ul Elution Buffer-t mértem a membranra és ujabb 1 percig centrifugaltam.
Az igy kitisztitott plazmidot felhasznalasig -20°C-on taroltam.

A maradék folyékony kultarat attoltdttem egy 2 ml-es tesztcsdbe, 750 pl glicerint mértem ré és
eltettem -80°C-ra. Az igy eltarolt folyékony kulturak a késébbiekben sziikség esetén ujra
felhasznalhatdak lehetnek.

Magyarorszagon a NucleoSpin”® Plasmid Kitet (Macherley — Nagel) hasznaltam. Mintanként
1,5 ml folyékony kultarat mértem egy 1,5 ml-es teszt csdbe, amit 1 percig centrifugaltam 13 400
rpm (Eppendorf Mini Spin). A feliiliszot leontottem és ujabb 1,5 ml kultirdt mértem ra és

ismételten centrifugaltam. A feliiliszé ledntése utdn maradt csapadékra 250 pl Buffer Al-et



mértem ¢€s fel-le pipettazassal reszuszpendaltam a pelletet. A kdvetkezd 1épésben 250 pl Buffer
A2-t adtam hozza és kb. 6-szor megforgattam a csoveket. 5 percen beliil hozzamértem 300 pl
Buffer A3-at és a csoveket addig forgattam, mig a kék szin teljesen el nem tiint.

A mintakat 10 percen at centrifugaltam 13 400 rpm-en és a feliiluszot atmértem egy oszlopra,
amit 75 masodpercen at centrifugaltam. Az atsziirddott frakciot kiontdttem, az oszlopot
visszahelyeztem ugyanabba a csébe. A mosasnal eldszor 500 ul Buffer AW-t mértem ra,
centrifugaltam 75 sec-on at és ledntottem az atszirddott frakcidt, majd ugyanezt megismételtem
600 pl Buffer A4-gyel. A membran szaritasahoz 4 percen at centrifugaltam az oszlopokat mosé
puffer nélkiil. Az utolsé 1épésnél 50 pul MQ vizben elualtam a terméket. Centrifugéalds utan

visszapipettaztam az atfolyt MQ vizet a membranra és megismételtem az utolséd 1€épést.

4.8.4.3. Restrikcios emésztés

Restrikcios emésztést hasznaltam az inszert klonozashoz hasznalt plazmidba valo ligdlasanak
ellendrzésére.

Szlovénidban a mintakat TOPO TA (Thermo Fisher Scientific) vektorba ligaltam, amely
multiklonozd helyének mindkét oldalan megtaldlhato az EcoR 1. hasitohely, ezért EcoR I.
enzimet hasznaltam az emésztéshez. A reakciohoz mintanként az aldbbiakat mértem Ossze: 1 ul
EcoR I. Buffer, 0,1 ul EcoR I. enzim (Thermo Fisher Scientific), 7 ul MQ viz és 2 ul plazmid.

A magyarorszagi mintdkat pJET (Thermo Fisher Scientific) vektorba ligaltam. Az
emésztéshez az alabbi mixet készitettem mintanként: 2 ul Tango Buffer, 0,4 ul Xba 1., 0,2 ul Xho
I. (Thermo Fisher Scientific), 5,4 ul MQ viz és 2 ul templat.

A mixet 37°C-on 1 6ran at inkubaltam.

Az emésztés sikerességének ellendrzéséhez a tisztitott plazmidbol mintanként 2 pl-t festettem
meg 2 ul DNS festékkel, mig az emésztett termék teljes 10 pl-es mennyiségét festettem meg 2 pl
DNS festékkel az Eppendorf-csében. Ezutan az emésztett és az emésztetlen termékeket egymas

mellett 1,2%-os agardz gélen valasztottam el.

4.9. Szekvendlas — nukleinsav sorrend meghatdrozds

A szekvenalas Sanger-féle enzimatikus szekvendalassal tortént, a BIOMI Kft altal.

4.10. Bioinformatikai elemzések



A Sagner szekvenalds eredményét kromatogram forméjaban kaptam meg a BIOMI Kft-t6l.
Ezeket a kromatogramokat Chromas program segitségével nyitottam meg, majd az NCBI

honlapjan talalhaté BLAST programmal (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) hasonlitottam

Ossze a virus referencia genomjanak adott génjével. Az igy azonositott szekvencidkat a Clustal

Omega online program hasznalataval hasonlitottam Ossze

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), melynek eredményeként az adott génekre nézve
szazalékos egyezOséget kaptam. Az aminosav sorrendet EMBOSS  Transeq-kel
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/) forditottam le, és az igy kapott aminosav

sorrendeket szintén a Clustal Omega programmal hasonlitottam 6ssze, igy megfigyelhettem a
szazalékos egyezdségiiket egymashoz képest. A génekbdl €s az aminosav sorrendekbdl MEGA6
programmal filogenetikai fakat szerkesztettem. A fak szerkesztésénél a mintaimon és a
referencian kiviill a Rubus multibracteatus (Genbank accession no. DQ120126) és a Citrus

Idaeovirus-t (CIV) (Genbank accession no. DQ100358) génjeit is felhasznaltam.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/

5. Eredmények és értékelésiik

5.1.  RBDYV fertozés azonositisa

A KIS-nél azt vizsgaltam, hogy a virusfertdz¢s tiineteit mutatd szol6 és malnandvények koziil
mely egyedek voltak RBDV-vel fertdzottek. Az elsé Iépésben cDNS-t készitettem random
primerekkel. Az igy kapott cDNS-t haszniltam templatként, majd az RBDV-F, RBDV-R
diagnosztikai primer part hasznalva diagnosztikai PCR-t végeztem (9. abra). A termékek 250 bp
nagysaguak.

neg. 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. M

1000 bp

500 bp

9. abra: RBDV kimutatasa diagnosztikai PCR-rel Szlovéniaban. Neg: negativ kontroll;
1.: Vitis_HUL,, 2.: Vitis_HU2.; 3.: Vitis_SI; 4.: Rubus_SlI; 5-9. tovabbi szlovén malna
mintak; 10-11.: pozitiv kontroll M: DNS molekulatomeg marker (GeneRuler, 100 bp ladder

plus, Thermo Scientific).

A gélkép alapjan kideriilt, hogy a Vitis HUI, Vitis_HU2, Vitis_SI, Rubus SI mintak,
valamint harom tovéabbi szlovén malna minta pozitiv volt. A végén talalhatd két pozitiv kontroll
(10-11.). A negativ kontrollban is megfigyelhetd az RBDV-t jelz6 specifikus fragmentum, ami
keresztszennyezddésre utal, viszont az alkalmazott primerpar megbizhato, a pozitiv mintdknal

erds jelet kaptam, a két tovabbi malna mintanal nincs jel, vagyis negativ, emiatt nem tartottam



sziikségesnek a reakci6 ismétlését. A tovabbiakban a Vitis HU1, Vitis_HUZ2, Vitis_SI, Rubus_SI
¢és a harom pozitiv malna mintaval dolgoztam.

A NAIK-MBK-ban vizsgalt mintak koziil a malnan tiinetek jelentkeztek, mig a sz416 esetében
kis RNS-ek ujgeneracios szekvenalasaval végzett virusdiagnosztika alapjan deriilt ki, hogy
RBDV-vel fert6zott. Szintén a RBDV-F, RBDV-R primereket hasznaltam a virus
diagnosztikahoz, ahogy azt a KIS-nél is elvégeztem (10. abra).

M neg 1. 2.

1000 bp

500 bp

10. abra: RBDV kimutatasa Magyarorszagon diagnosztikai PCR-rel. M: DNS
molekulatomeg marker (GeneRuler, 100 bp ladder plus, Thermo Scientific); neg: negativ

kontroll; 1.: Vitis HU; 2.: Rubus_HU.

A diagnosztika soran beigazolodott, hogy mindkét magyarorszagi minta RBDV-vel fert6zott.

5.2. Az RBDV CP és MP amplifikalasa PCR-rel

A diagnosztikai primerekkel végzett PCR alapjan RBDV fert6zottséget mutaté mintakbol
bazissorrendjét megéllapithassam és ezek alapjan filogenetikai vizsgalatokat végezhessek.

A klonozas els6 1épéseként a KIS-nél egy meglévd protokollt alkalmazva végeztem el a CP és

crer



1 000 bp

M
=
——

500 bp

11. abra: RBDV CP amplifikaciéjanak eredménye a KIS-nél. Neg: negativ kontroll; 1.:
Vitis HUL1 CP., 2.: Vitis HU2_CP.; 3.: Vitis_SI_CP; 4.: Rubus_SI_CP; 5-7. tovabbi szlovén
malna mintak; M: DNS molekulatomeg marker (GeneRuler, 100 bp ladder plus, Thermo
Scientific).

A kopenyfehérjék esetében egyes mintdknal a vart mérettartomanyban két fragmentum
keletkezett. Ezekbdl kivalasztottam az 1 000 bp-hoz kozelebb 1évoket. Ezt az abran nyillal

jeloltem.

1000 bp

500 bp

Vitis_ HU2_MP.; 2.: Vitis_SI_MP; 3.: Rubus_SI_MP; M: DNS molekulatomeg marker
(GeneRuler, 100 bp ladder plus, Thermo Scientific).

Ezen eredményeket felhaszndlva valasztottam ki négy mintat tovabbi vizsgalataimhoz, melyek

az alabbiak: Vitis HUI, Vitis HU2, Vitis_SI és Rubus_SI.



A NAIK-MBK-nal a CP és MP amplifikaciojahoz jo hibajavité tulajdonsaggal rendelkezd Q5
DNS polimerazt hasznaltam, amihez eldszor gradiens PCR-rel meghataroztam a primer
kapcsolodasi homérsékletének optimumat. A reakcid sikerességét 1,2%-os agardz gélen torténd

gélelektroforézissel vizsgaltam (13. abra).

Kopenyfehérje Mozgasi fehérje

M s2c 52,7 545 (G65)585 598 52°C 52,7 545 56,5(58,5)59,8

1000 bp ) e— — i ‘el \q— —— ——

500 bp

13. abra: Gradiens PCR a CP és MP Q5-tel valé amplifikaciojanak optimalis primer-
kapcsolodasi homérsékletének megallapitasara. M: DNS molekulatomeg marker

(GeneRuler, 100 bp ladder plus, Thermo Scientific).

A PCR soran kideriilt, hogy Q5 enzimmel a képenyfehérjét kodold szakasz amplifikalasanal
az optimalis primer-k6t6dési hémérséklet 56,5°C, mig a mozgasi fehérjét kodold szakasz
polimerizalasahoz 58,5°C 0s primer-kapcsolodasi hdmérséklet sziikséges.

Az optimalizalt protokollt hasznalva végeztem el a CP-t és az MP-t kodolo szakaszok

amplifikalasat (14. és 15. abra).



M 1. 2 neg.
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500 bp

14. abra: Kopenyfehérjét kodolo szekvencia amplifikacioja. M: DNS molekulatomeg
marker (GeneRuler, 100 bp ladder plus, Thermo Scientific); 1.: Vitis HU_CP; 2.:
Rubus HU_CP; neg.: negativ kontroll.

Mozgasi fehérje
[\ 1. 2. neg

1000 bp ! - - “
.

500 bp

15. abra: Kopenyfehérjét és mozgasi fehérjét kodolé szekvencia amplifikaciéja. M: DNS
molekulatomeg marker (GeneRuler, 100 bp ladder plus, Thermo Scientific); 1.:
Vitis HU_MP; 2.: Rubus_HU_MP; neg.: negativ kontroll.

Elvégeztem a CP és az MP specifikus PCR-t, amely soran a kopenyfehérjét és a mozgasi

fehérjét kodold gén szakaszait sikeresen amplifikaltam mindkét mintdbol (Vitis HU CP és

Vitis HU MP; Rubus Hu CP és Rubus Hu MP).



5.3. Az RBDV CP és MP klonozasa

A CP és MP kodold szakaszokat kitisztitottam a gélbdl és plazmidba ligaltam (KIS: TOPO
TA vektor, NAIK-MBK: pJET wvektor), majd ezekkel kompetens E. coli sejteket
transzformaltam. A transzformalt sejteket taptalajon szélesztettem.

A KIS-nél kolonia PCR-rel ellendriztem, hogy a transzformalas utan kin6tt E. coli telepek
koziil melyekben taldlhaté meg a klonozott DNS darab, azaz sikeres volt-e a klonozas. A CP

kolonia PCR-t RBDV-F és RBDV-R, a MP kolonia PCR-t CPUP és MPLO primerekkel

végeztem. A 16. dbran szemléltetésképpen az MP kolonia PCR eredménye lathato.

1000 bp

500 bp

16. abra: A mozgasi fehérje kolonia PCR eredménye. A keletkezett termék (nyillal
jelolve) azt bizonyitja, hogy az adott telep tartalmazza a klénozott DNS fragmentumot. 1-
12.: a telepek szama; M: DNS molekulatomeg marker (GeneRuler, 100 bp ladder plus,

Thermo Scientific).

Az eredmények alapjan nem minden telep tartalmazta a klonozott DNS darabot. A kolonia
PCR alapjan pozitiv baktériumtelepeket folyadékkultiraban felndvesztettem, majd ezekbdl
plazmidot tisztitottam.

Az MBK-ban a transzformalas utan kinétt telepeket folyadékkultirdban felnovesztettem és
beldliik plazmidot tisztitottam. A plazmid izolalds és a klonozas sikerességét restrikcios
emésztéssel ellendriztem. Ez esetben az emésztés soran a plazmidot olyan restrikcidés enzimmel

kell emészteni, melynek hasitohelye a klonozé plazmidot kdzrefogja. (TOPO TA vektor — EcoR



L. restrikcios enzim, pJET vektor - Xba I. és Xho 1. enzimek). A 17. abran szemléltetésképpen a

Vitis HU és Rubus HU mintak restrikcios emésztése lathato.

1500 bp
1000bp =

17. abra: A kopenyfehérje és mozgasi fehérje gének restrikcios emésztésének eredménye.
M: A EcoR 1. HIND III. marker; 1.: Vitis HU MP; 2.: Vitis HU MP emésztett termék; 3.:
Rubus_ HU_MP; 4.: Rubus_ HU _MP emésztett termék; 5.: Vitis HU_CP; 6.: Vitis HU_CP

emésztett termék; 7.: Rubus HU CP; 8.: Rubus HU CP emésztett termék.

Az agardz gélelektroforézis eredményén lathatd, hogy a MP esetében kb. 1 200 bp, a CP
esetében egy kb. 1 000 bp hosszsagu termék keletkezett az emésztés soran. Ezek alapjan a
klonozas sikeres volt, az E. coli-bdl tisztitott plazmidok tartalmaztak az RBDV egy darabjat, igy

ezeknek a bazissorrendjét hagyomanyos Sanger szekvenalassal meghataroztattuk.



5.4.

5.4.1. A kopenyfehérjét kodolé gének dsszehasonlitasa

A kopenyfehérjét kodold szekvencidk szerint az RBDV-nek az

Vitis_HUZ2_CP
Vitis_SI_CP

Vitis_HU1_CP
Vitis HU_CP
_lj Rubus_Ref CP_NC_003740

Rubus HU CP
Rubus_SI CP
Rubus_multibracteatus_ CP_DQ120126

Szekvenciak elemzése kiilonbozo bioinformatikai modszerekkel

Citrus_idaeovirus_DQ100358

irodalmi

18. abra: Filogenetikus fa az RBDV kopenyfehérjéjét kodolo gén alapjan.

adatokkal

megegyezOen harom csoportja van /MAVRIC PLESKO & VIRSCEK MARN 2009/. A sz6l6t, a

malnat, valamint a Rubus multibracteatus-t fert6z6 RBDV kiilon-kiilon csoportot alkotnak. A
Citrus ldaeovirus-t (CIV) 2006-ban publikaltak /DERRICK et al./. Az RBDV is ebbe a genusba
tartozik, emiatt bizonyos foku hasonlosag figyelheté meg az RBDV és a CIV kopenyfehérijét

kodolo génjei kozott (63%-os egyezdség a referencidhoz képest). Foldrajzilag a Kinaban talalt

Rubus multibracteatus-bol izolalt virus CP génje az, ami nagyobb eltérést mutat a malna és sz616

mintakhoz képest.

2. tablazat: Az RBDV kopenyfehérje gén hasonlésagi matrixa szazalékban megadva

Ref. Rubus_SI | Rubus_HU | Vitis_HU | Vitis_HU1 | Vitis_HU2 | Vitis_SI | R. multib.
Ref. 100 88 97,2 94,9 94,6 95 95 87,5
Rubus_SI 88 100 88,6 87,4 87,2 87,9 87,9 85,5
Rubus_HU | 97,2 88,6 100 95,4 95, 95,5 95,5 88,2
Vitis_HU 94,9 87,4 95,4 100 98,2 98,6 98,6 87,4
Vitis_HU1 94,6 87,2 95 98,2 100 98,7 98,7 86,9
Vitis_HU2 95 87,9 95,5 98,6 98,7 100 100 87
Vitis_SlI 95 87,9 95,5 98,6 98,7 100 100 87
R. multib. 87,5 85,5 88,2 87,4 86,9 87 87 100




A referencia szekvencia a vizsgalt mintaim koziil leginkabb a magyar malnaval egyezik,

97,2%-ban, mig legtavolabb a szlovén malna minta van. Ebben az esetben csak 88% az

azonossag.

A sz016 izoldtumok 98-100%-ban azonosak és 94,6-95%-ban hasonloak a referencia

szekvenciaval. A tablazatban lathatd, hogy a Vitis HU2 és Vitis_SI mintdk kdpenyfehérje génjei

100%-ban megegyeznek.

R. multibracteatus 85-88%-ban homoldg a sz616 és malna mintakkal, 87,5%-ban pedig a

referenciaval. Ez a nagyfoku eltérés nagyobb eséllyel ered a foldrajzi elhelyezkedésbdl, nem

pedig a gazdandvény fajabol, mivel a Rubus nemzetségen beliil nagyobb eltérést mutat a két

fajban izolalt virus CP génjei (Rubus idaeus és Rubus multibracteatus), mint a Rubus és Vitis

nemzetség kozott.

5.4.2. A kopenyfehérje aminosav sorrendjeinek dsszehasonlitasa

Vitis_HU2_CP_1
Vitis_SI_CP_1

Vitis_HU1_CP_1

Vitis_HU_CP_1

Rubus_Ref CP_NC 003740 1
Rubus_HU_CP_1
Rubus_SI_CP_1

Rubus_multibracteatus_CP_DQ120126_1

0.05

Citrus_idaeovirus_DE100358_1

19. abra: Filogenetikus fa az RBDV kopenyfehérje aminosav sorrendje alapjan.

Az aminosav sorrendek alapjan nagyobb az RBDV izolatumok kozotti homologia, mint

nukleinsav szinten, ami a 16ty0gd géneknek tudhato be, vagyis hogy egy aminosavat tobb kodon

is kodolhat, igy az eltérd bazissorrend is kddolhatja ugyanazt az aminosavat.

3. tablazat: Az RBDV kopenyfehérje aminosav sorrend hasonlosagi matrixa szazalékban

megadva
Ref. Rubus_SI | Rubus_HU | Vitis_HU | Vitis_HU1 | Vitis_HU2 | Vitis_SI | R. multib.
Ref. 100 93,1 99,3 97,1 97,1 97,5 97,5 91,6




Rubus_SI 93,1 100 93,4 91,6 92 92,3 92,3 89,8
Rubus_HU 99,3 93,4 100 97,1 97,1 97,5 97,5 92,3
Vitis_HU 97,1 91,6 97,1 100 98,5 98,2 98,2 91,2
Vitis_HU1 97,1 92 97,1 98,5 100 98,9 98,9 91,2
Vitis_HU2 97,5 92,3 97,5 98,2 98,9 100 100 91,6
Vitis_SI 97,5 92,3 97,5 98,2 98,9 100 100 91,6
R. multib. 91,6 89,8 92,3 91,2 91,2 91,6 91,6 100

A referencia 99,3%-ban azonos a magyarorszagi malna mintaval. Ez a legnagyobb homologia
a referencia és az altalam vizsgalt mintdk kozott. Az dbran lathato, hogy a szlovén malna minta
kissé elkiiloniil a referenciatol, 93,1%-ban egyezik az aminosav sorrendjiik, mig ugyanez a minta
90%-ban azonos a R. multibracteatus-szal.

A Vitis HU2 ¢s Vitis SI mintak CP génjei 100%-ban egyeznek, igy az aminosav
sorrendjiikben sincs eltérés. Ezen feliil a sz616 mintak kb. 97%-ban megegyeznek a referenciaval

¢és 98-99%-ban egymassal.

5.4.3. A mozgisi fehérjét kodolo gének dsszehasonlitasa

Vitis_HU2_MP
Vitis_SI_MP
Vitis_HU1_MP
Vitis_ HU_MP
Rubus_SI_MP
Rubus_Ref MP_NC_003740
Rubus_HU_MP
Rubus_multibracteatus_ MP_DQ120126
Citrus_ldaeovirus_ MP_DQ100358
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20. abra: Filogenetikus fa az RBDV mozgasi fehérjét kodolé gén alapjan.

Az RBDV mozgasi fehérjét kodolod gének esetén nagyobb a homologia mértéke a malna és a
sz016 mintak kozott, de itt is megfigyelhetd a harom csoport: a sz616t, a malnat és a Rubus

multibracteatus-t fert6z6 RBDV kozott.

4. tablazat: Az RBDV mozgasi fehérje gén hasonldsagi matrixa szazalékban megadva.

| Ref. | Rubus_HU | Rubus_SI | Vitis_HU | Vitis_HU1 | Vitis_HU2 | Vitis_SI | R. multib.




Ref. 100 98,4 97,8 95,5 96 96 95,9 86,5
Rubus_HU 98,4 100 98 95,8 96,5 96,5 96,4 86,5
Rubus_SI 97,8 98 100 95,5 96,1 96,1 96,1 86,6
Vitis_HU 95,5 95,8 95,5 100 98,5 98,4 98,3 86,5
Vitis_HU1 96 96,6 96,1 98,5 100 99 98,9 86,6
Vitis_HU2 96 96,5 96,1 98,4 99 100 99,9 86,4
Vitis_SI 95,9 96,2 96 98,3 99 99,9 100 86,4
R. multib. 86,5 86,5 86,6 86,5 86,6 86,4 86,4 100

A referenciahoz a mintaim

koziil legkozelebb, ahogy a CP génnél is megfigyelhetd, a

magyarorszagi malna minta all, 98,4%-0s egyezGséggel, mig legtavolabb a Vitis HU minta

95,5%-kal. A Rubus multibracteatus 86,5%-ban azonos a referenciaval.

A malna minték szekvencidja kb. 98%-ban megegyezik egymassal.

A Vitis HU2 és a Vitis_SI 99,9%-0s hasonldsagot mutat egymassal, ami §sszhangban van a

CP gén homoldgiajaval. Emellett a sz616 mintak 98-99%-0s azonossagot mutatnak egymassal, és

kb. 96%-ban egyeznek a referencia génnel.




5.4.4. A mozgasi fehérje aminosav sorrendjeinek 6sszehasonlitasa
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21. abra: Filogenetikus fa az RBDV mozgasi fehérje aminosav sorrendje alapjan.

Itt is jol megfigyelheté a harom csoport. Az abrén lathatd, hogy a Vitis HU2 ¢és a Vitis_SI

mintak azonosak.

5. tablazat: Az RBDV mozgasi fehérje aminosav sorrend hasonlosagi matrixa

szazalékban megadva.

Ref. | Rubus_HU | Rubus_SI | Vitis_HU | Vitis_HU1 | Vitis_HU2 | Vitis_SI | R. multib.
Ref. 100 98 98,6 94,7 96,1 95,5 95,5 89,4
Rubus_HU 98 100 99,2 94,7 95,8 95,3 95,2 89,9
Rubus_SI 98,6 99,2 100 95 96,4 95,8 95,8 89,4
Vitis_HU 94,7 94,7 95 100 97,2 96,9 96,9 88
Vitis_HU1 96,1 95,8 96,4 97,2 100 98 98,0 88,6
Vitis_HU2 95,5 95,3 95,8 96,9 98,1 100 100 87,4
Vitis_SI 95,5 95,3 95,8 96,9 98,1 100 100 87,4
R. multib. 89,4 89,9 89,4 88 88,6 87,4 87,4 100

A referencia aminosav sorrendje legnagyobb mértékben (98,6%) a szlovén malna mintahoz
hasonlit, mig az altalam vizsgalt mintak koziil a Vitis. HU mintatol tér el a leginkabb (94,7%). A

malna mintdk kb. 98-99%-ban azonosak a referenciaval, 99,2%-ban egymassal.




A Vitis_HU2 ¢és a Vitis SI MP gén nukleinsav sorrendje 99,9%-ban egyezett, mig az
aminosav sorrendjik 100%-ban azonos. A sz0l6 mintdk 97-98%-o0s egyezdséget mutatnak
egymassal, 95-96%-ban a referenciaval is homolog az aminosav sorrend;jiik.

A R. multibracteatus 89,4%-ban homolog a referenciaval. A legnagyobb mértékli azonossagot

a Rubus_ HU mintaval mutatja, kdzel 90%.



6. Kovetkeztetések és javaslatok

A vizsgalataim soran arra kerestiink valaszt, hogy mennyiben kiilonboznek az eltérd
gazdandvényen és a kiilonboz6 orszagokban izolalt RBDV vonalak. Ezt nukleinsav és aminosav
szinten is vizsgaltam.

A vizsgalataim soran azt tapasztaltam, hogy az irodalommal megegyezden az RBDV vonalak
harom csoportba oszthatok: malnat és szedret fert6z0, sz616t, valamint R. multibracteatus-t
fert6z6 agensre. Bar a sz616 és a malna rendszertanilag tavol all egymastol, az azokat fert6z6
RBDV-k nagyobb mértékben azonosak egymdssal, mint a malnat és az azzal egy csaladba
tartozd6 Rubus multibracteatus-t fert6z6 RBDV. Emellett nincs eltérés a mas orszagokban, de
azonos fajon izolalt RBDV-k kozott, vagyis az eltérd genusba tartozd, de foldrajzilag kozel
elhelyezkedd novényeket fert6z6 RBDV-k kozott nagyobb volt a homologia, mint az azonos
genusba, de foldrajzilag tavol 1évé novényeket fert6z6 RBDV-k kozott

Az RBDV komoly termés — és allomanyveszteséget okozhat a malna esetében. A sz6l6
vonatkozdsaban az eddig leirt tlinetek a szabalytalan foltok és a levél sarguldsa. Véleményem
szerint sziikséges megallapitani, hogy a virus képes-e atterjedni sz616r6l malnara, és ha igen,

milyen modon.



7. Osszefoglalas

A ndvénypatogén virusok szdmos esetben okoznak nagy gazdasagi kart, emiatt fontos az
elleniik valé védekezés.

A Malna bokros torpiilés virus (RBDV) egy jelentds malna patogén, vilagszerte fertdzi a
Rubus nemzetség tagjait. Természetes koriilmények kozott eloszor 2003-ban izolaltak sz616
gazdanovényen. Célom az volt, hogy megallapitsam, mennyire hasonlitanak a mas orszagban és

eltérdé gazdandvényrdl izolalt RBDV vonalak.

A kutatasom egy részét a Kmetijski institut Slovenije (KIS)-ben végeztem, azzal a
kutatocsoporttal, akik el6szor detektaltdk az RBDV-t sz616n, a vizsgalatok masik fele pedig a
Nemzeti Agrarkutatasi €s Innovacios Kozpont Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kutatdintézetben
(NAIK-MBK) zajlott. A vizsgalatba vont egyedek szlovén és magyar leléhelyrdl gyiijtott sz616
¢s malna mintdk voltak. El6sz6r a mintdk RBDV-vel valo fert6zottségét vizsgaltam, a virussal
fertdzott mintakbol pedig az RBDV darabjait klonoztam, hogy a virusvariansok rokonsagi
viszonyait megallapithassam. Ennek érdekében a mintakbol RNS-t tisztitottam, majd cDNS-t
irtam. Diagnosztikai PCR-rel megvizsgaltam, hogy a mintak fertézottek-e. A fert6zott mintakbol
kapott szekvenciakat bioinformatikai modszerekkel elemeztem.

Az eredményeim szerint az RBDV a szakirodalommal egyezden klaszterez6dik malnat, sz616t
és R. multibracteatus-t fert6z6 vonalakra.

Ezek alapjan azt a kovetkeztetés lehet levonni, hogy bar a sz616 és a malna rendszertanilag
nincsenek kozel egymashoz, az azokat fert6z6 RBDV nagyobb mértékben azonosak egymassal,
mint a malnat és az azzal egy csaladba tartozo Rubus multibracteatus-t fert6z6 RBDV, vagyis az
eltérd genusba tartozo, de foldrajzilag kozel elhelyezkedd ndvényeket fertéz6 RBDV-k kozott
nagyobb volt a homologia, mint az azonos genusba, de foldrajzilag tavol 1évé ndvényeket fert6zo

RBDV-k kozott.

A jovében fontos lenne megéllapitani, hogy a sz6ldn okoz-e a levél sarguldsin és
foltosodasan kiviil maés tiinetet is, illetve az RBDV képes-e természetes uton sz6ld

gazdandveényrdl malnat fertdzni.
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