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Diagnostyka
Diagnostic

Cucumber vein yellowing virus (Ipomovirus)

Zakres

Standard opisuje protokét diagnostyczny dl&€ucumber vein yellowing virus
(Ipomovirus)

Zatwierdzenie i nowelizacja
Zatwierdzony we wrzmiu 2007.
Wprowadzenie

Cucumber vein yellowing viru¢pomovirug (CVYV) powoduje powane szkody w
uprawach ogorka i innych dyniowatych. Wirus przemmoy jest mechanicznie oraz przez
maczlika Bemisia tabagi w sposob poéitrwalty (Mansour & Al-Musa, 1993). deg
wystepowanie zostato odnotowane w Iranie, Sudanie onazvielu krajach Basenu Morza
Srodziemnego, takich jak: Cypr, Izrael, Jordaniart@®galia, Hiszpania i Turcja (Cohen &
Nitzany, 1960; Harpaz & Cohen, 1965; Al-Musa i wsp985; Yilmaz i wsp., 1989;
Andalucia Department of Agriculture and Fisheriz801; Cuadrado i wsp2001; Louro i
wsp., 2004; Papayiannis i ws3005; OEPP/EPPO, 2005; Bananej i wR006).

CVYV naturalnie infekuje uprawne §iiny dyniowate, takie jak ogérekClcumis
sativug (Cohen & Nitzany, 1960), melorCgcumis melp (Yilmaz i wsp., 1989), arbuz
(Citrullus lanatug (Janssen & Cuadrado, 2001) i cukin@u€urbita pepd (Rubio i wsp.,
2003). Dzikie dyniowate gsrowniez przedstawiane jako §tbny zywicielskie w Jordanii
(Mansour & Al-Musa, 1993) i w Hiszpanii (Janssenwsp., 2002). Naturalne infekcje
gatunkéw chwastow natgcych do rodzin innych ni Cucurbitaceaepisano w Hiszpanii
(Janssen iwsp 2002). Prowadzono badania z zastosowaniem anexnej inokulacji oraz
inokulacji poprzea. tabaci na eksperymentalnyclywicielach naleacych do dyniowatych,
takich jak: Cucurbita moschata Cucurbita foetidissimaCitrullus colocynthis(Cohen &
Nitzany, 1960; Al-Musa i wsp., 1985; Yilmaz i wsd.989; Mansour & Al-Musa, 1993).
Wirus mae infekowa zaréwno uprawy na otwartych przestrzeniach jalod foliowymi
tunelami. Skutki ekonomiczne powodowane przez wirgs powaniejsze w uprawach
prowadzonych pod ostonami, poniewa takiej sytuacji trudniej jest kontrolowavektora.
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Dodatkowe informacje mmma odnalé¢ w arkuszu informacyjnym EPPO dotycym
Cucumber vein yellowing vir§pomovirug (OEPP/EPPO, 2005).

Tozsamaé

Nazwa Cucumber vein yellowing virgpomovirug

Synonimy (w tym nazwy byte) Bottle gourd mosaic virus (Cohen & Nitzany, 196&rpaz
& Cohen, 1965)

Akronim : CVYV

Stanowisko taksonomicznewirusy: Potyviridae: Ipomovirus

Kategoria fitosanitarna: EPPO —lista A2, nr 316.

Wykrywanie

Objawy

Rosliny ogoérka poraone CVYV wykazuy przej@nienia nerwOw na najmiodszych
lisciach (Cohen & Nitzany, 1960) (Ryc. 1). Czasamievbsije s¢, zOta/zielorg mozaik na
owocach (Cuadradoi wsp.,, 2001). Objawy na melonie zostaly opisane jakékniccie
nerwow, przejgnienie nerwow oraz zahamowanie wzrostu (Yilmazspw 1989) (Ryc. 2).
Zjawisko nagtej smierci obserwowano na §inach melona w Hiszpanii (Janssen &
Cuadrado, 2001). Nadllmach arbuza czasami obserwuje delikatry chloroz lisci (Ryc.
3), ale zdecydowanie exiej objawy g§ niepozorne lub w ogdle nie ulegagkspresii
(Andalucia Department of Agriculture and Fishgyie2001; Louro i wsp 2004).
Sporadycznie obserwowangkanie owocow (Janssen & Cuadrado, 2001; Louro i.wsp
2004). Na cukiniach objawyaszraznicowane, od chlorotycznej plamisto (Ryc. 4) do
z0lkniecia nerwow, hdz s3 nieobecne (Andalucia Department of Agricultureand
Fisheries, 2001).

Obserwacje ultramikroskopowe

Obserwacje ultramikroskopowe prowadzone na komdérkazainfekowanych &in
ujawnity  obecné¢ cytoplazmatycznych inkluzji o gwidzistym Kksztaicie,
charakterystycznych dla infekcji wywotanej przezookéw Potyviridae (Lecoq i wsp.,
2000).



Ryc. 20bjawy CVYV na léciach melona.



Ryc. 30bjawy CVYV na miodych kciach arbuza.

Ryc. 40bjawy CVYV na [kciach cukinii.



Pobieranie probek

Wstepne badania  western blot zzygiem przeciwciat, wykazaty obecéo
wirusowego ptaszcza biatkowego we wszystkich organakankach zainokulowanychstm
ogorka, whczapc w to korzenie, todygi, dcie, szyputki, wgsy, kwiaty, oraz owoce
(Martinez-Garcia i wsp 2004). Jednak w warunkach polowych wirus ten vzylaat
nieregularg dystrybucg w obrbie railin ogérka, melona i cukinii, co zbadano wykaogulj
hybrydyzacg tissue print z nieradioaktywnymi sondami cDNA (Rub wsp., 2003). W
konsekwencji, w celu wiarygodnej diagnozy CVYYV, pbkd do badé powinny pochod#i z
réznych czsci rosliny.

Przenoszenie wirusa na réliny testowe — w sposob mechaniczny oraz za
posrednictwem maczlikow

CVYV przenoszony jest w tatwy sposéb poprzez inekgl na ragliny, ale nie
powoduje objawéw (ani miejscowych, ani systemiciryyma Chenopodium  quinoa
Rekomendowanrosling testowg zaréwno dla celéow mechanicznej transmisji jak drpdniej
transmisji przez mczlika jestCucumis sativugprzejanienia nerwdw i naspujace po nich
zOlkniecie nerwéw w systemicznie zainfekowanychsciach). Inokulacja zestawu
zroznicowanychzywicieli wiruséw infekupcych dyniowate, np. CMV, WMV ora2Papaya
ringspot virus (PRSV), mae w dalszej kolejniei umazliwi ¢ identyfikacg i odr&nienie
CVYV od innych, przenoszonych mechanicznie wirugédlinnych. W szczegolnwi, brak
objawéw naC. quinoalub C. amaranticolormoze rozr@ni¢ CVYV od 10 innych
przenoszonych z sokiem wirusow infedwych dyniowate, wgczapc CMV, PRSV i WMV.
Infekcja CVYV ralin gatunkéw dyniowatych bardzo gsto diagnozowana byta rowiiev
pofaczeniu z innymi wirusami przenoszonymi prZgemisia tabagcitakimi jak Cucurbit
yellow stunting disorder viruglanssen i wsp2003; Louro i wsp 2004). Dodatkowo nie
naleey wyklucza koinfekcji z przenoszonym przeZTrialeurodes vaporariorumBeet
pseudo-yellows virygakkolwiek do tej pory brak doniesieodnanie takiej] kombinacji. Z
tych trzech wirusow (CVYV,Cucurbit yellow stunting disorder virusoraz Beet pseudo-
yellows viru3, tylko CVYV przenoszony jest mechanicznie ndliny testowe ogorka,
powodupc wyrazne objawyzotknigcia nerwéw, bez miejscowych zmian patologicznych.
Skuteczné¢ inokulacji sokiem zalma jest od buforu, ktéry ohra niestabilnét wirusa w
soku ralinnym, oraz od metody inokulacji i inkubacjistm testowych, co jest adekwatne do
rozwoju objawOw. Ta metoda detekcji jest prostauta, jednake stosowana w pojedyak
prezentuje ograniczarwartas¢ diagnostycza Przynajmniej dwie rdiny z gatunku powinny
zost& zainokulowane. Inokulacja §lin testowych ayteczna jest nie tylko ze wzglu na
mozliwosé wykrycia wirusa, ale réwnieze wzgédu na maliwos¢ izolacji oraz namneania
wirusa w tkankach &innych, co z kolei mge znalé¢ zastosowanie Wolejnych metodach
identyfikaciji, takich jak hybrydyzacja tissue prifRT-PCR. Dodatkowo testy biologiczng s
elementem zasadniczym w badaniach nad zakregefcieli wirusow, a zakzone w testach
rosliny uzywane g w celu utrzymania referencyjnych izolatéw wirusdzczegoty odnimie
mechanicznego przenoszenia podanevsZahczniku 1.

Alternatywg w stosunku do mechanicznej transmis;ji jest ina&ja siewek ogodrka poprzez
zastosowanie przenagzch wirusy dorostych osobnikéwBemisia tabaci Szczegoty
odnanie przenoszenia CVYV przeB. tabaci podane zostaty w Zgdzniku 1.



Identyfikacja

Identyfikacja CVYV jest mealiwa dzigki tancuchowej reakcji polimerazy z
zastosowaniem odwrotnej transkryptazy (RT-PCRYirigyzacji  kwasow nukleinowych.

tancuchowa reakcja polimerazy z zastosowaniem odwrotp&ranskryptazy (RT-
PCR)

Metoda ta umgiwia wykrycie izolatbw CVYV pochodgych z Izraela,
Hiszpanii, Portugalii i Cypru. Wraz z probkami t@symi w analizie musg by¢
uwzgkdnione negatywne i pozytywne probki kontrolne. Zgmtowy protokdt umieszczony
jestw Zagczniku 2 i poniewa zostat on gruntownie przetestowajgst zalecany.

Hybrydyzacja kwasow nukleinowych

Hybrydyzacja kwasow nukleinowych jest najbardzi@gpowiedni metod,, gdy mamy
do przebadania dg ilos¢ roslin. Sposéb wykonania hybrydyzacji kwasow nukleiryoty z
wykorzystaniem catkowitego RNA lub tissue printggustawiony jest w Za¢zniku 3.

Nalezy postpowa zgodnie z procedurami wykrywania i identyfikacpisanymi w
tym protokole oraz przedstawionymi w diagramie pfggowym na Ryc. 5. Jest wysoce
prawdopodobnymze mamy do czynienia z CVYV, §i& objawy zotknigcia nerwow i/lub
mozaiki widoczne s na ralinach dyniowatych w patzeniu z obecrizia Bemisia tabaci
(lub uogdlniagc,mgczlikbéw) i choroba bez trudu przenoszona jest poprzez mexdmgn
inokulacg jedynie na dyniowate, alaie powoduje objawow (ani miejscowych, ani
systemicznych) n€henopodium quinoaSposob pogpowania nie zmienia siw przypadku
braku objawéw i oznak obecém maczlikdw.

Pozytywna identyfikacja wymaga spetnienia przgmagjjednego z pongszych:

» Amplifikacji fragmentu o diugei 450-bp w reakcji RT-PCR zzyciem specyficznych
starterow

» Hybrydyzacji kwasow nukleinowych wyekstrahowanegtkowitego RNA lub tissue-
printing.

W przypadkach wtpliwych zaleca si potwierdzenie poprzez inokulaaja C. sativudub

postwzenie s metody molekularra inng anizeli zastosowana w pierwotnym badaniu.

Materiaty odniesienia

Wszystkie rg@linne materialy odniesienia, tj. izolaty CVYV oraizolaty
najwazniejszych wirusow infekagcych raliny dyniowate dosgpne @ w Plant  Virus
Division of the German Collection of Micrganisms and Cell Cultures, Braunschweig,
Germany. Mana tam pozyskardwniez plazmidy niogce wklonowane CVYV, preparaty
catkowitych kwasow nukleinowych z ogorkow zainfekowch CVYV, liofilizowany
materiat rglinny i poddane procesowi kontroli jas@, wyznakowane digoksygeninsondy
RNA lub cDNA (www.dsmz.de) Kod dos¢pu w bazie GenBank to AF233429 oraz
AJ301640.




Raport i dokumentacja z bada

Wytyczne odnénie raportow i dokumentacji z badaawarte $ w Standardzie
EPPO PM777 Documentation and reporting ondgagnosis
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Rasliny zywicielskie z objawami i/lub obecké
maczlikéw w miejscu produkcji

v

RT-PCR lub hybrydyzacja kwaséw nukleinowych

Nie Czy test jest Tak

dodatni?

Inokulacja naCucumis Zywiciel zainfekowany
sativusi Chenopodium CVYV*
quinoe

v

Objawy systemiczni naC. sativus
Brak objawéw naC.sativus i
i brak objaw6éw naCh. quinoa

Brak objawéw naCh. quinoa

LUB l

Zywiciel najprawdopodobniej
Lokalne zmiany naC.sativus zakaony CVYV
ilub
objawy naCh. quinoa

A

Przej¢ do wykonania hybrydyzaciji
kwasow nukleinowvch lub RT PC

v
Zywiciel NIE JEST zakaony CVYV Jeli test jestdodatni,
(moze byt to jaki inny wirus) zywiciel zakazony jest CVYV

\*w przypadkach rozstrzyggych, zalecane jest potwierdzenie poprzez inokelaalC. sativudub
zastosowanie mety molekularnej innej apeli zastosowana w pierwszym bada

Ryc. 5Schemat przeptywowy wykrywania i identyfikacji CWY
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Zatacznik 1

Przenoszenie mechaniczne

Siewki dyniowatych rélin testowych preferencyjnie powinny zostzainokulowane w
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stadium Icieni tj. kiedy lécienie g w petni wyksztatcone, ale jeszcze przed wyksztaéa
pierwszych lici wiasciwych. Inokulacja pierwszych ki wiasciwych réwnie jest
zadowalajco czuta.

Inokulum przygotowywane jest poprzez z#uizenie zainfekowanego materiatu,
najlepiej tkanek pochodeych z miodych kci z objawami, w 0,05 M Na/K buforze
fosforanowym, pH 7,0, zawiegggym 1 mM NaEDTA, 5 mM sodium diethyl
dithiocarbamate (DIECA), 5 mM kwas tioglikolowyhioglycolic acid), przy #yciu
schiodzonego nimlzierza i tluczka. Do homogenatu dodawana jestataia aktywnego
wegla drzewnego, ktory schtodzony, przechowywany jestlodzie, a do zakaczenia
inokulacji. Inokulacja wykonywana jest poprzez Kathe wcieranie inokulum na
powierzchni I§cieni, poprzednio posypanych sproszkowanym karlo@om Po inokulaci,
rosliny powinny zosté sptukane wogli prowadzone w szklarni lub komorach fitotronowyc
w 22—-26°C.

Objawy na testowych gbnach ogorka, prowadzonych évedniej temperaturze 25°C,
pojawiap Sic po uptywie 8—12 dni i zazwyczag swidoczne na drugichsitiach wigciwych.
W nizszych temperaturach rozwdj objawow jest powolngiione tagodniejsze lub nawet
nieobecne w przypadku niektorych zainfekowanyshrr.

Przenoszenie na réliny testowe za pérednictwem maczlikdw

Jeli istnieje taka meliwosé, naley umazliwi¢ dorostym osobnikomB. tabaci
pochodzacym z kolonii wolnej od CVYVzerowanie na podejrzanych o pzeaie probkach
polowych, przez 8 do 32-godzinrigr nabycia (ang. acquisition access period) (AAP),
plastikowej klatce. Na koniec AAP, przefieowady na réliny testowe, umieszczgg owady
(okoto 15 na réling) w matych klateczkach przytwierdzanych (patrza piizyktadu, Muniz &
Nombela, 2001) do pierwszego lub drugiegwié wiaciwego raélin testowych. Usug
klatki z maczlikami po co najmniej 12- godzinnygerze inokulacyjnym (ang. inoculation
access period) (IAP), oznaczajliscie poddane inokulacji permanentnym markerensliRo
testowe prowadzi w temperaturze 24-26°C. W celu unicia rozwoju dorostych
maczlikow, po okoto 10 dniach od zaktzenia IAP usugt z kadej z ralin lis¢ poddany
inokulacji. Jéli nie jest dosfpna wolna od CVYV koloniaB. tabacj owady mana
pozysk& z raslin lub lisci wykazupcych objawy porzenia i przeni& na 24-godzinny okres
IAP, jak opisano powdej. W takim przypadku, natg zastosowa wicksz ilos¢ owadow
przypadajcych na réling, o ile to maliwe, w ré&znych klateczkach przytwierdzonych do
rosliny.

Objawy pojawiag sie zazwyczaj w c¢igu 15 dni od zakiczenia IAP.

Zatacznik 2

tancuchowa reakcja polimerazy z odwrotn transkrypcj a (Reverse transcriptase
- polymerase chain reaction) (RT-PCR)

Ekstrakcja RNA
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Probki lisci  (okoto 200 mg) miadzone § w zmrazonym madzierzu, w cieklym
azocie. Dodawany jest jeden ml odczynnika do izolaatkowitych kwaséw nukleinowych
(TRI Reagent, Ambion, USA). Przygotowana w ten épotkanka rozmrana jest w
temperaturze pokojowej i przenoszona do 1,5 ml@nddd reakcyjnej. W kolejnych krokach
postpuje st zgodnie z instrukcjami producenta (Ambion).

Osad jest osuszony i zawieszony wul%vody traktowanej DEPC. il zawieszonego
RNA jest wyte i rozciéiczone 1:70 do reakcji RT-PCR. Ekstrakt catkovot&@NA mae
by¢ przechowywany w —80°C.

TRIzol Reagent (Invitrogen, USA) lub inne, podopnednofazowe roztwory kway
fenol-chloroform réwnie mog by¢ uzyte w miejsce TRI Reagent.

Alternatywnie, inne kity do ekstrakcji RNA slostpne komercyjnie igsodpowiednie
do wykrywania CVYV (np. skutecznym okazak dby¢ stosowany RNeasy, Qiagen,
Niemcy).

RT-PCR

One-step RT-PCR system (Invitrogemywany jest zgodnie z zaleceniami producenta
i Z zastosowaniem starteroOw opisanych przez Cdadrasp. (2001).

Uzycie pary starterow 'BAGCTAGCGCGTATGGGGTGAC-3CVYV(+)] 1 5"
GCGCCGCAAGTGCAAATAAAT-3 [CVYV(-)] prowadzi do uzyskania fragmentu 450-
bp genu biatka ptaszcza CVYV.

Rozcieiczone RNA jest denaturowane w 65°C przez 5 miyblsz schtodzone na lodzie. W
celu przygotowania 2pl reakcji, do schtodzonych proboéwek PCR (0,2 rohporcjowane
jest 5ul zdenaturowanego RNA i 20l mieszaniny reakcyjnej zawiegagj 0,25 uM
kazdego ze starterow i 08 mieszaniny RT-Tag.

Probéwki przenoszoneg sdo wczéniej nagrzanego termocyklera (50°C) w celu
przeprowadzenia natychmiastowej odwrotnej transkryppo ktdrej ma miejsce etap
denaturacji i amplifikacji PCR (35 cykli). Warki dla RT-PCR to: 50°C przez 30 min,
94°C przez 2 min, 35 cykli (94°C przez 30 s, 55%ep 30 s, 72°C przez 1 min.) i 72°C
przez 5 min.

Pieciomikrolitrowe porcje kadego z produktow reakcji powinny bynalizowane w
2% zelu agarozowym, w buforze TBE.

Obecné¢ CVYV w podejrzanej probce §bnnej jest potwierdzona, $& w reakcji
RT-PCR znaleziono fragmenty wiela 450 bp.

Zatacznik 3

Hybrydyzacja kwasow nukleinowych

Przygotowanie probki

Najlepsze rezultaty oggja s¢ z wyizolowanego catkowitego RNA pozyskanego albo
z zastosowaniem komercyjnie dgstego kitu do izolacji RNA lub roztworu (np.: RNgas
11



Qiagen, Niemcy; TRI Reagent, Ambion, USA; TRIzolagent, Invitrogen, USA) pagiujac
wedtug zalecé producenta lub aywajac ustanowione protokoty. Jako przyktad, psaa
procedura zaczerppa zostata od Celix i wsp. (1996).

Catkowite RNA ekstarhowane jest z 0,2 g tkantil roztartej w ciektym azocie z
dodatkiem 2 olgfosci 2% dodecylosiarczanu sodu (SDS), 100 mM Tris-KgEH 8,0) i 10
mM EDTA. Po wymieszaniu na worteksie, probki ekstnaane g 1 obgtoscia mieszaniny
fenol-chloroform, a faza wodngrzenoszona jest do 2 M LIiCl. Po catonocnej inkjibac
4°C, prébki wirowane gsw 12 000 g przez1l5 min, a osady zawieszane wdGderylnej
H.0.

Przeprowadzenie badania w formacie tissue pringlime jest réwnie poprzez
zdecydowane dogiiccie skrawkow poprzecznydwiezo pocktych szyputek na membranie
nylonowej (Rubio i wsp., 2003). Skrawki poprzeczn&ilku ogonkéw pochodgych z tej
samej réliny stanowgcej probk nalery osuszy na membranie. Po wysuszeniu powietrzem,
membrana ravietlana jesgwiattem UV (50 mJ) w crosslinkerze. Chatigssue printing jest
metody, prosh i szybly, w przypadku, gdy istnieje konieczgoprzebadania chej ilosci
prébek, interpretacja wynikdw jest w zasadzie iejsza, j8li na membrany naniesiemy
ekstrakty catkowitego kwasu nukleinowego Zliro Taki sposob posgpowania zapewnia
wyrazniejszy pozytywny sygnat i zalecany jest w przypadi#tazonych, nasipujacych po
sobie analiz metadhybrydyzacji prowadzonych w celu wykrycia obegridilku wirusow.

Sondy molekularne

Ogolnie, w celu wykrycia CVYV zalecagsuzywanie sond RNA , aczkolwiek sondy
dsDNA dziataj dobrze (Rubio i wsp. 2003).

SondyRNA

Za pomog sond RNA znakowanych digoksygepihl-UTP, syntetyzowanych
poprzez transkrypejin vitro z plazmidoéw niogcych odpowiednie sekwencje wirusowe,
osiggnicte zostaty wysoka czu6 i specyficzné¢ w detekcji wirusa. Sondy do wykrywania
najbardziej znaeych wirusow atakagych raliny dyniowate, whczapc CVYV, dostpne
s3 w DSMZ Plant Virus Division, Braunschweig, Niemadytp://www.dsmz.ddg mog by¢
pozyskane zaréwno jako plazmidowe klony lub jako sondy RNA znakowane DIG
Hybrydyzacja z sondami RNA powinna przebiegaediug wytycznych rozpowszechnionych
w obszarze diagnostyki, ktore dostargzajformacji wystarczajcych do przeprowadzenia
hybrydyzacji, w tym temperatury oraz czasy trwap@szczegolnych etapoéw. Sondy RNA,
raz wyte w buforze hybrydyzacyjnym zawiegaym formamid, mog by¢ kilkukrotnie
ponownie aywane bez utraty sygnatu.

SondydsDNA

Poniszaprocedurazaczerprita jest od Rubio i ws§2003).
W celu zsyntetyzowania sondy specyficznej wdgm CVYV w reakcji RT-PCR,
zaprojektowano nagbujace startery:
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VVAL: (5- GGGTCATGATGTTGTCCCCAGCTTCATTT- GAATC-3, ktory odpowiada
pozycjom 559580 CVYV RNA (sekwencja GenBank AF233429)zawiera miejsce
restrykcyjne  dla Rca |  (podkr&lone  nukleotydy), oraz VVA2  (B-
CCCCGCTTAGCAAATACAGTAATTACTAAGAACG-3), ktory jest komplementarny do
pozycji 1701-1723 tej samej sekwencji i zawierajseee restrykcyjne di€el Il (podkrelone
nukleotydy). Catkowite RNA z &in zainfekowanych CVYV ekstrahowane byto zyagiem
TRIzol Reagent (Invitrogen) pegpujac wedtug zalede producenta. Porcja tego ekstraktu
odpowiadajca 2 mgswieze] tkanki denaturowana jest w 95°C przez 5 minpdhbna na
lodzie i natychmiast odwrotnie transkrybowana peprinkubagj w 42°C przez 1 h w 20l
mieszaniny reakcyjnej zawiegagj: first strand buffer, 1 mM DTT, 1 mM kdego z dCTP,
dATP, dGTP i dTTP, 0,4M startera VVA2, 4U RNASEOUT inhibitor rybonukleaz
(Invitrogen) i 20U Superscript | RNAzy H-(Invitregp).

Znakowanie digoksygemin odbywa s w nasgpujacy sposoéb: porcja (1/10)
przygotowanej w powiszy sposob mieszaniny amplifikowana jest w reaR€iR, w 20ul
mieszaniny reakcyjnej zawiegagj PCR buffer, 1,5 mM Mggl 1 mM kadego z czterech
dNTPs, 70uM DIG-UTP (Roche), 0,5 Uraq DNA polimerazy (Invitrogen) i 0,2iM
kazdego ze starterow VVA1 i VVA2, w nagtujagcych warunkach: 94°C przez 2 min, 35 cykli
(94°C prze 30 s, 50°C przez 30 s, 72°C przez 1,mRAC przez 5 min.

Pieciomikrolitrowe porcje kadego z produktow reakcji analizowang s 2% zelu
agarozowym, w 0,5X buforze TBE, szacowana jest ippwstatej sondy.

Prehybrydyzowa przez 2 h w ULTRAhyb hybridization buffer (Ambipnw 55°C,
nastpnie doda okoto 25 ng wyznaSkowanej digoksygensondy i inkubow&przez noc w
55°C.

Membrana jest naginie dwukrotnie ptukana (kdorazowo 5 min ) w 2x SSC i 1%
SDS w temperaturze pokojowej i dwukrotnie {#k@arazowo 15 min) w 0,1x SSC i 0,1% SDS
w 65°C.

Hybrydyzacja prowadzona jest zygiem zestawu DIG  Luminescent Detection kit
(Roche) pospujac zgodnie z zaleceniami producenta.

W tescie naley uja¢ badanie zdrowych gbn, by umaliwié¢ rozr@nienie pomgdzy
reakcjami pozytywa i negatywn.

Ttumaczenie z jez. angielskiego: Zatwierdzit:
Justyna Piecinska (GIORiN CL) Janina Butrymowicz (GIORIN CL)
30.10.2014
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