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Zatwierdzanie

Standardy EPPOyzatwierdzane przez Ra&EPPO. Na kadym ze standardéw umieszczona
jest data zatwierdzenia. W rozumieniu Artykutu lligdizynarodowej Konwencji Ochrony Bl
(IPPC), Standardy EPPO stangwegionalne Standardy dla cztonkow EPPO.

Przeglad

Standardy EPPO podlegajokresowemu przegtliowi i nowelizacji. Data kolejnego
przeghdu niniejszego Standardu jest ustalana przez &rRopbocza EPPO ds. Przepiséw
Fitosanitarnych.

Nowelizacja

J&li zaistnieje taka konieczi6 zostag wydane, opatrzone kolejnym numerem i datowane,
nowelizacje standardu. Naadym ze standardow, o ile ma to zastosowanie, uruese § daty
nowelizacji.

Dystrybucja

Standardy EPPOasprzez Sekretariat EPPO dystrybuowane do wiadz stezh pastw
cztonkowskich EPPO. Egzemplarze standardowegost § dla wszystkich zainteresowanych wg
szczeg6towych zasad na indywiduaprosbe skierowan do Sekretariatu EPPO.

Zakres

Protokoty diagnostyczne EPPO dotyce agrofagdw podleggjych przepisom &
przeznaczone do stosowania przez Krajowe Orgamiz&ghrony Ré&in (NPPO), jako ciata
odpowiedzialne za stosowanieodkéw fitosanitarnych, w celu wykrycia i identyéigji agrofagéw
podlegagcych przepisom w EPPO i/lub Unii Europejskie;.

W roku 1998 EPPO rozpogia nowy program przygotowywania protokotéw diagyoghych
dla agrofagéw podlegaych przepisom w regionie EPPO §atapc Uni¢c Europejsk). Prace s
prowadzone przez Panel Diagnostyczny EPPO orazpanele specjalistyczne. Celem programu jest
utworzenie dla kadego agrofaga podlegapgo przepisom zatwierdzonego edrynarodowego
protokotu diagnostycznego. Protokoty baguja wieloletnich déwiadczeniach ekspertow EPPO.
Pierwsze projekty s przygotowywane przez wyznaczonego eksperta — &i@o). § one pisane
zgodnie z ,0g0lnym formatem i zawastig protokotu diagnostycznego”, przyymi przez Panel
Diagnostyczny i dostosowanymi, o ile to konieczuae, poszczegdlnych agrofagéw. Z reguty,
protokot zaleca szczegotowy sposob wykrywania ldéntyfikacji, ktéry zostat uznany za lepszy
(niezawodnét, tatwas¢ w uzyciu itd.) od innych metod. Inne metody mdgy¢ réwniez wymienione
ze wskazaniem ich wad i zalet.sligest stosowana metoda niewymieniona w protokakdgzy to
uzasadr.

Materiaty zrédtowe!

W nawiasach kwadratowych podana oryginalna pisawprzyp. ttum.)
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Definicje

Agrofag podlegajcy przepisom: agrofag kwarantannowy lub agrofaggwaantannowy podlegagy
przepisom.

Agrofag kwarantannowy: agrofag o potencjalnym zeaaz ekonomicznym dla zagranego obszaru,
ale jeszcze nie wygbujagcy na tym obszarze lub obecny, ale nie rozprzestvag szeroko
i podlegagcy urzdowemu zwalczaniu.

Zarys wymagan

Protokoty diagnostyczne EPPO dotyce agrofagéw podlegajych przepisom dostarczaj
wszystkich niezbdnych informacji dotycgcych okrélonego agrofaga w celu jego wykrycia i
prawidtowej identyfikacji dokonanej przez ogdlnegksperta (np. entomologa, mikologa, wirusologa,
bakteriologa itp.) ale nie koniecznie przez spéstplodnagnie danego organizmu lub jego grupy
taksonomicznej. Kaly protokot rozpoczyna sikrotka ogolmg informacp dotyczcs agrofaga (jego
wystepowania, stosunku do innych organizmow, zakregwicieli, uszkodzé powodowanych na
zywicielach, rozmieszczenia geograficznego oraz jegsamdci), a nasfpnie opisuje szczegoly
dotyczice wykrywania, identyfikacji, poréwnania z podobnymgatunkami, wymagane w celu
przeprowadzenia prawidtowej diagnozy, zawiera wykastytucji lub oséb gdzie nioa uzyska
wiecej informacji i opinii ha temat okénego organizmu (na temat diagnozy, metody wykryaa
lub ekstrakcji, metod badawczych).

Wiele protokotow zawiera opis batldaboratoryjnych wymagagych wycia odczynnikéw
chemicznych lub aparatury, ktére mogtanowé okreslone zagraenie. We wszystkich przypadkach
nalezy $cisle stosowa lokalne procedury dotygee bezpieczestwa.

W protokotach tych podano nazwy handloweywanych produktéw. Inne, podobne
produkty mog by¢ rownie efektywne.

Standardy EPPO z tej serii
Do tej pory zostato zatwierdzonych i opublikowanypke¢ standardow i protokotow

diagnostycznych EPPO. Kdy ze standardoéw jest ponumerowany w spoBdb 7/4 (1), co
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oznaczaze jestto standard EPPO dotygzy srodkow fitosanitarnych (PM), numer serii 7 (Protbko
Diagnostyczne), w tym przypadku — standard numerwdrsja pierwsza. Istnigjnastpujace
standardy:

PM 7/1(1)Ceratocystis fagacearurBiuletyn OEPP/ EPPO BiuletyB1, 41-44

PM 7/2(1)Tobacco ringspot nepoviruBiuletyn OEPP/ EPPO Biuletyn 31, 45-51
PM 7/3(1)Thrips palmi Biuletyn OEPP/EPPO Biulety8i, 53-60

PM 7/4(1)Bursaphelenchus xylophilus. Biuletyn OEPP/EPPOdyul31, 61-69
PM 7/5(1)Nacobbus aberrans. Biuletyn OEPP/EPPO Biul8tyry1-77
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Protokoty diagnostyczne dotycgce agrofagow podlegajcych przepisom
Protocoles de diagnostic pour les organismes réglemés

Chrysanthemum stunt pospiviroid

Zakres

Standard opisuje protokét diagnostyczny Glarysantemum stunt pospiviroid.
Zatwierdzenie i nowelizacja

Po raz pierwszy zatwierdzony jako Standard EPP@rzesniu 2001 r.
Wprowadzenie

Kartowatc¢ ztocieni jest ekonomicznie vmag choroly kwiatowych odmian chryzantem
(Dendranthemax grandiflorum), w szczegoélngi tych catorocznych. Zidentyfikowanog j w
wigkszasci rejondw (j&li nie we wszystkich) uprawy chryzantem gvaiecie. Czynnikiem sprawczym
choroby jestChrysanthemum stunt viroid pospivirqi@SVd), spokrewniony blisko Potato spindle
tuber pospiviroid CSVd nie zawiera w swej strukturze biatek. Zbudow jest on wycznie z
jednoniciowego, kolistego RNA o diugm pomidzy 354 a 356 nukleotydow. Z powodu
wewretrznej komplementarrsoi sekwencji, RNA wiroida ulega pofatldowaniu i aie sk
wewretrznie, formugc dwuniciows czasteczlk, wykazupca wysoki stopi@é struktury drugorgdowej,
co czyni CSVd wyjtkowo stabilnym.W rezultacie, rozprzestrzenianie meoodbywa si¢ w sposob
mechaniczny (zwlaszcza poprzez kontakt ze skontamanymi narzdziami kydz kontakt pomgdzy
roslinami), jednak to rozmr@nie z zainfekowanych ¢tin macierzystych jest gtbwnym sposobem
transmisji CSvd.

Nie istniep silne dowody na toze transmisja CSVd zachodzi poprzez nasiona, kagiank przez
owadzie wektory, ale nawet §je zdarza s§ przenoszenie w jakikolwiek z tu wymienionych
sposobéw, zachodzi ono rzadko. W celu uzyskangksaej ilasci ogdélnych informacji dotycgeych
CSVd, patrz EPPO/CABI (1997).

Tozsamaé

Nazwa: Chrysantemum stunt viroid
Synonimy: Chrysantemum stunt mottle virus ¢¢ziowo)
American stunt virus (g&ciowo)
Stanowisko taksonomiczneRodzinaPospiviroidae RodzajPospiviroid
Akronim: CSVvd
Komputerowy kod Bayera: CSVDO0O
Kategoria fitosanitarna: EPPO - lista A2, nr 92; UE - Zgdznik 11/A2



Wykrywanie
Rosliny zywicielskie

Jedynymi istotnymi rdinami zywicielskimi CSVd g kwiatowe odmiany chryzantem
(Dendranthemax grandiflorum). CSVd jest zdolny w sposéb naturalny infekawadwniez
Argyranthemum frutescenBetunia hybridahybrydy surfinii orazAgeratumspp.,ale wszystkie one
uwazane § za pomniejszycltiywicieli. Dodatkowo w sposoBztuczny, poprzez inokulacg soku
badZz poprzez szczepienie, @ zosta zainfekowany szereg innych slim zywicielskich z
Asteraceagjak réwniez pomidor (ycopersicon esculentym

Objawy choroby

W wielu uprawach chryzanteraz do 30 % zainfekowanych éln nie wykazuje objawéw
poraenia. Gdy objawy g widoczne, cgsto g zrGznicowane i wysoce zatae od panuacych
warunkoéw srodowiskowych, w szczegdélda temperatury orazwiatta. Gtdwnym symptomem, jak
wskazuje sama hazwa organizmu, jest kartowaceniedakcj nawet do 50 % o0go6lnego wzrostu
dojrzatychroslin. Lodygi staj sie bardzo kruche i fatwo tamliwe w miejscach rozgan. Inne,
czeste symptomy dotycz kwiatu. Poraone raliny maja zredukowan wielkos¢ kwiatu i wykazug
przedwczesne kwitnienie, czasem do 10 dni. Rzpdmi@nienie mae by takze op&nione. W
przypadku niektérych odmian, szczegodlnie tych orwepaym pigmentowaniu, symptomy mpg
obejmow& rowniez  nieregularnéci w budowie kwiatu bdZz jego blednjcie (reduko; w
intensywndci koloru). Objawy lisciowe wystpuja rzadziej a obecrié jasnych, sztywno osadzonych
na todydze miodych dci czesto jest jedynym wskaikiem infekcji. Czasami obserwujegsiowniez
kropki lub plamki na Kciach, czsto powiazane ze znieksztalceniamédi (marszczenie/kurczenie),
najbardziej skrajny przyktad symptompisywany jako ‘measles’(z ang. odra, przyp. ttuabjawia
si¢ jako rozlegte zétte plamy na kciach. Objaw ten ograniczony jest jedynie do niewielkiggsci
odmian (np. odmiany Mistletoe oraz Bonnie Jeamkdjze wicksza¢ z tych odmian nie jest diej
dostpna komercyjnie, bardzo rzadko obserwowany jestaturalnie zainfekowanychdmach.
Objawy CSVd n&rgyranthemum frutescess podobne do tych neendranthemaz obserwowanym

kartowaceniem i przedwczesnym kwitnieniem u nigtérodmian. W przypadku surfinii, generalnie
nie obserwuje giobjawow, aczkolwiek u niektérych odmian dochodaikartowacenia (W. Menzel,
University of Hannover, DE, pers. comm.).

Pobieranie probek

Z powodu wysokiego poziomu bezobjawowych nosicigizynajmniej 10 % cakoi winna
by¢ poddana wizualnej ocenie. Z powoduzeurdznorodndci objawow naley wykona badania
laboratoryjne w celu potwierdzenia pgeaia podejrzanych gbn. Nalezy zwrock uwag na czas w
jakim pobierane g probki. Wczeéniejsze badania wskazalye dochodzi do spadku koncentraciji
CSVd w poraonych r@linach w miesicach zimowych (od listopada do lutego na poétkulnpéne))

I sugeruje si, aby w tych miegcach najlepiej unikaprobobrania. Wycie bardziej nowoczesnego i
czutego testu udowodnito jednake maliwa jest detekcja CSVd w gju catego roku z
uwzgkdnieniem,ze pobieranie prob preferowane jest wipstatem, jednak nie jest to czynnik

krytyczny.



llos¢ i rodzaj pobieranejkanki zaley od rodzaju badania jakie madyprzeprowadzone, ale dla
metod molekularnych opisanych w tym protokole napagéedynczy K¢ powinien by wystarczajcy.
Dystrybucja CSVd w olgbie poraonych, dojrzatych rdin wydaje s¢ by¢ ujednolicona, niemniej
jednak zaleca gipobieranie kilku w petni wyksztatconychdi, pochodzacych z kilku r@nych todyg
nalezacych do tej samej &iny. Poddawane badaniu mpdy¢ réwniez todygi, jednak s one
trudniejsze w prébobraniu i obrébce.

Identyfikacja
W celu wykrycia CSVd w probie, dagine g cztery metody:

 elektroforeza powrotna welu poliakrylamidowym (R-PAGE) — metoda ta uitwvia jedynie
wykrycie obecnéci wiroida a nie jego identyfikagj[to drugie maliwe jedynie, kiedy R-PAGE
pofaczony jest z hybrydyzagkwasow nukleinowych (Northern blot) |;

* hybrydyzacja kwasow nukleinowych zyeciem sondy cRNA znakowanej digoxigegif(DIG)-
labelled] — metoda ta jest czuta i wiarygodna, etenomiczna jedynie w przypadku, gdy mamy do
czynienia z analigduzej liczby prob;

« odwrotna transkryptaza- fauchowa reakcja polimerazy (RT-PCR)jest to preferowana metoda
wykrywania i identyfikacji, jéli potaczy skt ja z analiz polimorfizmu dtugdci fragmentow
restrykcyjnych  (RFLP) produktow RT-PCR, polecanavy momencie, gdy nie dysponujemy
wyposaeniem do przeprowadzenia reakcji TagMan (pattejji

« technika 5nukleazy (TagMan) — jest to bardzo czuta i spezyfa metoda unitiwiajgca wykrycie
i identyfikacg CSVd. Preferowana metoda w momencie gdy dysponujedpowiednim
wyposaeniem.

Metoda R-PAGE

Metoda ta opracowana zostata przez J.W. RoenliBi@nhorst i wsp., 2000). Jest to
udoskonalona wersja protokotu zamieszczonego w ddoee Fitosanitarnej EPPO Nr. 24
(OEPP/EPPO, 1989).

Przygotowanie probki

Sok jest ekstrahowany z kilkusdi (do 1 g) z dyciem prasy serologicznej, np. Pollahne
Press (Meku, Niemcy). 0,5 ml soku dodawane jestZdanl probdéwki wirbwkowej, zawieragej
250l buforu ekstrakcyjnego (1 M Tris-HCI pH 8,0, 100vhiNaCl, 10 mM EDTA, 2 % (w/v) SDS) i
750 ul pozbawionego wody fenolu (zawieseggo 0,1 % 8-hydroxyquinoline). Po dodaniu soku,
zawartd¢ probdwki jest mieszana poprzez vorteksowanie p@feg, a haspnie wirowana w 12 000
g przez 10 min w 4°C. Porcja gérnej, wodnej fa2@Q(ul) jest nasgpnie przenoszona do kolejnej
probéwki wirdwkowej, zawieragej 1 ml 96 % etanolu i 40 3 mM octanu sodu, pH 5,6. RNA jest
nastpnie stgcany poprzez inkubagjw -20 °C przez przynajmniej 1 h, a rgstie wirowany jak
opisano powyej. Supernatant jest usuwany, a osad osuszany pesgieszeniem w 30l wody
wolnej od RNaz, zawierggej 0,05 % xylene cyanol FF (dodawany jako barvetdktroforetyczny).
Préby mog by¢ przechowywane w -20 °C przez okres przynajmjadnego tygodnia. Przed
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natazeniem, probki & wirowane przez 2 min w 12 000 g w celu usuord jakiegokolwiek
nierozpuszczonego materiatu.

Przygotowanieelu

Zele poliakrylamidowe przygotowywaney sia GelBond PAGfilm (124x 258 mm) z
zastosowaniem zestawMultiphor 1l casting kit(Amersham Pharmacia Biotech). Przed/aiem,
szklane ptytkipokrywane s Repel- Silane ESAmersham Pharmacia Bioteclele przygotowuje
siec do grubéci 1 mm, uzywajac 5 % mieszaniny akrylamidu3,75 ml 40 % (w/v)roztworu
akrylamid/bis (stosunek: 37,5:1; Bio-Rad), 1,5 m0 x TBE stok (890 mM Tris pH 8,3; 890 mM
kwas borowy; 20 mM EDTA;Bio-Rad), 36ul TEMED i 200 ul 10 % nadsiarczanu amonu
(przygotowanego néwiezo), uzupetni do kaicowej obgtosci 30 ml wody destylowan. Studzienki
formuje s¢ przy wyciu 40-zbnego grzebienia (dgjego studzienki o rozmiarzex4t x 0,25 mm).

Elektroforeza welu

Elektroforeza prowadzona jest zygiem horyzontalnego systemu MultiphofAmersham
Pharmacia Biotech), w kombinacji z zasilaczem lzglo dostarczy do 400 V) i jednostk
chtodzco-grzegca z systemem cyrkulacji (np. Amersham PharmaciaeBiotMultiTemp I11).Kiedy
zel jest ju przygotowany, umieszczany jest on na ceramigatyeje jednostki Multiphor, uprzednio
pokrytej cienk warstwg oleju zabezpieczggego ptyt grzewcza (melting-point bath oil Sigma, Nr
kat. M-6884) i utony tak,ze czotowe krawdzie studzienek umieszczone sa pozycji 4.Paski
elektrodowg(250x 50 mmx 1,2 mm grubéci; Schleicher & Schull, GB004), ngzone 1,6X TBE,
umieszczane gstak, by pokrylty krawdzie zelu szerokéci 10—15 mm. Nasgpnie probki (5ul)
naktadane s do studzienek. Do badania gcta s¢ przynajmniej jeda kontrok pozytywry i jedng
kontrok negatywn. Szklana ptyta (125 260 X 3 mm) umieszczona zostaje na wetkznych
krawedziachpaskow,przykrywapc w ten sposob calpowierzchng zelu. Nas¢pnie natlgona zostaje
pokrywa aparatu w taki sposéb, by utlvic¢ kontakt elektrod w odlegési okoto 5 mm od
zewretrznej kravedzi paskow. Pierwszy rozdziaklu przeprowadza siw warunkach natywnych w
15 °C, pod statym nateniem 20 mA. Po uptywie okoto 6 min, pztnie zwiksza st do 30 mA i
rozdziat kontynuowany jest przez kolejnych okoto ®in, po uptywie ktérych marker czotowy
osiaga pozyat 8 na ceramicznej ptycie. W tym punkcie gasie zamkngcie zaworu kontrolucego
przeptyw z ta&ni wodnej do ceramicznej pityty, a temperaturantavodnej podniesiona zostaje do
75°C. Podczas gdy4aia podgrzewa sj rozdziat kontynuowany jest przez kolejnych 15 nhigtlz do
czasu gdy czoto barwnika znajdzie pomidzy pozycy 10 a 11, a temperatura wody w gironej
tazni wodnej osignie 75°C.

Zanim rozpocznie girozdziat powrotny (w warunkach denatwaych), paski elektrodowe
zastpuje st s$wiezymi, azel wraz z paskami przykrywagsiwoma poliestrowymi arkuszami, w celu
zapobiegnicia odwodnieniu. Pierwszy arkusz (83270 mm) umieszczagpomedzy papierowymi
paskami elektrodowymi (przykrywgg zel), a drugi (175x 270 mm) przykrywa zarowneel jak i
paski. Szklana ptyta i elektrodyasponownie naktadaney zawor ostreznie otwierany, by oggnaé
stopniowe ogrzanieelu. Temperatura #ai wodnej zredukowana zostaje do 60°C, bieguriéwo
odwrécona i rozpogty zostaje rozdziat powrotny; pogtkowo w statym natzeniu 2 mA przez 8
min, a nasfpnie naley zwiekszy¢ natzenie do 50 mA i prowadg&irozdziatprzez 25-30 min, po
uptywie ktorych marker obgiajacy powinien dotrzé do paska znajdggego s¢ po lewej stronie.
Woéwczaszel usuwany jest z ceramicznej ptyty i ogmme przeptukiwany wo6 % etanoluw celu
usungciapozostatéci oleju,przed ptukaniemw wodzie destylowane;.
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Barwienie srebrem

Po zakaczeniu elektroforezyel umieszczany jest na 10 min w 10 % etanolu zajgieym
0,5 % kwas octowyrozrobiony w wodzie destylowanejlJtrwalanie i wszystkie nagine etapy
wykonywane g w temperaturze pokojowej z delikatnym wysaniem.Zel przenoszony jest do 10
mM azotanu srebra na 20 min, a gpete ptukany dwukrotnie w wodzie destylowanejAtt@razowo
1 min). Nastpnie zel umieszczany jest w roztworze 375 mM wodorotleskdu, zawieracym 2,3
mM borowodorek sodu oraz 0,4 % formaldehyd (37 % w/\pozostawiony na 3-5 min, tak by
umazliwi ¢ rozwoj wybarwienie, a naginie zatrzymé proces przez traktowanielu przez 10 min 1
% kwasem octowym. W przypadku prébek pozytywnychzek wiroida powinien pojawisie jako
wyrazny prazek, oddzielony od pozostatych kwasow nukleinowyshcelu utrwaleniazelu naley
inkubowa& go w 10 % kwasie octowym i 5 % glicerolu przeznegmniej 15 min, nagpnie owirgé
celofanem, umigi¢ na szklanej ptycie i pozostaivdo wyschngcia na okoto 2 dni w temperaturze
pokojowej.

Metoda hybrydyzacji kwasoéw nukleinowych

Przygotowanie sondy

W metodzie tu opisanej,zywanym klonem jest pCSVD-5 (wygenerowany przez R.A.
Mumford, Central Science Laboratory, GB), ktoryasld st z pojedynczej, peinej diuga kopi
cDNA CSVd, wklonowanej w plazmidowy wektor pGEMPromega). Inne klony, jak pCS9
(Candresse i wsp., 1990)a bardzo podobnymi konstruktami i mogtyby ¢bydwniez uzywane.
Plazmid oczyszczony jest przyyeiu kitu Wizard (Promega) lub podobnego, ppsiac zgodnie z
zaleceniami producenta. Oczyszczony plazmétlygest przy ayciu enzymu restrykcyjnegma |
(Promega), z zachowaniem warunkoéw zalecanych ppreducenta. Zlinearyzowany plazmid jest
oczyszczany poprzez ekstrakdenol:.chloroform i stscany etanolem, przyzyciu standardowych
metod. Po etapie gtrania plazmidowy osad przemywany jest 70 % etanobsmszany i zawieszany
w 50 ul sterylnej, destylowanej wody. Ngphie dokonuje si oceny ilgciowej plazmidu przy
pomocy zestawu Nucleic dot metric quantitation (&fH Bio, UK) lub podobnej, odpowiedniej
metody. Sonda znakowana DIG syntetyzowana jest zpaprtranskrypgj in-vitro. Reakcje
prowadzone gpoprzez dodanie (1g linearnego plazmidu doxlbuforu transkrypcyjneg{Promega),
10 mM DTT, 1x DIG RNA labelling mix (Roche Diagnostfs 40 U RNasin (Promega) oraz 20 U
T7 RNA polimerazy (Promega). Reakcja uzupetniasa g kacowej obgtosci 20 pl, przy wyciu
wody wolnej od RNaz i inkubowana w 37 °€ do 2 h. Po zak@zeniu syntezy, il& powstatej
wyznakowanej sondy oznaczana jest wdgm znanego standardu RNA znakowanego DIG (Roche
Diagnostics), z tyciem rekomendowanych metod. Sondy cRNA malprzechowywa w -20 °C
(lub nizej), co zapewni im stabildé nawet do roku czasu.

Przygotowanie probki oraz membrany testowej

Préby przygotowywaneasprzy wyciu metody zaadaptowanej étbdleckisi wsp. (1993).
Tkanka lécia (do 0,5 g) mizdzona jest w buforze ekstrakcyjnym AMES (3 % SDS%2@tanol, 1 M

2 Roche Diagnostics to nowa nazwa handlowa Boehrikigenheim, dotychczas zavianej z systemem sond

znakowanych DIG.



NacCl, 0,5 M octan sodul0 mM MgCb, pH 6,0), w stosunku 1:1,5 (w/v). Otrzymany ekstraldt je
nastpnie przenoszony do 1,5-ml probowki wirbwkowepkilbowany w 37 °C przez 15 min. Po
zakaczeniu inkubacji, do probéwki dodawana jest jedmedo objetos¢ chloroformu, catéé jest
mieszana do momentu utworzenia jgidnolitej emulsji i wirowana w maksymalneggdkosci przez

5 min, w celu rozdzielenia warstw. Probkiywane g natychmiast lub magby¢ przechowywane w
4°C do dnia nagpnego (najcziciej).

Dla kazdej probki, pobierane jest 34d wodnej, gornej warstwy i pipetowane begmanio na
powierzchn¢ pozytywnie natadowanejylonowej membrany (Roche Diagnostics). Dodatkowoko
badanych probek, stosuje¢sodpowiednie kontrole pozytywne (zainfekowane opazmid) i
negatywne (niezainfekowane oraz bufor). Po zeau probek, membrana jest suszona (w 80 °C
przez 10 min), a naginie utrwalana w UV-crosslinkerze w 70 000 cmi®w celu utrwalania mma
rowniez zapieké membrag w 80 °C przez 2 h, ale podnosi to sygnaty ttaeligest to wymagane, na
tym etapie, membranmazna przechowywa przez okres kilku dni w ciem®oi, w temperaturze
pokojowej

Hybrydyzacja

Hybrydyzacja prowadzona jest z zapewnieniem ogdiny@runkow zalecanych przez
Roche Diagnostics, przy pracy z sondami RNA znakgwa DIG. Membrana testowa umieszczona
zostaje w hybrydyzacyjnym naczynizawieragcym 10 ml buforu DIG Easy-Hyb (Roche
Diagnostics) i podlega prehybrydyzaciji w 68 °Cpiecu hybrydyzacyjnyniHybaid). Po uptywie 1—
2 h, bufor do prehybrydyzaciji jest zlewany i zastwvany 6 ml wczéiej podgrzaneg®IG Easy-Hyb
zawierajcego 100-250 ng sondy; naczynie jest ponownie wcaese W pieci inkubowane przez
noc w 68°C.Po etapie hybrydyzacji, membrana przenoszona jesputletka$niadaniowegoi
przemywana czteryazy na orbital / rocking platform shaker (wwsarce/kotysce laboratoryjnej);
dwa ptukania odbywajsie w temperaturze pokojowej w 2 SSC + 0,1 %SDS przez 30 min, a
nastpnie dwa kolejne 15 minutowe ptukania w 68 °C & X,SSC + 0,1 % SDS.

Detekcja

Detekcja prowadzona jest zyeiem substratu CSPD (Tropix), pgstjac zgodnie z
protokotem zalecanym przez Roche Diagnostics demiluminescencyjnej detekcji znakowanych
DIG sond RNA. Jdi uzywany jest film Kodak X-Omat, 1 h czas ekspozyegtjw zasadzie idealny
by da wyrazisty wynik. W zalenosci od sity powstalego sygnatu e okazé sie niezledna
dodatkowa (dhasza ladz krotsza) ekspozycja .

Metoda alternatywna

Jako alternatywa dla laboratoriéw, ktore nig Wwyposaone w SposOb unibwiajacy
przeprowadzenie bafl@ wyciem hybrydyzacji, komercyjnie dggny jest kitCSVd hybridization
test kit firmy Agdia (Elkhart, Indiana, US).zMwajac tego systemuzaytkownik przygotowuje préobki
i membramw, ktore nastpnie wracaj do firmy Agdia w celu przeprowadzenia badaniapr& to firma
nastpnie dostarcza ostateczny wynik. System ten oksigalaw& identyczne rezultaty jak sposob
hybrydyzacji opisany tutaj.
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Metoda RT-PCR

Postpowanie tu opisane zgodne jest z metogisan przez Mumford i wsp(2000).

Ekstrakcja catkowitych kwaséw nukleinowych

Catkowite kwasy nukleinowe (Total nucleic acid - ANsg izolowane z prob z ayciem
metody zaadaptowanej od Lohdi i wsp. (1994). Tkdndca (100 mg) umieszczana jest w X015
cm polietylenowej torebce, gruba 500-gauge (ok. 125 mikrometrow przyp. ttum.)mrozona w
cieklym azocie, a naginie rozcierana na drobny proszek przyyaiu matego ¢cznego rolera.
Rozcieranie kontynuowane jest do momentu rozmarzania tkanki, kiedy tworzy onalkgapast.
Dodawany jest jeden ml (10 @bpsci) buforu do maceracji tkanki (grinding buffer) 2 CTAB, 100
mM Tris-HCI (pH 8,0), 20 mM EDTA, 1,4 M NacCl, 1,0 ®%arczyn sodu, 2,0 % PVP-40) i c&o
mieszana jest poprzezycie rolera. Sok z rozmialzonej tkankizlewany jest do 1,5-mprobdéwek
wiréwkowych i inkubowany w 65°C przez 10-15 min. &laesie inkubacji, probéwki wirowaneg s
maksymalne] prdkosci przez 5 min (w temperaturze pokojowefpklarowany sok (700ul)
przenoszony jest do kolejnej mikroprobéwki, do kfédodawana jest jedna etms¢ mieszaniny
chloroform:izoamyl alkohol (24:1 v:viCalas¢ mieszana jest do uzyskania emuypgjprzez obracanie
probowki. Zawartg¢ probowki jest wirowana w maksymalnejggkosci  w mikrowiréwce przez 5
min (w temperaturze pokojowej). Gorna (wodna) waasjest ostronie usuwana i przenoszona do
nowej probowki. Ponownie dodawana jest jednatokj mieszaniny chloroform:isoamyl alkohol,
calds¢ jest mieszana i wirowang@k poprzednio. Wodna warstwa jest ponownie przzoas,
uwazajac przy tym by nie naruszyinterfazy i dodawane jest do niej 0,5 gbfci 5 M NaCl oraz tyle
samo zimnego izopropanolu. Cétgest dobrze mieszana i inkubowana 20 °C przez nocTNA
stragcamy poprzez wirowanie przez 10 min w maksymalmegiipsci. Soél/etanol s zlewane a osad
jest przemywany poprzez dodanie 50070 % etanolu i wirowany przez 3—4 min. Etanoltjes
zlewany, a osad pozostawiamy do wysuszenie by adspozostaly etanol. Naginie osad jest
zawieszany w 100l wody o czystéci do biologii molekularne;.

RT-PCR

Jedenul TNA lub kontroli (zainfekowane RNA, niezainfekom@a RNA i woda) naktadany
jest do 0,2-ml probowki PCR, do ktérej dodawand @8 pm kadego ze starterow Vir 1 5
CTTCAGTTGTTTCCACCGGGTAG-3 i Vir 2 (5-TTCCTGTGGTGCACTCCTGACC-3.
Koncowa obgtos¢ 15 pl osiggana jest poprzez dodanie wody o cz§atalo bada molekularnych.
RNA wiroida jest denaturowane przez ogrzewanies ®przez 3 min, a naginie schtodzone do 4
°C (lub nizej) przez 5-10 min (dla utatwienia, vma tego dokorauzywajac termocyklera, jdi
posiada on madiwos¢ chiodzenia). Kiedy etap denaturacji zostanie #akony, mana doda
pozostate skladniki mieszaniny reakcyjnej (1,25 Tdqg polimerazy, 10 U AMV odwrotnej
transkryptazy, X bufor Taqgzawierajcy 1,5 mM MgC} i 300 uM dNTPs; wszystkie sktadniki firmy
Promega), dopetaido catkowitej objtosci 35 ul sterylry, wolng od nukleaz wogl Po wymieszaniu,
probéwki ponownie umieszczaesiv termocyklerze i przeprowadza RT-PCR wedtug ¢pagicego
programu: 50 °C przez 30 min, 95 °C przez 4 mastpnie 30 cykli po 95 °C, 60 °C, 72 °C ¢dy
po 1 min), oraz kicowa wydhzona elongacja prowadzoma72 °C przez 5 min.

Elektroforeza welu agarozowym
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Produkty powstate w reakcji RT-PCR, analizowanenastpnie poprzez elektroforezw
zelu. PCR mix (12,5) taczony jest z 2,51 6 x buforu obcizajacego, naktadany na 2 %el
agaroza-TBE i poddawany rozdziatowi w buforze TBE, pod nagtiem 5-10 V crit. Dodatkowo
w celu okrglenia wielkaci uzyskanych fragmentow rilu, obok probek rozdziatowi ulega rowaie
drabinka 100-bp (AB Gene, UK). Po zakaeniu rozdziatizel barwiony jest bromkiem etydyny (1
ug mt w wodzie dejonizowanej), a naphie jest on wizualizowany wéwietle UV. Probki
pozytywne daj prazek wielkaici 262 par zasad (bp). Obraz (film lub wersja cyfa) zelu
zachowywany jest by dgd¢zy¢ go do kaicowego raportu z badania.

RFLP

Produkty RT-PCR z prébek pozytywnych @czyszczane przyzyciu kitu do oczyszczania
produktu PCRMN Nucleo-Spin Extract lub podobny). Neghie oczyszczony produlest poddany
trawieniu przez enzym restrykcyind Il (Promega), w reakcji na ktgrsktada sj 17 ul produktu,
10 U enzymu, 2l 10 x buforu. Reakcje gsnastpnie inkubowaneprzez 2 h w 37C. Po okresie
inkubacji produktyreakcji poddawaneasanalizie poprzez elektroforeav zelu agarozowym, jak
opisano powsyej. Dla produktéw powstatych zzyciem pary starterow Virdind 11l potnie produkt
bedacy CSVd (by da prazek wielkasci 220-bp) ale nie potnie PSTVd.

Technika 5-nukleazy (TagMan)

Postpowanie tu opisane zgodne jest z metogisan przez Mumord wsp. (2000).

Ekstrakcja catkowitych kwaséw nukleinowych

TNA izolowany jest z gyciem tej samej metody jak opisano pawly dla RT-PCR.

Badanie TagMan

Reakcje prowadzonegsw duplikacie, w 96-dotkowej ptytce reakcyjnej zyaiem
odczynnikéw dostarczonych przez Applied Biosyst€jedi nie okreslono inaczej). W kadej reakcji
1 uwl ekstraktu TNA dodawany jest do 7,5 pmol startereverse” (CSvVd 297R: '5
GGAAAAAAAGGCGTTGAAGCTT-3) i uzupetniany do kécowej obgtosci 5 ul woda o czystdci
do biologii molekularnej. Mix ten jest ngphie podgrzewany do 95 °C przez 3 min zanim zaéstan
schtodzony na lodzie. Po 5-10 min chiodzenia, ztienwana mieszanina RNA - ,reverse” starter
dodawana jest do pozostalego master mixu zawmygp 1x Buffer A (dostarczony razem z
AmpliTaq Gold), 5,5 mM MgGl 0,5 mM dNTPs, 7,5 pmol ,forward” starter (CSVdOR2 5-
CTGCCCTAGCCCGGTCTT- 3 2,5 pmol sondy TagMan (CSvVd 249T:-5[FAM] -
CAGTTGTTTCCACCGGGTAGTAGCCAA-[TAMRA]-3), 0,625 U AmpliTaq Gold i 10 U M-
MLV RT (Promega), uzupetnionelo kaicowej obgtosci 25 ul woda o czystdci do biologii
molekularnej. Plytki $ nastpnie poddane serii cykli w okilenych warunkach (48 °C przez 30 min,
95 °C przez 10 min i 40 cykli po 60 °C przez 1 n96 °C przez 15 s) zzyciem uradzenia 7700
Sequence Detection System (Applied Biosystems),zliwiajgcego gromadzenie danych w czasie
rzeczywistym. Uzyskana daneg snalizowane przy ayciu pakietu oprogramowania Sequence
Detector dostarczonego przez Applied Biosystems.
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Poréwnanie z podobnymi gatunkami

R-PAGE wiroidy takie jakPotato spindle tuber pospiviroiPSTVd) i inne pospiviroidy, ktéreas
bardzo zbltonych rozmiaréw, nie magby¢ odr&nione od CSVd przy #yciu R-PAGE. W celu
identyfikacji do poziomu gatunku, wymaganglip dodatkowe badania (patrzzgj).

Hybrydyzacja technika hybrydyzacji jest bardzo specyficzn&lijechodzi o CSvd. W
rygorystycznych warunkach opisanych paey nie powinna mie@ miejsca zadna krzyowa
hybrydyzacja pomgdzy sond CSVd azadnym innym, rélinnym wiroidem lub wirusem (choctav
przypadku nienaturalnie wysokiej koncentracji PSTWazna otrzymé bardzo staby sygnat).

RT-PCR startery tu opisane zaprojektowagew odniesieniu do wysoce konserwatywnych rejonéw,
ktore dzielone $z innymi pospiwiroidami wjczapc w to PSTVd iCitrus exocortis viroid Startery
mog rowniez amplifikowat PSTVd, w efekcie dag¢ produkt wielkdci 264 bp.W celu identyfikacji

do poziomu gatunku, wymaganedy dalsze analizy produktéw PCR poprzez agaRFLP z
uzyciem enzymu restrykcyjnegsind Il (jak opisano).

TagMan opisana tutaj kombinacja starter-sonda zaproyedt@ zostata tak, by byla specyficzna dla
CSvd, ale nie dla innych pospiwiroidow (lub innygatogendw). Wykazanaze w badaniu na
obecnd¢ CSVd nie zostapwykryte izolaty PSTVd.

Kolekcje izolatow referencyjnych
Izolaty CSVd (i inne wiroidy) dogpne g w:

ATCC 12301 Parklane Drive, Rockville, Maryland 2@8b776 (USA)

Wymagania dla pozytywnej diagnozy

Nalezy przestrzega postpowania odngnie detekcji i identifikacji opisanego w tym
protokole. Do czynienia z pozytywnidentyfikacp CSVd mamy w przypadku, gdy:

» podczas wykonywania badania metdaybrydyzacji kwasow nukleinowych badane prébkigdaj
wyrazne sygnaly, ktéregsporownywalne do uzyskiwanych przez kongrpbzytywry

lub

* uzycie pary starteréw Vir 1 oraz Vir 2 prowadzi doyskania produktu RT-PCR wielka 262 bp,
ktory po analizie RFLP zayciem Hind Il daje produkt 220-bp lub ktory w hybrydyzacji @bern
daje sygnat z soadDNA skierowan do CSVd,

lub
o wartas¢ CT (punkt, w ktérym zaczynacesiwyktadniczy wzrost amplifikacjiwygenerowany przy

uzyciu TagMan ogiga wartd¢ poniej 40.

13



Wszystkie wyniki powinny b§ potwierdzone w oparciu 0 wyniki odpowiednich kaitr
pozytywnych lub negatywnych (w tym drugim przypadke wszystkich metodach powigmy
obserwowa brak sygnatu/produktu/amplifikacji). Jednoznaczitgentyfikacja winna b§ oparta na
pozytywnych reakcjach w przynajmniej dwoch niezaleh badaniach (np. RFLP lub hybrydyzacji
produktu RT-PCR ok&onej wielkasci).

Raport z badania

Sprawozdanie z badaprzeprowadzonych zgodnie z niniejszym protokotemwipno
zawierd:

« informacje dotyczca pochodzenia zainfekowanego materiatu

* potwierdzenie wynikow,gcznie z kopi fotografii zelu lub obrazem cyfrowym (dla R-PAGE i RT-
PCR), autoradiogramem (dla hybrydyzacji) lub wykresamplifikacji (dla TagMan).

Poraony materiat powinien yprzechowywany zamgony w —20 °C lub niej, celem przysziych
odwotaxr lub koniecznéci przeprowadzenia powtornych bada&Poniewa CSVd jest wyjtkowo
stabilny, mae przey¢ w postaci zamrmnej przynajmniejok, a prawdopodobnie znacznie 2y

Informacje dodatkowe

Dodatkowe informacje na temat technik wyszczegdipeth w tym protokole magzosta
uzyskane od:
R-PAGE

Naktuinbouw, PO Box 135, 2370 A C Roelofarendsygtosiandia) Plant Protection Service, PO Box
9102, 6700 HC Wageningen (Holandia)

Hybrydyzacja
Central Science Laboratory, Sand Hutton, York, YQ#4Z (UK)

INRA, Station de Pathologie Végétale, Domaine deGlande-Ferrade BP 81, 33883 Villenave-
d’Ornon cedex (Francja)

Agdia Inc., 30380 County Road 6, Elkhart, India®&¥4 (US)
RT-PCR & TagMan

Central Science Laboratory, Sand Hutton, York, YQ4Z (UK)

Podzigkowania
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W oryginale protokét ten zostat napisany przez:Mumford, Central Science Laboratory,
Sand Hutton, York YO41 1LZ (UK)
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