Zmodyfikowana metoda molekularna wykrywania wirusow

sadzeniakow ziemniaka

I. Szybka procedura CTAB do izolacji kwasow nukleinowych z bulw

Przed izolacja:

Przygotowac bufory lizujacy - CTAB, ptuczace - Wash 1, Wash 2 i Wash 3.

e Bufor lizujgcy CTAB o pH 8,0

A

C

Odczynnik (stezenie

llosé na 1 litr

llosé na 100 ml

koncowe)
CTAB (2%) 20g 2g
NaCl (2 M) 116,88 g 11,7 g
Tris-HCl o pH 8,0 (100 15,76 g lub 1,6 g lub lub

mM)

100 ml roztworu 1M Tris-HCI

10 ml roztworu 1M Tris-HCI

EDTA(20 mM)

7,44 g EDTA lub
40 ml roztworu 0,5 M EDTA

0,744 g EDTA lub
4 ml roztworu 0,5 M EDTA

Na»SO0s (1%) 10g 1
PVP-40 (2%) 20g 2
B-merkaptoetanol 10 ml 1ml

v cztery pierwsze odczynniki rozpusci¢ na mieszadle magnetycznym w okoto 800

(kolumna B) lub 80 (kolumna C) ml wody destylowanej ogrzanej do okoto 60°C w

mikrofalédwce. Podczas rozpuszczania mozna ustawi¢ mieszadto (jezeli ma blok

grzejny) na 60°C lub rozpuszcza¢ w ftazni wodnej doprowadzonej do tej

temperatury.

v" doprowadzi¢ pH do wartosci 8,0 za pomocg 1M NaOH lub HCl,
v" NazS0s, PVP-40 i B-merkaptoetanol dodaé bezposrednio przed uzyciem do

roztworu (zawierajgcego powyisze, pierwsze cztery substancje). Butelke z B-

merkaptoetanolem otwieraé pod wyciggiem i tam dodawac ten sktadnik.

v Po rozpuszczeniu tych dwdch sktadnikéw uzupetni¢ wodg wolng od nukleaz do
objetosci 1000 (kolumna B) lub 100 (kolumna C) ml, w przypadku dtuzszego
przechowywania autoklawowac. Bufor zachowuje trwatos¢ przez 2 tygodnie.

e Wash solution 1 — 70% aceton (70 ml acetonu + 30 ml wody wolnej od nukleaz)

e Wash solution 2 — 70% izopropanol (70 ml 100% izopropanolu + 30 ml wody wolne;j

od nukleaz)

e Wash solution 3 - 70% etanol (729,2 ml 96% dopetni¢ wodg do 1L)




lzolacja

Rozktad odczynnikéw na ptytce DW do izolacji*:

Nazwa Nr Typ plytki Odczynnik llo$¢ na
rzedu rzedu dotek
A Deep Well PUSTA
Tip Comb B Deep Well KingFisher™ Duo 12-Tip Comb
Lizat z bulw 400 pl
Sample C Deep Well RNA Binding Beads 25 ul
96% Etanol 400 pl
Wash 1 D Deep Well Wash Solution 1 800 ul
Wash 2 E Deep Well Wash Solution 2 800 pl
Wash 3_1 F Deep Well Wash Solution 3 800 pl
Wash 3_2 G Deep Well Wash Solution 3 800 ul
H Deep Well PUSTA

*W przypadku stosowania roboto innego niz KingFisher™ DuoPrime, nalezy procedure

dostosowa¢ do wymogow urzgdzenia, np. stosujgc dla poszczegdlnych etapéw osobne

ptytki DW w catosci napetnione poszczegdlnymi roztworami.

1.

Bulwy pobrane spod 234 krzakéw umy¢ do czysta pod biezgcg wodg i zostawic¢ do
wyschniecia. Podzieli¢ na 9 grup po 26 bulw kazda.

Napetni¢ pojemniki homogenizacyjne (o objetosci 50 ml) 10 ml buforu lizujgcego
CTAB i dodaé kulki stalowe odpowiednie dla srednicy pojemnika.

Pojemniki do homogenizacji prob mozna przygotowac kilka dni wczesniej i trzymac
szczelnie zamkniete w temperaturze pokojowej.

Wycinaé okoto 20 mg tkanki z bulw z czesci przystolonowej lub z oczek
bezposrednio do pojemnika homogenizacyjnego wypetnionych buforem lizujgcym.
Do jednego pojemnika wycig¢ proby z 26 bulw.

Miedzy pojemnikami stosowac¢ nowe narzedzie do wycinania (ostro zakoriczony
obierak lub stalowq tyZzeczke do wazenia matych ilosci). Mozna sterylizowac uzyte
w 2% wirkonie (lub 5% domestosie) i optuka¢ wodq przed ponownym
stosowaniem.

Mozna pobrac najpierw proby z bulw i je np. zamrozi¢ w -80°C a bufor i kulki doda¢
przed izolacjq.

Homogenizowa¢ dodanymi kulkami stalowymi na robocie Tissuelyser Il lub
Geno/Grinder lub innym tego typu.

Alternatywnie, mozina proby tgczone homogenizowac¢ wsypujgc danqg probe
tgczonqg do zimnego mozdzierza i uciera¢ w ciektym azocie a nastepnie dodac¢ 10 m/
buforu lizujgcego. Mozna réwniez uciera¢ w woreczkach do homogenizacji z siatkq.



10.

11.

W takim przypadku do woreczka nalezy wtozy¢ dla jednej proby tqczonej proby
pobrane z 26 bulw, dodac¢ 10 ml buforu, zamkngc¢ worek i homogenizowac go
recznie lub na dedykowanym urzqgdzeniu. Homogenat przenies¢ do probdwek
wiréwkowych.

Inkubowa¢ 5 min w 65°C w bloku termicznym, fazni wodnej, lub 10 min w
cieplarce.

Wyjac¢ kulki bagietka z magnesem, wirowaé¢ 12000g x 10 min w celu osadzenia
czesci statych, piany oraz skroplin z parowania (po tym etapie mozna
przechowywac probki do 5 dni w lodéwce w 4°C)

Przenies¢ 400 ul lizatu na przygotowang ptytke DW wg tabeli wyzej (ptytki DW
mozna napetni¢ odpowiednimi roztworami kilka dni wczesniej i przechowywac
szczelnie zamkniete w temperaturze pokojowej).

KingFisher™ Duo Elution Strip napetni¢ wodg wolng od nukleaz (po 100 ul do 12
studzienek).

Wstawi¢ ptytke DW oraz strip elucyjny do odpowiednich miejsc w robocie
KingFisher DuoPrime. Uruchomi¢ program: CTAB_20_min (KingFisher DuoPrime).
Plik mozna uzyskac od autora procedury).

Po 20 minutach wyja¢ ptytke i strip elucyjny z preparatami RNA. Strip mozna
zamkng¢ dedykowanym paskiem zamykajacym i umiesci¢ w ramce na 8 stripow
(96 preparatéw RNA).

Preparaty RNA przechowywac w -20° lub -80°C lub bezposrednio wykonywac test
RT-qPCR wg procedury opisanej w punkcie Il.



Il. Real-time RT- PCR

Tabela 1 Sekwencje starteréw i sond

Starter Wirus Sekwencja (57-37) Zradio

PVS-1 for AAGTGGTGATCATGTGTGCAAGCG Mortimer] o
PVS-1 gey PVS ATTGCAATGATCGAGTCCAAGGGC {2309;““' ones 1.
PVS-1 probe Cy3-ACTGTGGAGTTCCCAACAGGCGCAGT-BHQ2

PVA-FWD AGGTACTGCTGGGACTCATTCAG

PVA-REV PVA RACACTCTTACCTTTGAGCATTGG Lacomme i in. (2015)
PVA Prohe Cyan500-CCACGCTTAAAATCAATGACATCAAAACTGACACT-BHQI

PVX-1 for AAGCCTGAGCACAAATTCGC

PVX-1 5y, PVX GCTTCAGACGGTGGCCG Agindotaniin. (2007)
PVX-1 probe Red610-AATGGAGTCACCAACCCAGCTGCC-BHQ2

PSTV-231F GCCCCCTTTGCGCTGT

PSTV-206R  PSTVd  AAGCGGTTCTCGGGAGCTT Boogham i in. (2004)
PSTV-251T FAM-CAGTTGTTTCCACCGGGTAGTAGCCGA-BHQ!1

PLRVF GGCAATCGCCGCTCAA

PLRVR PLRV TGTAAACACGAATGTCTCGCTTG Boonham i in. (2009)
PLRV Probe Cy35-CCTCGTCCTCGGGGAACTCCAGTT-BHQ-2

—— CCAACTGTGTTTACTACTAGGTG

KT8543ME PVM ATCACCTCGGTTACTCCTTC niepublikowane
KT8483MP Red610-CTGGTATCTCTTACAATGTGCGCG BHQ-2

PVY-1FP CCAATCGTTGAGAATGCAAAAC

PVY-1RP PVY ATATACGCTTCTGCAACATCTGAGA Singh i in. (2013)
PVY-1 Probe FAM-TTAGGCAAATCATGGCACAT-BHQ-1

ggi FR CGTCGCATTCCAGATTATCCA

coxoLislIT Co% CAACTACGGATATATAAGRRCCRRAACTG Boonham i in. (2009)
S Cyan300-AGGGCATTCCATCCAGCGTAAGCA-BHQ1

Fluorofory oraz ich dtugos$¢ Swiatta wzbudzenia i emisji fluorescencji (LightCycler

480 System l):
Cy5 618-660

Joe/HEX 533-580
Texas Red 533-610
FAM 465-510



Mieszaniny reakcyjne dla mastermix TagPath™ 1-Step Thermofisher

Tabela 1 Reakcja dla wirusow PVY, PVM i PLRV + kontrola wewnetrzna Cox

Odczynnik x 1 reakcja x 100 reakcji
TagPath™1-Step 2,5ul 250ul
Multiplex

PVY-1 FP 0,15l 15ul
PVY-1RP 0,15l 15ul
PVY-1 Probe 0,2ul 20ul
PLRV F 0,15l 15ul
PLRV R 0,15ul 15ul
PLRV Probe 0,2ul 20pl
KT8440MF 0,15ul 15ul
KT8543MR 0,15ul 15ul
KT8483MP 0,2ul 204l
COX F 0,15l 15ul
COXR 0,15l 15ul
COXOL1511TProbe 0,1pl 10ul
Woda 3,7ul 370ul
RNA 2,5ul

Tabela 2 Reakcja dla wirusow PVA, PVS, PVX i wiroida PSTVd

Odczynnik x 1 reakcja x 100 reakcji
TagPath™1-Step 2,5ul 250ul
Multiplex

PVS-1 for 0,15ul 15ul
PVS-1rev 0,15ul 15ul
PVS-1 probe 0,2ul 20ul
PVA-FWD 0,15ul 15ul
PVA-REV 0,15ul 15ul
PVA-probe 0,2ul 20ul
PVX-1 for 0,15ul 15ul
PVX-1rev 0,15ul 15ul
PVX-1 probe 0,2ul 20ul
PSTV-231F 0,15ul 15ul
PSTV-296R 0,15ul 15ul
PSTV-251T 0,2ul 20ul
Woda 3,6ul 360yl

RNA 2,5ul




Warunki reakcji:

TagPath™ 1-Step Multiplex:

25°C-2min,

53°C-10min,

95°C-2min,

40 x (95°C-15sek, 60 °C-1min)
Wyniki Cq uzyskane w trakcie amplifikacji nalezey przeanalizowaé w oprogramowaniu
stosowanego termocyklera stosujgc kontrole negatywne (NC — RNA ze zdrowych roslin) oraz

kontrole bez matrycy (NTC — woda zamiast RNA) do ustalenia wartosci progowych dla danej
ptytki.

Po wyznaczeniu liczby pozytywnych prob laczonych porazenie ocenianych sadzeniakow
szacowac stosujac arkusz kalkulacyjny SeedCalc Excel udost¢pnianego przez International
Seed Testing Association (ISTA) https://www.seedtest.org/en/services-header/tools/statistics-
committee/statistical-tools-seed-testing.html
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