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'Preparazione stock di riferimento:

raccolta di pollini da infiorescenze




reparazione STOCK di riferimento:

raccolta spore fungine da piastre




. Risospensione di pollini e spore
aerodispersi raccolti su vetrini di
monitoraggio simulati e reall




Quantificazione materiale raccolto
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Estrazione del DNA




- Estrazione del DNA
da spore




POLLINI
Amplificazione DNA tramite
PCR end point e real-time




SPORE FUNGINE

Ificazione DNA tramite
Real-time PCR

A) SYBR Green | assay

Amplification Chart : Dista 2016-09-26 0314 RISULTATLopd
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Protocolli termici di
amplificazione tramite
Real-time PCR

Attivazione Taq 95°C X 5 min
Denaturazione DNA 95°C X 15 sec

Annealing e estensione 60°C X 60 sec

Melting 55°C ——> 95°C (0,5°C t=30")

Attivazione Taq 95°C X 3 min
Denaturazione DNA 95°C X 10 sec
Annealing e estensione 60°C X 30 sec

Melting 55°C —> 95°C (0,5°C t=30")

AttivazioneTaq 95°C X 5 min
Denaturazione DNA 95°C X 10 sec

(Qing-Yin Zeng et al., : Annealing e estensione 68°C X 30 sec
Melting 55°C —> 95°C (0,5°C t=30")

iQ ™5 Real Time PCR Detection System,-—iC)TM SYBR® Green—Supermix e Primers (BIO-RAD)



Risultati ottenuti
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SPORE
Specificita PCR

il

“nel

tta dal
azioni non

wm specifiche e dimeri di

primers.

SYBR Green l: legame
aspecifico con il DNA.
Specificita della
reazione data solo dai
primers.

Il grafico di amplificazione non da informazioni
sulla specificita del segnale.

CLAD-> g



Risultati ottenuti
SPORE

Efficienza PCR

Amplfication Chart : Data 2016-03-27 1210 RISULTATI.opd
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AT Risultati ottenuti
SPORE
Efficienza PCR

EffiCienza SlOpe cofroeelszI:Ine Y intercetta e Standard % Unknowin
(90-110%) (-3.58; -3.10) (R2) (Ct)

ITS su
62,7 % -4.480 0.998
Cladosporium
IT
Ssu 74.5 % -4.137 0.990
Alternaria

CLAD 92 5% -3 516 o 999
PCR Standard Curve : Data 2016-09-27 1210

RISULTATL.opd

Efficienza del 100% = la quantita di DNA raddoppia ogni ciclo (durante la fase esponenziale di amplificazione).
Slope (pendenza) = numero di cicli che intercorrono tra due diluizioni 1:10 dello standard (teorico -3.32).
Coeff. di correlazione (R?) =riflette la linearita della standard curve (esprime la correlazione esistente tra i dati.
Ideale=1).

Y-intercetta = definisce il numero di cicli necessari per rilevare una copia di DNA target (corrisponde al limite
teorico dirilevazione).




Risultati ottenuti
SPORE

Riproducibilita PCR

Primers

Conteggio spore
estratte

(spore/reazione)

Ct medio

(threshold = 189. 66)

Dev
standard

(SR)

Risproducibilita

R=2*4/2*SR

CV %

(SR/Ct medio)

ITS Cladosporium

5.6 x 10°

6.70

4.85

13.71

72.69

ITS Alternaria

1.4x10°

16.56

2.77

7.83

16.72

Primers

Conteggio spore
estratte

(spore/reazione)

Ct medio

(threshold =53)

Dev
standard

(SR)

Risproducibilita

R=2*4/2*SR

V%
(SR/Ct medio)

5.6 x 10°

13.44

1.61

4.55

11.98

4.8 x 10°

25.79

2.26

6.40

8.77




Risultati ottenuti SPORE

Sensibilita PCR

pg DNA/reazione

Handbook

Primer Spore/reazione Limiti bibliografia REAL-TIME PCR
(genoma aploide) (Invitrogen)
Potenzialmente
1 spora/reazione
CLAD 0.56* 0.017* pg (0.04 pg) (Qing-Yin 100pg-1ug
Zeng et al., 2006) _
75 copie di DNA | 10-1000 copie di
4 Andersen B.
ALT 13.5* 0.4* pg (4 pe) DNA

et al., 2006)




Risultati ottenuti

SPORE
Confronto tempi di rottura meccanica

— = T
) Tempi di rottura con Risultati PCR (Ct)
Conteggio spore biglie
Primers ITS
‘ ) = P

2521 ar

28.36
2067
Cladosporium 17.66

Risultati indicativi (effettua

Risultati opposti tra Alternaria e Cladosporium (confronto Ct):

- Alternaria  ———> 2" sembra migliore (Ct piu basso); no differenze tra 15’ e 60’
- Cladosporium ——>  meglio a 60’,poi 15" e 2'; si evidenziano differenze maggiori.

| tempi di pretrattamento meccanico sembrano influenzare il risultato dell’estrazione
(necessario approfondimento).
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SPORE
Confronto metodi purificazione

S N° spore/reazione | Metodo di Risultati PCR (Ct) Ct + R (metodo)
. estrazione Primers specifici
Pashley* NA
1,7X106 19.06 + 11.66
CTAB 19.06
. Pashley* 30.28
Alternaria 0.7X108 2412 £ 11.66
CTAB 24.12
Pashley* 32.97
2X108 23.63 £11.66
CTAB 23.63
Pashley* 19.45
8.5 X10° 18.96 + 6.67
CTAB 18.96
. Pashley* 25.12
Cladosporium 6.0X10° 19.29 £ 6.67
CTAB 19.29
‘ Pashley* 21.04
9.3X10° 14.36 + 6.67
I CTAB 14.36




. Risultati ottenuti
SPORE

Confronto estrazioni




Risultati ottenuti
SPORE

Sensibilita metodo

Efficienza estrazione

Limiti espressiin

S e Sensibilta
(DNA misurato allo Limiti espressiin bibliografia
spettrofotometro/DNA atteso bibliografia (spore/reazione) (spore/reazione)
zi
dal conteggio) x 100 P
Cladosporium 22-54% (Yamamoto 103-10% (Dean T.R.
spp- 24% N. et al.,2009) = etal., 2004)
19% (Yamamoto N. 10* (Crespo-Sempere




Risultati ottenuti
SPORE

Riproducibilita del metodo

Spore Conteggio spore Ct med Dev standard | Risproducibilita CV%
(stock) (threshold =53) (SR) R=2%*4/2*SR (SR/Ct medio)
108
CLAD
; 17.81 2.93 6.67 16.43
Cladosporium | (5,106 spore/reaz.)

ALT 10’

23.94 4.17 11.66 17.40

Alternaria spp.

(5x10°spore/reaz.)




Risultati ottenuti SPORE

Vetrini monitoraggio
veri o simulati

Campione Conteggio spore estratte Ct
1 prova Vetrini di monitoraggio veri (Primer ITS) 106 NA
2 prova Vetrini di monitoraggio veri (Primer ITS) 106 NA
3 prova Vetrini simulati - non colorati (Primer ITS) 108 17.17
Vetrini simulati — FUCS poche ore (Primer ITS) 108 19.96
4 prova Vetrini simulati - non colorati (Primer CLAD) 108 20.36
Vetrini simulati - FUCS poche ore (Primer CLAD) 108 25.41
5 prova Vetrini simulati - non colorati (Primer CLAD) 106 22.69 O c
Vetrini simulati - non colorati (Primer CLAD) 10° 28.39 ne di PCK
Vetrini simulati - FUCS 1 settimana (Primer CLAD) 106 NA >
Vetrini simulati - FUCS 1 settimana (Primer CLAD) 10° NA
Vetrini simulati - non colorati (Primer ALT) 10’ 23.23
Vetrini simulati - non colorati (Primer ALT) 106 NA
Vetrini simulati - FUCS 1 settimana (Primer ALT) 10’ NA
Vetrini simulati - FUCS 1 settimana (Primer ALT) 106 NA




Conclusioni
POLLINI




Conclusioni
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Reazione di PCR
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