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OGGETTO: REFERTO DIAGNOSTICO

1. DATI DEL/DEI CAMPIONE/I

- ricevutiil 22/10/2013

- descrizione: otto campioni di rametti di olivo. Per i dettagli sulla identificazione dei
campioni vedasi 'allegato 1.

- n°identificazione/registrazione del laboratorio: 512/2012

2. RISULTATI DELLE ANALISI ESEGUITE.

Le indagini effettuate sui campioni pervenuti in laboratorio (per I'elenco completo dei
campioni vedasi I'allegatol) hanno riguardato i seguenti patogeni oggetto di certificazione
volontaria ai sensi del D.M. 20/06/2006 riportati con i relativi risultati analitici:
1. OLV-1 (Olive Latent Vjrus -1)
OLV-2 (Olive Latent Virus -2)
SLRSV (Strawberry Latent Ring Spot Virus)
CLRV (Cherry Leaf Roll Virus)
CMV (Cucumber Mosaic Virus)
TNV (Tobacco Necrotic Virus)
OLYaV (Olive Latent Yellow associated Virus)
OLRSV (Olive Latent Ring Spot Virus)
ArMV (Arabis Mosaic Virus)
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10. Phytophthora ramorum
11. Ricerca di fitoplasmi generica
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3. METODICHE UTILIZZATE

Estrazione del RNA totale (in doppio) da foglie e trucioli floematici con protocollo Rneasy
Plant Mini Kit modificato (MacKenzie, 1997). Sintesi del cDNA a partire dagli estratti RNA
con il kit iScript cDNA Sinthesis (Biorad). Estrazione del DNA totale con CTAB 3% modificato
(Dairie, 1997). Amplificazione genica in Real Time per la verifica di amplificabilita (del cDNA
prodotto e DNA) attraverso il gene endogeno 18S rRNA con coppie di oligonucleotidi
specifici e sonda TagMan (Rowani, 2008). Amplificazione genica in Real Time con Sonda
TagMan per la diagnosi di ArMV e CMV con coppie di oligonucleotidi specifici (Wei, 2011).
RT — PCR per la diagnosi di TNV, OLV-1, OLV-2, OLRSV, OLYaV, CLRV, SLRSV con coppie di
oligonucleotidi specifici (progetto OLVIVA). Amplificazione genica in Real Time con sonda
TagMan Estrazione del DNA totale con protocollo Dneasy Plant Mini Kit (Qiagen)
modificato con buffer CTAB 3%. Amplificazione genica in Real Time PCR con sonda TagMan
e coppia (ITS) di oligonucleotidi specifici per la diagnosi di Phytophthora ramorum (Hughes
et al, 2005). nested PCR per la diagnosi di Phytophthora ramorum con coppie di
oligonucleotidi specifici (ARNADIA 2012). PCR end point per la diagnosi di Phytophthora
ramorum con coppie (gene GPA) di oligonucleotidi specifici (loos, 2006). Nested PCR end
point per la ricerca di Fitoplasmi generica da estratti DNA (Lee, 1994). Lettura delle curve
prodotte dalle amplificazioni geniche in Real Time con sonda TagMan (Hughes et al, 2005).
Corsa elettroforetica su gel agarosio “colorato” con GelRed per la verifica dei risultati delle
amplificazioni in end point.
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