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Sposob i zestaw do identyfikacji nicienia Paratrichodorus pachydermus, szkodnika

roslin, metoda Real Time PCR

Przedmiotem wynalazku jest sposéb i zestaw do identyfikacji nicienia Paratrichodorus

pachydermus, szkodnika roslin metoda Real Time PCR.

Wedtug najnowszej klasyfikacji w rodzinie Trichodoridae wykazano 11 gatunkow. Wiele
sposrod nich to szkodniki rodlin uprawnych. Porazone rosliny maja uszkodzony system
korzeniowy, a zmniejszony pobor wody prowadzi do ich zamierania. Identyfikacja
gatunkow nicieni oparta jest na analizie cech morfologicznych i morfometrycznych, w tym
diagnozowane sa m.in.: zabarwienie samicy na poszczegolnych etapach rozwojowych,
ksztalt cysty, dtugosé i ksztalt guzow sztyletu, dtugos¢ larwy inwazyjnej, wzor na plytce
perinealnej. Jest to jednak analiza bardzo pracochtonna i czasochtonna. Wymaga duzo
wiedzy i doswiadczenia w pracy z materiatem biologicznym. Ponadto, istnieje mozliwosé
nachodzenia na siebie wymiaréw réznych gatunkéw. Metody opartej na analizie cech
morfologicznych i morfometrycznych nie mozna zastosowaé¢ do identyfikacji

miodocianych osobnikéw, u ktérych cechy morfologiczne nie sa jeszcze wyksztalcone.

Obecnie w diagnostyce nematologicznej coraz czgsciej stosowane sa techniki oparte na
analizie kwasow nukleinowych, w tym wykorzystujace lancuchows reakcje polimerazy
(PCR). Podstawa techniki PCR jest powielenie fragmentu/6w DNA, specyficznego dla
okreslonego organizmu, do poziomu umozliwiajacego jego szybka i prosta detekcje przy
uzyciu elektroforezy. Uzyskuje sig¢ to stosujac krétkie jednoniciowe oligonukleotydy (12-
40 nukleotydow), tzw. startery, specyficzne dla powielanego fragmentu DNA oraz enzym
— termostabilng polimeraze, ktora umozliwia powielenie zadanego fragmentu w cyklicznej,
trzyetapowej reakcji, ztozonej z denaturacji, wigzania starterow oraz syntezy DNA.
Zazwyczaj po okoto 30 cyklach reakcji uzyskuje si¢ ponad milion kopii powielanego

fragmentu DNA, co pozwala zidentyfikowac go technika elektroforezy zelowe;.

Udoskonaleniem tancuchowej reakcji polimerazy jest Real Time PCR, to jest rekcji PCR z
pomiarem ilosci powielonego fragmentu w kazdym cyklu reakcji. Do pomiaru ilosci
powielonego fragmentu wykorzystuje si¢ fluorochromy (barwniki fluorescencyjne), np.:
SYBR Green I, SYTO9, Eva Green, SYBR Gold, ktérych fluorescencja jest

proporcjonalna do ilosci powielonego fragmentu. Identyfikacje powstalych produktow
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przeprowadza si¢ poprzez pomiar wielkosci fluorescencji oraz analiz¢ krzywej topnienia
produktéw reakcji bez elektroforezy. Czutos¢ reakcji Real Time PCR jest znacznie
wigksza niz tradycyjnego PCR, a brak elektroforezy skraca czas analizy. Wada Real Time
PCR z barwnikami fluorescencyjnymi (podobnie jak tradycyjnego PCR) jest ograniczona
specyficzno$¢ reakcji. W wiekszosci przypadkoéw reakcja PCR zachodzi nie tylko w
przypadku 100% identycznosci sekwencji starterow do sekwencji matrycy lecz réwniez
gdy 1-2 nukleotydy sa nieidentyczne. Ta wlasciwos¢ tradycyjnego PCR i Real Time PCR z
barwnikami fluorescencyjnymi wymaga precyzyjnego ustawienia parametrow termicznych
reakcji. Ponadto, barwniki fluorescencyjne wiaza si¢ z kazdym dwuniciowym fragmentem
DNA, powstaltym rowniez w wyniku amplifikacji starterow (produkty primer-primer,
primer-dimer), co wymaga rowniez starannego doboru odpowiedniego stgzenia starteréw.
Alternatywa dla barwnikéw fluorescencyjnych sa sondy DNA znakowane
fluorescencyjnie. Sa to krotkie odcinki DNA, komplementarne do poszukiwanej sekwencji,
ktére po przylaczeniu do DNA podczas reakcji PCR emitujg fluorescencje o okreslonej
diugosci fali. Obecnie znanych jest kilka rodzajéw sond, np.: TagMan, FRET, molecular
beacons, czy scorpions. Specyficznos¢ reakcji Real Time PCR ze znakowanymi sondami
jest znacznie wyzsza niz z barwnikami fluorescencyjnymi. W odréznieniu od starteréw
niedopasowanie jednego nukleotydu w sekwencji sondy prowadzi przewaznie do braku
reakcji lub bardzo istotnego zmniejszenia wydajnosci, co jest tatwe do stwierdzenia

podczas monitorowania przebiegu reakcji lub analizy wynikow reakc;ji.

Dotychezas najczesciej stosowang metoda molekularnej identyfikacji nicieni byto PCR-
RFLP (Restriction Fragments Length Polymorphism). Metoda polimorfizmu dtugosei
fragmentéw restrykcyjnych wykorzystuje enzymy restrykcyjne, ktore tng ni¢ DNA w
specyficznym dla siebie miejscu. Roéznice w dlugosci pocietych fragmentéw DNA
swiadcza o zmiennosci. Amiri S, Subbotin S A i Moens M, Identification of the beet cyst
nematode Heterodera schachtii by PCR, European Journal of Plant Pathology (2002), 108:
497-506 analizowali ta metodq tacznie prawie 60 populacji tworzacych cysty nicieni.
Subbotin S. A., Waeyenberge L. i Moens M. uzyli w swojej publikacji Identification of
cyst forming nematodes of the genus Heterodera (Nematoda: Heteroderidae) based on the
ribosomal DNA-RFLP, Nematology (2000), 2 (2): 153-164 az 26 réznych enzyméw
restrykcyjnych: Alul, Aval, BamHI, Bgll, BsiZI, BsuRI, Bsh1236I, Bsp1431, Cfol, Ddel,
EcoRI, Hpall, HindIIl, Hinfl, Kpnl, Mval, Pstl, Pvull, Psal, Sall, Sful, Sspl, ScrFI, Tagl,

Tru91 i Xbal, dzigki czemu wyodrebnili 27 réznych gatunkéw i typéw nicieni w probie,
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Ponadto, badania populacji nicieni z wykorzystaniem PCR-RFLP prowadzili Garcia D.,
Garcia G., Montero Z., Salazar L., Brenes A. i Gomez-Alpizar L. w pracy Morphological
and molecular identification of potato cyst-forming nematode Globodera pallida in soil
samples from Costa Rica, Revista Latinoamericana de la Papa (2009), 15 (1): 38-45.
Subbotin S. A., Halford P. D. i Perry Roland N. w swojej publikacji z 1999 roku
Identification of populations of potato cyst nematodes from Russia using protein
electrophoresis, IDNA-RFLPs and RAPDs, Russian Journal of Nematology (1999), 7 (1):
57-63 dodatkowo zastosowali metod¢ RAPD — Randomly Amplified Polymorphic DNA
(metoda losowej amplifikacji polimorficznego DNA). Metoda ta wykorzystuje tylko jeden
krotki (okoto 10-20 nukleotydow) starter, przebiega w nizszej temperaturze (okoto 35°C),
ale jednoczesnie wymaga zwigkszonej ilosci cykli w stosunku do standardowego PCR — az
40-50. W wyniku analizy elektroforetycznej uzyskuje si¢ réznej dugosci prazki, ktorych
uklad jest charakterystyczny dla osobnika i stanowi co$ w rodzaju odcisku palca
(fingerprint). Metod¢ PCR-RAPD zastosowali réwniez Adam M. A. M., Phillips M. S. i
Blok V. C. w pracy opisujacej molekularne metody identyfikacji guzakéw — Molecular
diagnostic key for identification of single juveniles of seven common and economically
important species of root-knot nematode (Meloidogyne spp.), Plant Pathology (2007), 56:
190-197.

Najnowsze podejscie do molekularnych metod identyfikacji nicieni polega na
zastosowaniu tancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym. Madani M.,
Subbotin S. A. i Moens M. w Quantitative detection of the potato cyst nematode,
Globodera pallida, and the beet cyst nematode, Heterodera schachtii, using Real-Time
PCR with SYBR green I dye, Molecular and Cellular Probes (2005), 19: 81-86
wykorzystali do szybkiej identyfikacji gatunku specyficzne startery i barwnik
fluorescencyjny SYBR Green 1. Wykorzystali oni mieszanke starterow opisanych we
wezesniejszych publikacjach — 0,1 uM kazdego ze starteréw: SH6Mod 5°-CGT GTT CTT
ACG TTA CTT CAA-3’, SH4 5°-AGC ATG CGA AGG ATT GG-3°, PITSp4 5°-ACA
ACA GCA ATC GTC GAG-3’ oraz Pal3 5’-ATG TTT GGG CTG GCA C-3°, 12 ul
barwnika i 4 pl DNA probki w tacznej objetoscei koficowej 25 pl.

Startery oraz enzymy restrykcyjne do identyfikacji 23 gatunkéw nicieni metodq PCR-
RFLP nalezacych do rodzajow Nanidorus, Paratrichodorus i Trichodorus, miedzy innymi
do identyfikacji gatunku Paratrichodorus pachydermus, opisali Kumari S i Subbotin SA w

publikacji Molecular characterization and diagnostics of stubby root and virus vector
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nematodes of the family Trichodoridae (Nematoda: Triplonchida) using ribosomal RNA
genes. 2012. Plant Pathology 61(6): 1021-1031.

Przy aktualnym stanie techniki istnieje nadal potrzeba dostarczenia narzedzia
umozliwiajacego detekcje gatunkéw nicieni, ktore dotychczas nie byly identyfikowane
metodami genetycznymi, jak rowniez dostarczenia udoskonalonego sposobu identyfikacji
tych gatunkow nicieni, ktore sa wykrywane znanymi technikami genetycznymi natomiast
nie zapewniaja wysokiej precyzyjnosci i nie wykluczajg btgdéw w analizie.

Celem wynalazku jest dostarczenie sposobu umozliwiajacego identyfikacje nicienia
Paratrichodorus pachydermus z duza czuloscig i specyficznoscig oraz dostarczenie
nowych sekwencji nukleotydowych starteréw i sondy, majacych zastosowanie w sposobie
wykrywanie nicieni technikg PCR, zwtaszcza Real Time PCR, niezaleznie od rodzaju prob
badanych, ich pochodzenia i przeznaczenia oraz stadium rozwoju. Powyzsze cele
zrealizowano w niniejszym wynalazku,

Przedmiotem wynalazku jest sposob identyfikacji nicienia Paratrichodorus pachydermus
w prébcee gleby, obejmujacy nastgpujace etapy:

a) dostarczenie probki gleby zawierajace nicienie do identyfikacji;
b) wyplukanie nicieni z gleby;
¢) izolacj¢ DNA;

d) przeprowadzenie reakcji PCR, zwtaszcza Real-Time PCR, z zastosowaniem

pary starterow 3’ i 5’ oraz sondy;

e) porownanie krzywej amplifikacji badanej proby z krzywymi amplifikacji

préby zerowej oraz kontroli negatywnej,

przy czym do identyfikacji gatunku Paratrichodorus pachydermus w reakcji PCR,

zwlaszcza, Real-Time PCR stosuje sie wiasciwe dla danego gatunku startery 3’ i 5 oraz

sonde:
5" starter 3 starter Sonda
Gatunek
atune Nazwa Sekwencja Nazwa Sekwencja Nazwa Sekwencja
Paratrichodorus Prafy GGTTGTTGCTGTC Poarry CACCAAAGAACT Ppa CGTTATCTCTGAGCTG
pachydermus P GGATA p GAGGTTTA pas ATCGACC
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Przedmiotem wynalazku jest rowniez zestaw do identyfikacji nicienia Paratrichodorus
pachydermus, metodg PCR, zwlaszcza Real —Time PCR, zawierajacy wtasciwe dla danego

gatunku startery 3’ i 5’ oraz sonde:

Gatunek 5° starter 37 starter Sonda
Nazwa Sekwencja Nazwa Sekwencja Nazwa Sekwencja
Paratrichodorus Prafy GGTTGTTGCTGTC Pparry CACCAAAGAACT | as CGTTATCTCTGAGCTG
pachydermus P GGATA P GAGGTTTA P ATCGACC

Mieszanina reakcyjna zawiera bufor, termostabilng Taq polimerazg, jony magnezu, startery
i sonde. Stgzenie starterdw w mieszaninie reakcyjnej wynosi 1-2 pM, sondy 50-100 nM,
jonéw magnezu 2-5 mM. Reakcjg¢ prowadzi sie przy temperaturze przylaczania starterow
55-60°C, w objetosci mieszaniny reakcyjnej 10-20 pl, przy zastosowaniu od 35 do 40 cykli
reakcji. Identyfikacji produktéw dokonuje sie¢ poprzez poréwnanie krzywych amplifikacji
badanej proby z krzywymi amplifikacji proby zerowe;.

Fig. 1 Przedstawia krzywe amplifikacji dla Paratrichodorus pachydermus.

Ponizej podano przyklad identyfikacji Paratrichodorus pachydermus. Kazdorazowo
identycznym warunkom izolacji i amplifikacji poddawano prob¢ zerowa (dejonizowana
H;O wolna od nukleaz) oraz prob¢ ujemna. Materiatem dla préby ujemnej bylo DNA

gatunku nicienia nalezacego do tego samego rodzaju co badany.

Przyklad

Identyfikacja nicieni z gatunku Paratrichodorus pachydermus.

DNA izolowano przy uzyciu komercyjnych zestawow do izolacji DNA NucleoSpin Tissue
XS firmy Macherey-Nagel. W reakcji uzyto starterow 1 sondy o nastgpujacych

sekwencjach:

Starter/sonda | Sekwencja

Ppafv GGTTGTTGCTGTCGGATA

Pparrv CACCAAAGAACTGAGGTTTA
Ppas CGTTATCTCTGAGCTGATCGACC

Reakcje Real Time PCR przeprowadzano w mieszaninie o objetosci 20 pl w aparacie
RotorGene 6000 firmy Qiagen przy uzyciu odczynnikéw z zestawu LuminoCt qPCR
ReadyMix (Sigma-Aldrich) w nastepujacych ilo$ciach:
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- H,0 wolna od nukleaz do objgtosci 20 pl,

-2 ul 10,0 uM kazdego ze starteréw Ppafv i Pparv,

- 1pul 4,0 pM sondy Ppas znakowanej na koncu 5 barwnikiem JOE, a 3’-koncu
wygaszaczem HBQI1,

- 10 pl 2X LuminoCt gPCR ReadyMix (Sigma-Aldrich),

-2 ul DNA.

Mieszaning reakcyjng umieszczano w probéwce o objgtosci 20 pl, umieszeczano w rotorze

termocyklera RotorGene 6000 i przeprowadzano reakcj¢ amplifikacji w 40 cyklach w

nastepujacych warunkach:

Etap Temperatura [°C] Cazas [s] Pomiar fluorescencii
Pre-inkubacja 95 180
denaturacja 95 30 -
Amplifikacja przytaczanie 55 30 pojedynczy
synteza 72 30
Chtodzenie 40 20

Kontrol¢ negatywna stanowito DNA nicienia Paratrichodorus teres.
Krzywe amplifikacji uzyskane w wyniku przeprowadzonej analizy przedstawiono na
Fig. 1.

Rozwigzanie wedlug wynalazku pozwala na wykrycie nicienia Paratrichodorus
pachydermus w  glebie w przeciggu kilku godzin, uwzgledniajac w tym etapy
przygotowania prob, izolacji DNA oraz reakcji Real-Time PCR. Metod¢ wedlug
wynalazku, mozna zastosowaé¢ do identyfikacji wyzej wymierﬁonego gatunku nicienia
niezaleznie od rodzaju prob badanych, ich pochodzenia i przeznaczenia oraz stadium
rozZwoju.

Proponowany zestaw sond pozwala identyfikowaé wyzej wymienione gatunki nicieni w
reakcji Real Time PCR, ktora jest znacznie czulsza i szybsza od innych metod PCR.
Zastosowanie w reakcji Real Time PCR sond znacznie zwigksza specyficznosé reakeji w

stosunku do reakcji Real Time PCR z barwnikami fluorescencyjnymi
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