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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg startery oligonukleotydowe hybrydyzujgce w obrebie genu Rpb2 do
wczesnego wykrywania patogenu grzybowego Zymoseptoria tritici z zastosowaniem tancuchowej reak-
cji polimerazy, a takze spos6b wykrywania obecnosci tego patogenu.

Straty powodowane przez patogeny roslin zbozowych w niesprzyjajacych latach siegajg nawet
50% wielkosci plonéw. Najczesciej w celu ograniczenia populaciji grzybéw patogennych stosuje sie dzia-
tajgce nieselektywnie Srodki ochrony roslin. Niektére z patogenéw, tak jak Zymoseptoria tritici, odpowia-
dajg za wiekszos¢ stosowanych $rodkéw dla danej rosliny (tutaj az 70% rocznego uzycia fungicydéw
w pszenicy zwyczajnej w EU) [Fones i Gurr, 2015]. Z kolei wykorzystywane obecnie metody moleku-
larne, identyfikujgce mikroorganizmy jeszcze przed wystgpieniem widocznych objawdéw chorobowych
poprzez wykrycie obecnosci ich materiatu genetycznego, charakteryzujg sie zmienng specyficznoscia
i czutoscig. Znakomitym przyktadem stabosci metod opisanych w literaturze naukowej jest historia te-
stéw PCR wykrywajgcych czynnik sprawczy septoriozy paskowanej lici pszenicy tj. patogen Zymosep-
toria tritici.

Beck i Ligon (1995) jako pierwsi zaprojektowali i walidowali oligonukleotydy majgce na celu de-
tekcje Z. tritici, w oparciu o region ITS. Amplifikacja ze starterami JB446/ITS1 skutkowata produktem
o diugoéci 345 nt. Jednakze, oligonukleotydy te w do$wiadczeniach przeprowadzonych przez Fraaije
iin. (1999) okazaly sie powiela¢ réwniez inny fragment DNA dajgc produkt niespecyficzny o dtugosci
280 nt, ktéry okazat sie by¢ fragmentem genomu rosliny, na ktérej rozwijat sie patogen. Fraaije i in.
(1999) zaprojektowali nowg pare starteréw oligonukleotydowych E1/STSP2R, ktére miaty by¢ pozba-
wione tej wady. Nastepnie Fraaije i in. (2001) zaprojektowali i zwalidowali kolejng pare oligonukleotydow
STIF2/BAF4ST hybrydyzujgce do genu kodujgcego beta-tubuling. Niestety Guo i in. (2006) wykazali
uzyskiwanie produktéw niespecyficznych dla innych patogenéw pszenicy z w/w oligonukleotydami. Dla-
tego tez Guo i in. (2006) zaproponowali nowe cztery testy PCR, ktére miaty za zadanie specyficznie
wykrywaé obecnos$¢ DNA Z tritici. Réwniez Consolo i in. (2009) zaproponowali nowe testy DNA. Od
2009 roku nie ma doniesien na temat nowych oligonukleotydéw stuzgcych wykrywaniu obecnosci DNA
Z tritici w oparciu o konwencjonalng reakcje PCR, ktéra jest znaczgco efektywniejsza kosztowo w po-
réwnaniu z innymi technikami laboratoryjnymi.

Sposob identyfikacji patogenu grzybowego Zymospetoria tritici w badanej probie opiera sie, we-
dtug wynalazku, na amplifikacji sekwencji DNA przy uzyciu zaprojektowanej pary specyficznych gatun-
kowo oligonukleotyddéw, a nastepnie detekcji otrzymanego produktu reakcji PCR, w przypadku kiedy
w prébce Srodowiskowej obecne jest DNA niniejszego mikroorganizmu. Uzyskane oligonukleotydy za-
projektowane zostaty w oparciu o autorski algorytm autoréw. Kilkanascie zaprojektowanych par starte-
réw przeszto proces walidacji na kilkuset probach srodowiskowych. Nieliczne okazaty sie w petni spe-
cyficzne dla patogenu, jednoczes$nie nie amplifikujgc DNA innych mikroorganizméw obecnych na psze-
nicy oraz DNA ro$liny. Walidacje przeprowadzono zaréwno postugujgc sie narzedziami bioinformatycz-
nymi, jak i w oparciu o proby srodowiskowe z trzech sezonéw wegetacyjnych. Ponadto zaprojektowane
oligonukleotydy poréwnano ze znanymi metodami opublikowanymi w literaturze naukowej. Oligonukle-
otydy bedace przedmiotem niniejszego wynalazku wykrywajg obecnos¢ DNA patogenu we wszystkich
prébach Srodowiskowych gdzie obecnos$¢ ta zostata potwierdzona wizualnie, podczas gdy poréwny-
wane metody literaturowe osiggajg 70—-80% poziom wykrywalnosci (dane uzyskane przez autorow).

Istote wynalazku stanowig startery oligonukleotydowe do wykrywania patogenu grzybowego
pszenicy Zymospetoria tritici 0 sekwencjach nr 1i 2 przedstawionych na licie sekwenciji. Istotg sposobu
wykrywania patogenu grzybowego pszenicy Zymospetoria tritici jest zastosowanie w reakcji PCR pary
starteréw oligonukleotydowych o sekwencjach nr 1 i 2 przedstawionych na licie sekwenciji, w wyniku
ktérej dochodzi do amplifikacji okreslonego fragmentu DNA, po czym dokonuje sie detekcji otrzymanego
produktu amplifikacji poprzez rozdziat elektroforetyczny.

Zastosowanie wyzej wymienionej pary starteréw do przeprowadzenia tancuchowej reakcji poli-
merazy przebiegajacej w $cisle okreslonych warunkach wedtug wynalazku umozliwia amplifikacje frag-
mentu DNA o dlugos$ci 430-450 par zasad.

Wynalazek jest blizej pokazany w przykfadzie wykonania i na rysunku, na ktérym:

- Fig. 1 przedstawia sekwencje nukleotydowg fragmentu DNA amplifikowanego w reakcji PCR

przeprowadzonej z zastosowaniem oligonukleotydéw o sekwencjach nr 1 2;
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— Fig. 2 przedstawia rozdziat elektroforetyczny produktéw amplifikacji przeprowadzonej w obec-
nosci starterédw o sekwencjach nr 1 i 2 dla wybranej préby izolowanej z liSci porazonych
patogenem.

Materiat biologiczny wykorzystywany w procesie identyfikacji stanowig fragmenty lisci pszenicy
zwyczajnej lub fragmenty grzybni/zarodniki mikroorganizmu. DNA uzyskane w wyniku przeprowadzenia
procedury izolacji stosowane jest jako matryca do amplifikacji. PCR przeprowadza sie¢ w mieszaninie
reakcyjnej o nastepujgcym skfadzie: woda dejonizowana, standardowy master mix do reakcji PCR za-
wierajgcy w sktadzie polimeraze Tag DNA, kofaktor enzymu — jony Mg?*, dNTP oraz bufor, matrycowe
DNA oraz pare specyficznych starterow oligonukleotydowych (0,5-0,8 puM): o sekwencjach nr 1i 2.
Amplifikacje przeprowadza sie z zastosowaniem nastepujgcego profilu termicznego (lub zblizonego):
wstepna denaturacja — 95°C przez 5 minut, nastepnie 40 cykli: denaturacja — 95°C przez 30 sekund,
annealing — 55°C przez 30 sekund, elongacja — 72°C przez 1 minute, ostatni etap reakcji stanowi kon-
cowa elongacja w 72°C przez 8 minut lub innego profilu termicznego umozliwiajgcego uzyskanie po-
wielania DNA z oligonukleotydami stanowigcymi przedmiot tego wynalazku. Sekwencja zamplifikowa-
nego fragmentu DNA przedstawiona jest na Fig. 1.

Obecnosé oczekiwanego produktu o dtugosci okoto 140-160 par zasad potwierdza sie poprzez
zastosowanie dowolnej metody rozdziatu i identyfikacji obecnosci fragmentéw kwaséw nukleinowych.

Sposo6b stwierdzania obecnosci materiatu genetycznego grzyba Zymoseptoria tritici w badanej
prébie weditug wynalazku ilustruje zamieszczony ponizej przyktad.

A. I1zolacja DNA z fragmentéw liSci pszenicy zwyczajnej

Izolacje DNA przeprowadzono w wykorzystaniem komercyjnego zestawu do izolacji kolumienko-
wej, przeznaczonego dla roslin i grzybéw (Plant and Fungi DNA Purification Kit — EURX). Fragmenty
tkanki zamrazano w ciektym azocie i homogenizowano mechanicznie poprzez rozcieranie w mozdzie-
rzu. Otrzymane w ten spos6b homogenaty przenoszono do probéwek 2 ml typu Eppendorf i dodawano
400 pl buforu ekstrakcyjnego, a nastepnie 3 pl RNazy i 10 pl proteinazy K. Mieszaniny po doktadnym
zworteksowaniu inkubowano w temperaturze 65°C przez 30 minut. W kolejnych etapach dokonano eks-
trakcji przy uzyciu 130 pl buforu AC oraz precypitacji (350 ul buforu Sol P, 250 pl etanolu 96%). Uzy-
skany po wirowaniu (1 min., 14 000 x g) supernatant nanoszono dwukrotnie na minikolumny umiesz-
czone w probéwkach odbierajgcych, kazdorazowo wylewajgc przesgcz po zwirowaniu (1 min., 14 000
X @g). Ztoze minikolumny ptukano dwukrotnie buforem ptuczgcym (Wash PX, 500 pl). Minikolumny
umieszczono w nowych probéwkach 2 ml typu Eppendorf i dokonano elucji DNA ze ztoza z zastosowa-
niem 100 pl ogrzanego do 70°C buforu Elution. Dla okreslenia stezenia i jakosci wyizolowanego DNA
przeprowadzono pomiar spektrofotometryczny przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop2000 (Thermo
Scientific).
B. Przygotowanie prob do amplifikac;ji

DNA wyizolowane wedtug powyzszej procedury wykorzystano jako matryce dla reakcji PCR. Do
kazdej probowki o pojemnosci 0,2 ml dodano po 20 ng DNA. PCR przeprowadzono w objetosci 25 pl
mieszaniny reakcyjnej zawierajgcej. wode dejonizowang, standardowy master mix 2xPCR Master Mix
(Thermo Scientific, Litwa), pare specyficznych starteréw oligonukleotydowych (0,5-0,8 uM). Préby na-
fozono na blok termocyklera stosujgc nastepujgcy profil termiczny: wstepna denaturacja — 95°C przez
5 minut, nastepnie 40 cykli: denaturacja — 95°C przez 30 sekund; annealing — 55°C przez 30 sekund,
elongacja — 72°C przez 1 minute, ostatni etap reakcji stanowita koficowa elongacja w 72°C przez
8 minut.

C. Wizualizacja wynikéw amplifikacji za pomocg elektroforezy agarozowej

Produkty reakcji PCR po zmieszaniu z 3 pul buforu obcigzajgcego 6xLoading Dye (Thermo Scien-
tific) rozdzielano na 2% zelu agarozowym w obecnoéci 0,01% barwnika do wizualizacji DNA SimplySafe
(EURX) w buforze TAE, przy napieciu 120 V, natezeniu 200 mA, w czasie 1 godziny. Otrzymane wzory
rozdziatébw obserwowano w Swietle UV w archiwizatorze zeli.

Uzyskany dla badanego materiatu wynik identyfikacji z zastosowaniem oligonukleotydéw i me-
tody stanowigcej przedmiot wynalazku przedstawia Fig. 2.
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Zastrzezenia patentowe

1. Startery oligonukleotydowe hybrydyzujgce w obrebie genu Rpb2 do wykrywania patogenu
grzybowego pszenicy Zymoseptoria tritici 0 sekwencjach nr 1 i 2 przedstawionych na liscie
sekwenciji.

2. Sposbéb wykrywania patogenu, grzybowego pszenicy Zymoseptoria tritici, w ktérym w reakcji
PCR z zastosowaniem pary starteréw dochodzi do amplifikacji okre$lonego fragmentu DNA,
po czym dokonuje sie detekcji powstatego produktu, znamienny tym, ze pare starteréw sta-
nowig startery oligonukleotydowe jak okre$lono w zastrz. 1.
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Rysunki

Lista sekwencji

Sekwencja nr 1

LidSt19 5’-GGTGAAGGACATGAGGCAGT-3’

Sekwencja nr 2

LidSt20 5’-CTTGCGGCCTTCTTTTGGTC-3’

CATTGCGCTCGCGGTCAAGACAAATATCATCACATCGGGTTTGCGATACT
GCCTGGCGACTGGAAATTGGGGTGACCAAAAGAAGGCCGCAA
Fig.1.

LidsSt19/20

10ng 1ng 100pg 10pg 1pg 100f¢ 10fg 1ig

Fig.2.
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