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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb i zestaw do identyfikacii nicieni, szkodnikéw drzew i krzewdw
owocowych, metodg Real Time PCR, w szczegéblnosci wynalazek dotyczy sposobu i zestawu do identy-
fikacji nicieni wybranych z grupy obejmujacej gatunki Longidorus attenuatus, Longidorus diadecturus,
Paralongidorus maximus, Xiphinema brevicollum i Xiphinema californicum z rodziny Longidoridae.

W Europie wykazano obecno$é 79 gatunkéw Longidoridae, z ktérych 13 wystepuje w Polsce.
Przedstawiciele tej rodziny zaliczani sg do pasozytéw roslin, sg réwniez wektorami wiruséw atakujacych
ro$liny. Rozmnazajg sie w glebie. Okres ich rozwoju jest diugi i moze trwaé nawet kilka miesiecy. Mogg
pasozytowaé na wielu ro$linach uzytkowych. Porazone ro$liny sg kartowate lub zamierajg, szczegélnie
gdy porazone zostang we wczesnym stadium swego rozwoju. Longidorus aftenuatus, L. elongatus
i L. macrosoma mogq przenosi¢ wirusa czarnej plamisto$ci pierscieniowej pomidoréw i wirusa pierscie-
niowej plamistosci malin. Identyfikacja gatunkéw nicieni oparta jest na analizie cech morfologicznych
i morfometrycznych, w tym diagnozowane sg m.in.: zabarwienie samicy na poszczegoinych etapach roz-
wojowych, ksztatt cysty, dtugosé i ksztatt guzéw sztyletu, dlugo$¢ larwy inwazyjnej, wzor na ptytce perine-
alnej. Jest to jednak analiza bardzo pracochtonna i czasochfonna. Wymaga duzo wiedzy i doSwiadczenia
w pracy z materiatem biologicznym. Ponadto, istnieje mozliwo$¢ nachodzenia na siebie wymiardéw réznych
gatunkéw. Metody opartej na analizie cech morfologicznych i morfometrycznych nie mozna zastosowaé
do identyfikacji mtodocianych osobnikéw, u ktérych cechy morfologiczne nie sg jeszcze wyksztatcone.

Obecnie w diagnostyce nematologicznej coraz czesSciej stosowane sg techniki oparte na analizie
kwasow nukleinowych, w tym wykorzystujgce tancuchowg reakcje polimerazy (PCR). Podstawg tech-
niki PCR jest powielenie fragmentu/éw DNA, specyficznego dla okre$lonego organizmu, do poziomu
umozliwiajgcego jego szybkg i prostg detekcje przy uzyciu elektroforezy. Uzyskuje sie to stosujac krot-
kie jednoniciowe oligonukleotydy (12—40 nukleotydéw), tzw. startery, specyficzne dla powielanego
fragmentu DNA oraz enzym — termostabilng polimeraze, ktéra umozliwia powielenie zgdanego frag-
mentu w cyklicznej, trzyetapowej reakcji, ztozonej z denaturacji, wigzania starterédw oraz syntezy DNA.
Zazwyczaj po okoto 30 cyklach reakcji uzyskuje sie ponad milion kopii powielanego fragmentu DNA,
co pozwala zidentyfikowaé go technikg elektroforezy zelowej.

Udoskonaleniem fancuchowej reakcji polimerazy jest Real Time PCR, to jest rekcji PCR z pomia-
rem ilosci powielonego fragmentu w kazdym cyklu reakcji. Do pomiaru iloSci powielonego fragmentu
wykorzystuje sie fluorochromy (barwniki fluorescencyjne), np.: SYBR Green |, SYTO9, Eva Green,
SYBR Gold, ktérych fluorescencja jest proporcjonalna do ilosci powielonego fragmentu. Identyfikacje
powstatych produktdéw przeprowadza sie poprzez pomiar wielkosci fluorescencji oraz analize krzywej
topnienia produktéw reakcji bez elektroforezy. Czuto$¢ reakcji Real Time PCR jest znacznie wieksza
niz tradycyjnego PCR, a brak elektroforezy skraca czas analizy. Wadg Real Time PCR z barwnikami
fluorescencyjnymi (podobnie jak tradycyjnego PCR) jest ograniczona specyficznosé reakcji. W wiekszo-
Sci przypadkéw reakcja PCR zachodzi nie tylko w przypadku 100% identyczno$ci sekwencji starteréw
do sekwencji matrycy, lecz réwniez gdy 1-2 nukleotydy sg nieidentyczne. Ta wiasciwos¢ tradycyjnego
PCR i Real Time PCR z barwnikami fluorescencyjnymi wymaga precyzyjnego ustawienia parametrow
termicznych reakcji. Ponadto, barwniki fluorescencyjne wigzg sie z kazdym dwuniciowym fragmentem
DNA, powstatym rowniez w wyniku amplifikacji starteréw (produkty primer-primer, primer-dimer), co wy-
maga réwniez starannego doboru odpowiedniego stezenia starteréw.

Alternatywg dla barwnik6éw fluorescencyjnych sg sondy DNA znakowane fluorescencyjnie. Sg to
krétkie odcinki DNA, komplementarne do poszukiwanej sekwencji, ktére po przytgczeniu do DNA pod-
czas reakcji PCR emitujg fluorescencije o okreslonej dtugoséci fali. Obecnie znanych jest kilka rodzajow
sond, np.: TagMan, FRET, molecular beacons czy scorpions. Specyficznosé reakcji Real Time PCR ze
znakowanymi sondami jest znacznie wyzsza niz z barwnikami fluorescencyjnymi. W odréznieniu od
starterédw niedopasowanie jednego nukleotydu w sekwencji sondy prowadzi przewaznie do braku reakgciji
lub bardzo istotnego zmniejszenia wydajnosci, co jest tatwe do stwierdzenia podczas monitorowania
przebiegu reakgji lub analizy wynikdéw reakciji.

Wang X., Bosselut N., Castagnone C., Voisin R., Abad P., Esmenjaud D. Multiplex polymerase
chain reaction identification of single individuals of the Longidorid nematodes Xiphinema index, X. diver-
sicaudatum, X. vuittenezi, and X. italiae using specific primers from ribosomal genes. Phytopathology.
2003; 93: 160-166 opisali sekwencje starterédw do identyfikaciji czterech gatunkéw Xiphinema.

Metoda polimorfizmu dlugo$ci fragmentéw restrykcyjnych PCR-RFLP (Restriction Fragments Le-
ngth Polymorphism) wykorzystuje enzymy restrykcyjne, ktére tng nié DNA w specyficznym dla siebie
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miejscu. Réznice w diugosci pocietych fragmentéw DNA Swiadczg o zmiennosci, co pozwolito autorom
opracowaé metode do identyfikacji 11 gatunkéw: Longidorus aetnaeus, L. africanus, L. andalusicus,
L. artemisiae, L. caespiticola, L. distinctus, L. elongatus, L. euonymus, L. intermedius, L. leptocephalus
i L. lignosus (Subbotin S.A., Rogozhin E.A., Chizhov V.N. Molecular characterisation and diagnostics of
some Longidorus species (Nematoda: Longidoridae) from Russia and other countries using rRNA ge-
nes. 2014 Eur J Plant Pathol 138: 377-390).

Hubschen J., Kling L., Ipach U., Zinkernagel V., Brown D.J.F., Neilson R. 2004. Development and
validation of species-specific primers that provide a molecular diagnostic for virus-vector longidorid ne-
matodes and related species in German viticulture. European Journal of Plant Pathology 110: 883-891
opisali startery do identyfikacji Paralongidorus maximus oraz trzech gatunkéw Longidorus (L. attenua-
tus, L. elongatus, L. macrosoma) metodg klasycznego PCR.

W stanie techniki istnieje nadal potrzeba dostarczenia narzedzia umozliwiajgcego detekcje wy-
branych gatunkéw nicieni nie identyfikowanych metodami genetycznymi, jak rowniez dostarczenia udo-
skonalonego sposobu identyfikacji tych gatunkéw nicieni, ktére sg wykrywane znanymi technikami ge-
netycznymi, natomiast nie zapewniajg wysokiej precyzyjnosci i nie wykluczajg btedéw w analizie.

Celem wynalazku jest dostarczenie sposobu umozliwiajgcego identyfikacje gatunkéw nicieni
z duzg czutoscig i specyficznoscig. Celem wynalazku jest réwniez dostarczenie sposobu identyfikacji
nicieni, ktére nie byty dotychczas wykrywane metodami analizy materiatu genetycznego badanych ga-
tunkéw. Celem wynalazku jest rowniez dostarczenie nowych sekwencji nukleotydowych starteréw i sond
badz nieoczywistego wyboru znanych sekwencji i sond, majgcych zastosowanie w sposobie wykrywa-
nia nicieni technikg PCR, zwtaszcza Real-Time PCR, niezaleznie od rodzaju préb badanych, ich pocho-
dzenia i przeznaczenia oraz stadium rozwoju.

Powyzsze cele zrealizowano w niniejszym wynalazku.

Przedmiotem wynalazku jest sposo6b identyfikacji nicieni w prébce gleby wybranych z grupy za-
wierajgcej gatunki Longidorus aftenuatus, Longidorus diadecturus, Paralongidorus maximus, Xiphi-
nema brevicollum i Xiphinema californicum, obejmujgcy nastepujgce etapy:

a) dostarczenie probki gleby zawierajgcej nicienie do identyfikacij;

b) wyptukanie nicieni z gleby;

C) izolacje DNA;

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

3'i 5 oraz sondy;
e) poréwnanie krzywej amplifikacji badanej préby z krzywymi amplifikacji préby zerowej oraz
kontroli negatywne;j,
przy czym do identyfikacji jednego z powyzszych gatunkéw w reakcji PCR, zwtaszcza Real-Time PCR,
stosuje sie wtasciwe dla danego gatunku startery 3’ i 5’ oraz sonde wybrane z listy:

Gatunck 5 starter 3’ starter Sonda .
Nazwa Sekwencja Nazwa Sekwencja Nazwa Sekwencja
Longidorus attenuatus Lattfv Igpapciticaitagtic Lattry clacggaaacctigtiac Lati cgaactacptiatclata;
Longidorus diadecturus Ldiafv aacgaaagtctugtigs | Ldiarv gclcaalgetaacgicta Ldia tcgtaagcigcgiicplic
Paralongidorus maximus Pmaxfv_| ccagltcglipgiciata Pmaxrv | aacgggaalasacgiaac Pmax ctitccaccgecicgaacga
Xiphinema brevicollum Xbefv cgagttipagetcgaac | Xberv galgcutatatiagarcegaca | Xbe tetaccgaacgagcigptiac
Xiphinema californicum Xcafv cigcgaticatiatcagac | Xcarv cgactclitaaatctpec Xca aactaacgclaatocactacggc

Przedmiotem wynalazku jest réwniez zestaw do identyfikacji nicieni wybranych z grupy obejmu-
jacej gatunki Longidorus attenuatus, Longidorus diadecturus, Paralongidorus maximus, Xiphinema
brevicollum i Xiphinema californicum, metodg PCR, zwlaszcza Real-Time PCR, zawierajgcy wtasciwe
dla danego gatunku startery 3' i 5’ oraz sonde wybrane z listy:

Gatunek 5' starter 3’ starter Sonda
Nazwa Sekwencja Nazwa Sekwencija Nazwa Sekwencja
Longidorus attenuatus Latifv iggagcitticattagtic Lattrv ctacggaaacctigttac Latt cgaaclacgtialctatagy
Longidorus diadecturus Ldiafv gaacgaaagictggtize | Ldiarv gctcaalgctaacgtcta Ldia ticglasgcigegticgtic
Paralongidorus maximus Pmaxfv | ccaghicpttgetclata Pmaxrv | aacggpaataaacgtaac Pmax clttocaccgectcgaacga
Xiphinema brevicollum Xbefv gtcpagtipapgicgaac | Xberv gatgenlatattagatccgaca | Xbe tclaccgARCEARCIERIIAC
Xiphinema californicum Xcafv ctgcgaticattatcagac | Xcary cgacictitagatctgee Xca aactaacgclaalecaclacygc

Mieszanina reakcyjna zawiera bufor, termostabilng Taq polimeraze, jony magnezu, startery i sonde.
Stezenie starterow w mieszaninie reakcyjnej wynosi 1-2 pM, sondy 50-100 nM, jondw magnezu
2-5 mM. Reakcje prowadzi sie przy temperaturze przytgczania starteréw 55-60°C, w objetosci mieszaniny
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reakcyjnej 10-20 pl, przy zastosowaniu od 35 do 40 cykli reakgciji. Identyfikacji produktéw dokonuje sie
poprzez poréwnanie krzywych amplifikacji badanej proby z krzywymi amplifikacji proby zerowej.

Nazwom sekwencji starteréw oraz sond odpowiadajg kolejne numery sekwengji: Lattfv (SEKW
NR ID: 1), Lattrv (SEKW NR ID: 2), Latt (SEKW NR ID: 3), Ldiafv (SEKW NR ID: 4), Ldiarv (SEKW
NR ID: 5), Ldia (SEKW NR ID: 6), Pmaxfv (SEKW NR ID: 7), Pmaxrv (SEKW NR ID: 8), Pmax (SEKW
NR ID: 9), Xbefv (SEKW NR ID: 10), Xberv (SEKW NR ID: 11), Xbe (SEKW NR ID: 12), Xcafv (SEKW
NR ID: 13), Xcarv (SEKW NR ID: 14), Xca (SEKW NR ID: 15).

Fig. 1 przedstawia krzywe amplifikacji dla Longidorus aftenuatus.

Fig. 2 przedstawia krzywe amplifikacji dla Longidorus diadecturus.

Fig. 3 przedstawia krzywe amplifikacji dla Paralongidorus maximus.

Fig. 4 przedstawia krzywe amplifikacji dla Xiphinema brevicollum.

Fig. 5 przedstawia krzywe amplifikacji dla Xiphinema californicum.

Ponizej podano przyktady identyfikacji kazdego z wchodzgcych w sktad zestawu gatunkéw ni-
cieni. Kazdorazowo identycznym warunkom izolacji i amplifikacji poddawano prébe zerowg (dejonizo-
wana H20 wolna od nukleaz) oraz probe ujemng. Materiatem dla proby ujemnej byto DNA gatunku
nicienia nalezgcego do tego samego rodzaju co badany, mieszanina réwnych ilosci DNA nicieni nale-
zgcych do tego samego gatunku co badany gatunek lub w przypadku braku gatunkéw nalezgcych do
tego samego rodzaju, gatunek z tej samej rodziny.

Przyktad 1

Identyfikacja nicieni z gatunku Longidorus attenuatus

DNA izolowano przy uzyciu komercyjnych zestawow do izolacji DNA NucleoSpin Tissue XS firmy
Macherey-Nagel. W reakcji uzyto starteréw i sondy o nastepujgcych sekwencjach:

Starter/sonda | Sekwencja
Lattfv | tggagciticatiagitc
Lattrv ctacggaaaccttgttac -
Latt cgaactacgttatctatagg

Reakcje Real Time PCR przeprowadzano w mieszaninie o objetosci 20 pl w aparacie RotorGene
6000 firmy Qiagen przy uzyciu odczynnikow z zestawu LuminoCt qPCR ReadyMix (Sigma-Aldrich)
w nastepujgcych ilosciach:

— H20 wolna od nukleaz do objetosci 20 p,

— 2 ul 10,0 uM kazdego ze starterow Lattfv i Lattrv,

— 1w 4,0 uM sondy Latt znakowanej na koncu 5' barwnikiem JOE, a 3'-koricu wygaszaczem

HBQ1,

— 10 wl 2X LuminoCt qPCR ReadyMix (Sigma-Aldrich),

— 2 I DNA.

Mieszanine reakcyjng umieszczano w probdwce o objetosci 20 pl, umieszczano w rotorze termo-
cyklera RotorGene 6000 i przeprowadzano reakcje amplifikacji w 40 cyklach w nastepujgcych warunkach:

Etap Temperatura [°C] Czas [s] Pomiar fluorescencji
Pre-inkubacja 95 180 -
denaturacja 95 o
Amplifikacja przylaczanie 55 30 pojedynczy
synteza 72 30 -
Chiodzenie 40 20 -

Kontrole negatywng stanowita mieszanka rownych objetosci roztworéw DNA: Longidorus diadec-
turus, Longidorus elongatus, Longidorus poessneckensis.

Krzywe amplifikacji uzyskane w wyniku przeprowadzonej analizy przedstawiono na fig. 1.

Przyktad 2

Identyfikacja nicieni z gatunku Longidorus diadecturus

Warunki izolacji i amplifikacji odpowiadaty warunkom przedstawionym w przyktadzie 1. W reakdji
Real-Time PCR uzyto nastepujgcych starteréw i sondy:
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Starter/sonda Sekwencja
Ldiafv gaacgaaagtctgg?gg -
Ldiarv getcaatgctaacgtcta
Ldia ticgiaagctgegticgtic

Kontrole negatywng stanowita mieszanka réwnych objetosci roztworédw DNA: Longidorus atte-
nuatus, Longidorus elongatus, Longidorus poessneckensis.

Krzywe amplifikacji uzyskane w wyniku przeprowadzonej analizy przedstawiono na fig. 2.

Przyktad 3

Identyfikacja nicieni z gatunku Paralongidorus maximus

Warunki izolacji i amplifikacji odpowiadaty warunkom przedstawionym w przyktadzie 1. W reakcji
Real-Time PCR uzyto nastepujgcych starteréw i sondy:

Starter/sonda Sekwencja
Pmaxfv ccagttcgttggtctata |
Pmaxrv aacgggaalaaacglaac
Pmax ctitccaccgectegaacga

Kontrole negatywng stanowita mieszanka rownych objetosci roztworéw DNA: Longidorus diadec-
turus, Longidorus aftenuatus, Longidorus poessneckensis.

Krzywe amplifikacji uzyskane w wyniku przeprowadzonej analizy przedstawiono na fig. 3.

Przyktad 4

Identyfikacja nicieni z gatunku Xiphinema brevicollum

Warunki izolacji i amplifikacji odpowiadaty warunkom przedstawionym w przyktadzie 1. W reakdji
Real-Time PCR uzyto nastepujgcych starteréw i sondy:

Starter/sonda Sekwencja
Xbefv glcgagttgaggicgaac
Xberv gatgctitatattagatccgaca
Xbe tctaccgaacgagetggttac

Kontrole negatywng stanowita mieszanka réwnych objetosci roztworéw DNA: Xiphinema califor-
nicum, Xiphinema diversicaudatum.

Krzywe amplifikacji uzyskane w wyniku przeprowadzonej analizy przedstawiono na fig. 4.

Przyktad 5

Identyfikacja nicieni z gatunku Xiphinema californicum

Warunki izolacji i amplifikacji odpowiadaty warunkom przedstawionym w przyktadzie 1. W reakciji
Real-Time PCR uzyto nastepujgcych starteréw i sondy:

Starter/sonda Sekwencja
Xcafv ctgcgattcattatcagac
Xcarv cgactcttiaaatctgec
Xca aactaacgctaatccactacgge

Kontrole negatywng stanowita mieszanka réwnych objetosci roztworéw DNA: Xiphinema brevi-
collum, Xiphinema diversicaudatum.

Krzywe amplifikacji uzyskane w wyniku przeprowadzonej analizy przedstawiono na fig. 5.

Rozwigzanie wedtug wynalazku pozwala na wykrycie nicieni w glebie w przeciggu kilku godzin,
uwzgledniajgc w tym etapy przygotowania préb, izolacji DNA oraz reakcji Real-Time PCR. Metode we-
dtug wynalazku mozna zastosowacé do identyfikacji wyzej wymienionych gatunkéw nicieni niezaleznie
od rodzaju préb badanych, ich pochodzenia i przeznaczenia oraz stadium rozwoju.
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Proponowany zestaw sond pozwala identyfikowaé wyzej wymienione gatunki nicieni w reakgciji
Real Time PCR, ktéra jest znacznie czulsza i szybsza od innych metod PCR. Zastosowanie w reakcji
Real Time PCR sond znacznie zwieksza specyficzno$é reakcji w stosunku do reakcji Real Time PCR
z barwnikami fluorescencyjnymi.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposob identyfikacji gatunkéw nicieni Longidorus attenuatus, Longidorus diadecturus, Para-
longidorus maximus, Xiphinema brevicollum i Xiphinema californicum w probce gleby, obej-
mujgcy nastepujgce etapy:

1) dostarczenie prébki gleby zawierajgcej nicienie do identyfikacji;
2) wyptukanie nicieni z gleby;
3) izolacje DNA,;
4) przeprowadzenie reakcji Real-Time PCR z zastosowaniem pary starteréw 3'i 5' oraz
sondy;
5) poréwnanie krzywej amplifikacji badanej proby z krzywymi amplifikacji proby zerowe;j
oraz kontroli negatywnej,
przy czym do identyfikacji jednego z powyzszych gatunkéw w reakcji Real-Time PCR stosuje
sie wtasciwe dla danego gatunku startery 3' i 5' oraz sondy wybrane z listy:

S starter 3’ starter Sonda
Gatunek
Nazwa Sekwencja Nazwa Sekwencja Narwa Sekwencja
Longigorus attenuatus Lattfv tggagciticattagtte Lattrv ctacggaaacctigttac Latt cgaactacgttatctatagg
Longidarus diggecturus Ldiafy gaacgaaagtctggttge | Ldiarv gcteaatgetaacgtcta Ldia ttegtaagetgegticgtte
Paralangidorus moxirmus Pmaxfv | ccagttegitggtctata Pmaxrv 3Jacggeaataaacgtaac Pmax ctttecaccgectegaacga
Xiphinema brevicallum Xhefy gtegagttgapgetcgaac | Xberv Eatgctttatattagatccgaca | Xbe tctaccgaacgagotgeitac
Xiphinema calffornicum Xcafy Clgcpattcatiatcagac | Xcarv cgactetttaaatetgec Xca aactaacgctaatecactacgge

2. Zestaw do identyfikacji gatunkéw nicieni Longidorus attenuatus, Longidorus diadecturus, Pa-
ralongidorus maximus, Xiphinema brevicollum i Xiphinema californicum metodg Real-Time
PCR, zawierajacy wtasciwe dla danego gatunku startery 3' i 5' oraz sondy wybrane z listy:

5’ starter 37 starter sonda
Gatunek
Nazwa Sekwencia Nazwa Sekwencja Nazwa Sekwencja
Longidorus attenuatus Lattfy tggagctttcattagtte Lattry ctacggaaaccttgttac Latt cgaactacgttatctatagg
Longidorus disdecturus Ldiafv gaacgaasgtctgptipe Ldiarv gctcaatgctaacgtcta Ldia ttcgtaagcetgegticgtte
Faralongidorus moximus Pmaxfw | ccagticgttggictata Prmaxrv | aacgggaataaacgtaac Pmax Ctttccaccgctegaacga
Xiphirema brevicollum Aoefv gtegagtigagetegaac | Xberv gatgctttatattagatcegaca | Xbe tctaccgaacgagatggttac
Xiphineme californicum Xcafv ctgcgaticattatcagac | Xcarw cgactctttaaatetgee Xca aactaacgctaatccactacgpe
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