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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb i zestaw do identyfikacji nicienia Rofylenchus buxophilus,
szkodnika ro$lin le$nych, metodg Real Time PCR.

Rotylenchus buxophilus jest pasozytem i szkodnikiem drzew, ktéry zyjac w przewodach zywicz-
nych, namnaza sie. Tym doprowadza do ich zatykania, a w konsekwencji do $mierci rosliny.

Identyfikacja gatunkéw nicieni oparta jest na analizie cech morfologicznych i morfometrycznych,
w tym diagnozowane sam.in.: zabarwienie samicy na poszczegdblnych etapach rozwojowych, ksztatt
cysty, dtugosé i ksztatt guzdéw sztyletu, dtugos¢ larwy inwazyjnej, wzor na ptytce perinealnej. Jest
to jednak analiza bardzo pracochtonna i czasochtonna. Wymaga duzo wiedzy i dodwiadczenia w pracy
z materiatem biologicznym. Ponadto, istnieje mozliwo$¢ nachodzenia na siebie wymiaréw réznych gatun-
kéw. Metody opartej na analizie cech morfologicznych i morfometrycznych nie mozna zastosowacé do iden-
tyfikacji mtodocianych osobnikéw, u ktérych cechy morfologiczne nie sg jeszcze wyksztatcone.

Obecnie w diagnostyce nematologicznej coraz czesciej stosowane sg techniki oparte na anali-
zie kwaséw nukleinowych, w tym wykorzystujgce tancuchowg reakcje polimerazy (PCR). Podstawg
techniki PCR jest powielenie fragmentu/6w DNA, specyficznego dla okre$lonego organizmu, do po-
ziomu umozliwiajgcego jego szybkg i prostg detekcje przy uzyciu elektroforezy. Uzyskuje sie to stosu-
jac krétkie jednoniciowe oligonukleotydy (12—40 nukleotydéw), tzw. startery, specyficzne dla powiela-
nego fragmentu DNA oraz enzym — termostabilng polimeraze, ktéra umozliwia powielenie zgdanego
fragmentu w cyklicznej, trzyetapowej reakcji, ztozonej z denaturacji, wigzania starteréw oraz syntezy
DNA. Zazwyczaj po okoto 30 cyklach reakcji uzyskuje sie ponad milion kopii powielanego fragmentu
DNA, co pozwala zidentyfikowaé go technikg elektroforezy zelowej. Udoskonaleniem taricuchowej
reakcji polimerazy jest Real Time PCR, to jest rekcji PCR z pomiarem ilosci powielonego fragmentu
w kazdym cyklu reakcji. Do pomiaru iloSci powielonego fragmentu wykorzystuje sie fluorochromy
(barwniki fluorescencyjne), np,: SYBR Green |, SYTO9, Eva Green, SYBR Gold, ktérych fluorescencja
jest proporcjonalna do iloéci powielonego fragmentu. Identyfikacje powstatych produktéw przeprowa-
dza sie poprzez pomiar wielkosci fluorescencji oraz analize krzywej topnienia produktéw reakcji bez
elektroforezy. Czuto$¢ 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 specyficzno$é reakcji. W wiekszosci przypadkéw reakcja PCR
zachodzi nie tylko w przypadku 100% identycznosci sekwenciji starterow do sekwencji matrycy lecz
réwniez gdy 1-2 nukleotydy sg nieidentyczne. Ta wiasciwosé tradycyjnego PCR i Real Time PCR
z barwnikami fluorescencyjnymi wymaga precyzyjnego ustawienia parametrédw termicznych reakc;ji.
Ponadto, barwniki fluorescencyjne wigza sie z kazdym dwuniciowym fragmentem DNA, powstatym
réwniez w wyniku amplifikacji starteréw (produkty primer-primer, primer-dimer), co wymaga réwniez
starannego doboru odpowiedniego stezenia starteréw. Alternatywg dla barwnikéw fluorescencyjnych
sg sondy DNA znakowane fluorescencyjnie. S3 to krétkie odcinki DNA, komplementarne do poszuki-
wanej sekwencji, ktére po przytgczeniu do DNA podczas reakcji PCR emitujg fluorescencje o okreslo-
nej dtugosci fali. Obecnie znanych jest kilka rodzajéw sond, np.: TagMan, FRET, molecular beacons,
czy scorpions. Specyficzno$¢ reakcji Real Time PCR ze znakowanymi sondami jest znacznie wyzsza
niz z barwnikami fluorescencyjnymi. W odr6znieniu od starteréw niedopasowanie jednego nukleotydu
w sekwencji sondy prowadzi przewaznie do braku reakgcji lub bardzo istotnego zmniejszenia wydajnosci,
co jest tatwe do stwierdzenia podczas monitorowania przebiegu reakcji lub analizy wynikéw reakgcji.

Dotychczas najczesciej stosowang metodg molekularnej identyfikacji nicieni byto PCR. McCui-
ston J.L, Hudson L.C. Subbotin S.A., Davis E.L., Warfield C.Y Conventional and PCR Detection
of Aphelenchoides fragariae in Diverse Ornamental Host Plant Species. J Nematol. Dec 2007; 39(4):
343-355 opracowali startery do identyfikacji Aphelenchoides fragariae.

Stosowano roéwniez metode analizy polimorfizmu dlugosci fragmentdéw restrykcyjnych PCR-
-RFLP (Restriction Fragments Length Polymorphism) wykorzystujgcg enzymy restrykcyjne, ktére tng
ni¢ DNA w specyficznym dla siebie miejscu. Réznice w dtugosci pocietych fragmentéw DNA $wiadczg
0 zmiennosci. Brgermeister W, Metge K, Braasch H, Buchbach E. 2005. ITS-RFLP patterns for diffe-
rentiation of 26 Bursaphelenchus species (Nematoda: Parasitaphelenchidae) and observations on
their distribution. Russian Journal of Nematology, 13: 29—42 opracowali metode PCR-RFLP do identy-
fikacji 44 gatunkéw Bursaphelenchus.

Do identyfikacji B. xylophylus z powodzeniem stosowano metode Real Time PCR (Cao AX, Liu
XZ, Zhu SF, Lu BS. Detection of the Pinewood Nematode, Bursaphelenchus xylophilus, Using a Real-
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-Time Polymerase Chain Reaction Assay. Phytopathology. 2005 May; 95(5):566-571; Ye W, Giblin-Davis
RM. Molecular characterization and development of real-time PCR assay for pine-wood nematode Bursa-
phelenchus xylophilus (Nematoda: Parasitaphelenchidae). PloS One. 2013 Nov 11;8(11):e78804. doi:
10.1371/journal.pone.0078804).

Identyfikacje Rotylenchus buxophilus poprzez sekwencjonowanie DNA opisano w pracach Bae
CH, Szalanski AL, Robbins RT. 2009 Phylogenetic Analysis of the Hoplolaiminae Inferred from Com-
bined D2 and D3 Expansion Segments of 28S rDNA. Journal of Nematology 41 (1):28-34 oraz Canta-
lapiedra-Navarretea C, Navas-Cortésa JA, Liébanasb G, Vovlasc N, Subbotin SA, Palomares-Riusa
JE, Castillo P. 2013. Comparative molecular and morphological characterizations in the nematode
genus Rotylenchus: Rotylenchus paravitis n. sp., an example of cryptic spéciation. Zoologischer Anze-
iger 252: 246-268.

Przy aktualnym stanie techniki istnieje nadal potrzeba dostarczenia narzedzia umozliwiajgcego
detekcje wybranych gatunkéw nicieni, ktére dotychczas nie byty identyfikowane metodami genetycz-
nymi, jak réwniez dostarczenia udoskonalonego sposobu identyfikacji tych gatunkéw nicieni, ktére
sg wykrywane znanymi technikami genetycznymi natomiast nie zapewniajg wysokiej precyzyjnosci
i nie wykluczajg btedéw w analizie.

Celem wynalazku jest dostarczenie sposobu umozliwiajgcego identyfikacje gatunku nicienia Ro-
tylenchus buxophilus z duzg czutos$cig i specyficznoécig, a takze dostarczenie nowych sekwencji nu-
kleotydowych starteréw i sond, majgcych zastosowanie w sposobie wykrywanie nicieni technikg PCR,
zwlaszcza Real Time PCR, niezaleznie od rodzaju préb badanych, ich pochodzenia i przeznaczenia
oraz stadium rozwoju.

Powyzsze cele zrealizowano w niniejszym wynalazku.

Przedmiotem wynalazku jest sposob identyfikacji nicienia Rotylenchus buxophilus w probce
gleby, obejmujgcy nastepujgce etapy:

a) dostarczenie prébki gleby zawierajgce nicienie do identyfikacji;

b) wyptukanie nicieni z gleby;

c) izolacje DNA,;

d) przeprowadzenie reakcji PCR, zwtaszcza Real Time PCR, z zastosowaniem pary star-
teréw 3’i 5’ oraz sondy;

e) poréwnanie krzywej amplifikacji badanej proby z krzywymi amplifikacji préby zerowej
oraz kontroli negatywnej;

przy czym do identyfikacji gatunku w reakcji PCR, zwtaszcza, Real Time PCR stosuje sie wta-
Sciwe dla danego gatunku startery 3’ i 5’ oraz sonde:

Gatunck 5" starter . 3 starter . Sonda
Nazwa Sekwencja Nazwa Sekwencja Nazwa Sekwencja
. , CTCCCAGGGAA GCTCTGGACTCA ATGAGTCCGAGLC
Rondenchus buxophifus Robufy ACCTAAC Roburv CAC Raobus ACAACAG

Przedmiotem wynalazku jest takze zestaw do identyfikacji nicienia Rotylenchus buxophilus, me-
todg PCR, zwlaszcza Real Time PCR, zawierajgcy wtasciwe dla danego gatunku startery 3’ i 5’ oraz
sonde:

. 5" starter 1" starter Sonds
Gatunck - n
At Nazwa Sekwencja Nazwa Sekwencja Nazwa Sekwencja
. .y CTCCCAGGGAA .| GCTCTGGACTCA ATGAGTCCGAGCC
Rondenchus buxophifus Robufv ACCTAAC Robury CAC Robus ACAACAG

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

Ponizej podano przyktad identyfikacji Rotylenchus buxophilus. Kazdorazowo identycznym wa-
runkom izolacji i amplifikacji poddawano probe zerowg (dejonizowana H>O wolna od nukleaz) oraz
prébe ujemng. Materiatem dla préby ujemnej byto DNA gatunku nicienia nalezacego do tego samego
rodzaju co badany, mieszanina rownych ilosci DNA nicieni nalezgcych do tego samego gatunku co
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badany gatunek lub w przypadku braku gatunkéw nalezgcych do tego samego rodzaju z tej samej
rodziny.

Przyktad

Identyfikacja nicienia Rotylenchus buxophilus.

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

Starter/sonda | Sekwencja

Robufv CTCCCAGGGAAACCTAAC
Roburv GCTCTGGACTCAAAACAC
Robus ATGAGTCCGAGCCACAACAG

Reakcje Real Time PCR przeprowadzano w mieszaninie o objetosci 20 pl w aparacie

RotorGene 6000 firmy Qiagen przy uzyciu odczynnikow z zestawu LuminoCt gPCR

ReadyMix (Sigma-Aldrich) w nastepujacych ilosciach:

H20 wolna od nukleaz do objetosci 20 pl,

— 2 10,0 uM kazdego ze starteréw Robufv i Roburv,

— 1l 4,0 uM sondy Robus znakowanej na koricu 5’ barwnikiem JOE, a 3-koncu wygaszaczem HBQ1,

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

— 2 ul DNA.

Mieszanine reakcyjng umieszczano w probdwce o objetoSci 20 pl, umieszczano w rotorze
termocyklera RotorGene 6000 i przeprowadzano reakcje amplifikacji w 40 cyklach w nastepujgcych
warunkach:

Etap Temperatura [°C] Ceas [s]) Pomniar fluorescenci
Pre-inkubacja 95 180
denaturacja 3 30
Amplifikacia preylaczanie 53 30 pojedynczy
synteza 72 30
Chtodzenie 40 20

Kontrole negatywng stanowito DNA nicieni Rotylenchus robustus.

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

Rozwigzanie wediug wynalazku pozwala na wykrycie Rotylenchus buxophilus w glebie w przeciggu
kilku godzin, uwzgledniajagc w tym etapy przygotowania préb, izolacji DNA oraz reakcji Real Time PCR.
Metode wedtug wynalazku, mozna zastosowacé do identyfikacji wyzej wymienionych gatunkéw nicieni nie-
zaleznie od rodzaju préb badanych, ich pochodzeniu i przeznaczenia oraz stadium, rozwoju.

Proponowany zestaw sond pozwala identyfikowa¢ wyzej wymieniony gatunek nicienia w reakgc;ji
Real Time PCR, ktéra jest znacznie czulsza i szybsza od innych metod PCR. Zastosowanie w reakgciji
Real Time PCR sond znacznie zwieksza specyficznosé reakcji w stosunku do reakcji Real Time PCR
z barwnikami fluorescencyjnymi.

Wykaz sekwencji starteréw 1 sond

Nr startera/sondy  Nazwa Sekwencja
Nr 1 Robufy CTCCCAGGGAAACCTAAC
Nr2 Raoburv GCTCTGGACTCAAAACAC

Nr3 Robus ATGAGTCCGAGCCACAACAG
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Zastrzezenia patentowe

. Spos6b identyfikacji nicienia Rotylenchus buxophilus w probce gleby, obejmujacy nastepuja-

ce etapy:

a) dostarczenie probki gleby zawierajace nicienie do identyfikaciji;

b) wyptukanie nicieni z gleby;

¢) izolacje DNA:

d) przeprowadzenie reakcji PCR, zwtaszcza Real Time PCR z zastosowaniem pary starteréw
3’15’ oraz sondy;

e) poroéwnanie krzywej amplifikacji badanej proby z krzywymi amplifikacji probe zerowej oraz
kontroli negatywnej;

znamienny tym, ze do identyfikacji gatunku Rotylenchus buxophilus w reakcji PCR, zwtasz-

cza Real Time PCR, stosuje sie¢ wtasciwe dla danego gatunku startery 5’ (nr 1) i 3’ (nr 2)

oraz sonde nr 3.

. Zestaw do identyfikacji nicienia Rotylenchus buxophilus, metodg PCR, zwfaszcza Real Time

PCR, zawierajacy wtasciwe dla danego gatunku startery 5' (nr 1) i 3’ (nr 2) oraz sonde nr 3.
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