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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sa startery oligonukleotydowe do wykrywania patogendw grzybowych
nalezacych do gatunku Botrytis cinerea z zastosowaniem reakcji faricuchowej polimerazy (PCR) lub
reakcji fancuchowej polimerazy z detekcja w czasie rzeczywistym (QPCR), a takze sposdb wykrywania
obecnosci tych patogendw.

Grzybowe patogeny truskawek moga powodowaé duze szkody na poziomie produkcji i przetwa-
rzania owocow, ale takze na poziomie szkotek. Jednym z wazniejszych patogendw jest gatunek Botrytis
cinerea, powodujacy szara plesn truskawki. Gatunek ten rozprzestrzenia sie wsréd upraw prowadzac
do znacznych szkdd na plantacjach truskawek w catej Europie i na $wiecie (Williamson B., Tudzynski
B., Tudzynski P., Van Kan J., 2007. Botrytis cinerea: the cause of grey mould disease. Molecular Plant
Pathology, 8, 561-580). Botrytis cinerea wytwarza réznorodne substancje, powodujace smieré gospo-
darza, m.in. podczas penetracji naskérka i powstawania pierwotnych zmian grzyb ten wyzwala w roslinie
szereg reakcji oksydacyjnych, gromadzenie sie wolnych rodnikéw i Smieré nadwrazliwych komérek ro-
$linnych, co powoduje ogromne straty plonéw i/lub obnizenie ich jakosci (Lynne Boddy, 2016. Patho-
gens of Autotrophs. In. The Fungi, Eds. Watkinson S.C., Boddy L., Money N.P., Chapter 8, 245-292).
Szara plesh mozna cze$ciowo kontrolowac za pomoca réznych fungicyddéw, a biologiczna kontrola grzy-
béw B. cinerea przy uzyciu antagonistycznych mikroorganizmoéw ma potencjat na przyszto$¢. Waznym
srodkiem kontrolnym jest usuniecie zainfekowanego materiatu roslinnego i zmniejszenie wilgotnosci
podczas przechowywania owocow oraz zmniejszenie wilgotnosci w szklarniach (Hua L., Yong C., Zha-
nquan Z, BogiangL., Guozheng O., Shiping T, 2018. Pathogenic mechanisms and control strategies of
Botrytis cinerea causing post-harvest Decay in fruits and vegetables. Food Quality and Safety, 3,
111-119). Jednakze, zeby prawidtowo stosowa¢ dziatania zmierzajace do eliminacji tych patogendw,
a zwlaszcza w celu trafnego doboru srodkéw ochrony roslin istnieje konieczno$é rozwijania nowych,
coraz bardziej precyzyjnych, doktadnych, specyficznych i czutych metod detekcji grzybdéw nalezacych
do gatunku B. cinerea.

Wykrycie grzybdw Botrytis cinerea na wczesnych etapach zakazenia jest bardzo istotne dla utrzy-
mania wydajnosci i jakosci owocéw, a takze dla kontroli rozprzestrzeniania sie patogenow (Mararczyk
D., Panek Frgc M, 2019. Alternative Molecular-Based Diagnostic Methods of Plant Pathogenic Fungi
Affecting Berry Crops-A Review. Molecules, 24, 1200, doi: 10.3390/molecules).

Do metod najcze$ciej wykorzystywanych w detekcji grzybdw Botrytis cinerea naleza metody
oparte o tancuchowa reakcje polimerazy (PCR) (Rigotti S., Gindro K., Richter H., Viret O., 2002. Cha-
racterizarion of molecular markers for specitic and sensitive detection of Botrytis cinerea Pers.: Fr. in
strawberry (Fragaria x ananassa Duch.) using PCR. FEMS Microbiology Letters, 209, 169—174), ilo-
$ciowa fancuchowa reakcje polimerazy (QPCR), w ktérej wykorzystywany jest najczesciej region ITS
(Ammour MS, Fedele G, Morcia C, et al (2019) Quantification of Botrytis cinerea in grapevine bunch
trash by Real-Time PCR. Phytopathology 109:1312—1319; Diguta CF, Rousseaux S, Weidmann S, et
al (2010) Development of a qPCR assay for specific quantification of Botrytis cinerea on grapes. FEMS
Microbiol Lett 313:81-87) oraz metody izotermicznej amplifikacji wykorzystujacej zapetlenie (LAMP)
(Duan Y.B., Ge C.Y., Zhang X K., Wang J.X., Zhou M.G., 2014. Development and Evaluation of a Novel
and Rapid Detection Assay for Botrytis cinerea Based on Loop-Mediated Isothermal Amplitication. Plo-
SONE, 9, 10, el 1109). Jednakze wymienione dostepne w literaturze metody umozliwiajace identyfikacje
grzybow nalezacych do gatunku Botrytis cinerea oparte sg o inne markery lub startery i charakteryzuja
sie zmienna specyficznoscia i czutoscia. Ponadto, testy detekcji wymienionych grzybéw opracowywane
sa najczesciej dla czystych kultur bez oceny ich przydatnosci do detekcji na szerokiej gamie prébek
srodowiskowych, w ktérych wystepuja inne grzyby towarzyszace uprawom rosélin w danej lokalizacji lub
kontaminowanych réznymi patogenami, albo sprawdzane sa na pojedynczych rodzajach probek srodo-
wiskowych.

Sposodb identyfikacji patogenu grzybowego Botrytis cinerea w badanej probce opiera sie wedtug
wynalazku na amplifikacji sekwencji DNA przy uzyciu zaprojektowanej pary specyficznych gatunkowo
oligonukleotydéw, a nastepnie detekcji otrzymanego produktu reakcji PCR lub qPCR, w przypadku
kiedy w prébce srodowiskowe] obecne jest DNA tego mikroorganizmu. Startery zostaty zaprojektowane
w oparciu o sekwencje genu kodujacego dehydrogenaze 3-fosforanu gliceraldehydu (GAPDH). Istote
wynalazku stanowia startery oligonukleotydowe do wykrywania patogendéw grzybowych nalezacych do
gatunku Botrytis cinerea o sekwencjach nr 1 i 2, jak przedstawiono na liscie sekwenciji.
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Istotg sposobu wykrywania patogendw grzybowych nalezacych do gatunku Botrytis cinerea jest
zastosowanie w reakcji PCR lub qPCR, pary starteréw oligonukleotydowych o sekwencjach nr 11 2, jak
przedstawiono na liscie sekwencji, w wyniku ktérej dochodzi do amplifikacji okreslonego fragmentu
DNA, po czym dokonuje sie specyficznej detekcji otrzymanego produktu amplifikacji poprzez rozdziat
elektrofor etyczny (dla reakcji PCR) lub odczyt fluorescenciji (dla reakcji qPCR).
Zastosowanie wymienionych starteréw oligonukleotydowych do przeprowadzenia reakcji tarcu-
chowej polimerazy, przebiegajacej w Scisle okreslonych warunkach wedtug wynalazku, umozliwia am-
plifikacje produktu o dtugosci 406 par zasad. Podstawowa zaleta opracowanego systemu detekcji jest
fakt, ze zostat on zwalidowany nie tylko na czystych kulturach grzybéw, ale réwniez na probkach $ro-
dowiskowych, w szczegdlnosci glebie oraz fragmentach roslin, korzeniach i owocach truskawki, w kté-
rych stwierdzono obecno$¢ grzyba patogenicznego z gatunku Botrytis cinerea.
Wynalazek ilustruje przyktad wykonania oraz zamieszczony ponizej rysunek, na ktérym:
e Fig. 1 przedstawia sekwencje nukleotydowa fragmentu DNA amplifikowanego w reakcji PCR
przeprowadzonej z zastosowaniem oligonukleotydéw o sekwencjach nr 1 2;

e Fig. 2 przedstawia wyniki analizy specyficznoéci zaprojektowanych oligonukleotydéw w roz-
dziale elektroforetycznym produktéw amplifikacji przeprowadzonej w obecnoéci starterow
o sekwencjach nr 1 i 2 dla pojedynczych prébek DNA izolowanych z grzybni patogenéw Bo-
trytis cinerea ($ciezka 3 i 6 — widoczny prazek), Colletotrichum sp. (Sciezka 2), Verticillim sp.
(8ciezka 4), Phytophthora sp. (Sciezka 5), kontrola negatywna ($ciezka 7), Marker wielkosci
DNA, 100-1000 pz ($ciezka 1).

Materiat biologiczny wykorzystywany w procesie detekcji stanowi gleba, fragmenty roslin, korze-
nie, owoce, fragmenty grzybni lub zarodniki mikroorganizmu. DNA uzyskane w wyniku przeprowadzenia
procedury izolacji stosowane jest jako matryca do amplifikacji. Reakcje PCR przeprowadza sie w mie-
szaninie reakcyjnej o nastepujacym sktadzie: woda dejonizowana wolna od nukleaz, master mix do
reakcji PCR zawierajacy w skfadzie polimeraze Tag DNA, kofaktor enzymu — jony Mg?*, dNTP oraz
bufor, matrycowe DNA oraz pare oligonukleotydowych starteréw (0,5 1 M) o sekwencjach nr1i2. W re-
akcji gPCR dodatkowo stosuje sie SYBR Green. Amplifikacje przeprowadza sie z zastosowaniem na-
stepujacego profilu termicznego: wstepna denaturacja: 94°C przez 3 minuty, nastepnie 35 cykli: dena-
turacja — 94°C przez 15 sekund, przytaczanie starterow — 50°C przez 30 sekund, elongacja — 72°C
przez 45 sekund, oraz ostatni etap reakcji — koricowa elongacja — 72°C przez 10 minut lub innego profilu
termicznego umozliwiajacego uzyskanie powielania DNA i detekcji z oligonukleotydami stanowiacymi
przedmiot tego wynalazku. Sekwencja zamplifikowanego fragmentu DNA przedstawiona jest na Fig. 1.

Obecnosé oczekiwanego produktu o dtugosci 406 par zasad potwierdza sie poprzez zastosowa-
nie dowolnej metody rozdziatu i identyfikacji fragmentéw kwaséw nukleinowych.

Sposdb stwierdzania obecnosci materiatu genetycznego grzyba Botrytis cinerea w badane;j
prébce wedtug wynalazku ilustruje zamieszczony ponizej przyktad.

A. I1zolacja DNA z fragmentéw roslin, korzeni i owocow truskawki, grzybni oraz gleby

Izolacje DNA przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnego zestawu do izolacji DNA z prébek
Srodowiskowych (FastDNA Spin Kit for Faeces — MP Biomedicals). 250 mg tkanki ro$linnej/grzybowe;
lub 500 mg gleby wprowadzano do probdéwek o pojemnos$ci 2 ml, zawierajacych matryce ztozong z kulek
ceramicznych o $rednicy 1,4 mm, kulek krzemionkowych o $rednicy 0,1 mm oraz 1 kulki szklanej o $red-
nicy 4 mm. Prébki nastepnie ptukano w buforze fosforanowo-sodowym (825 ul) z odczynnikiem PLS
(275 ul). Nastepnie wirowano (5 minut, 14 000 x g) i zlewano supernatant. Dodano bufor fosforanowo-
-sodowy (978 ul) i bufor MT (122 ul), po czym prébki homogenizowano w aparacie FastPrep24 w wa-
runkach: 40 s, 6 m/s. Probki nastepnie wirowano (15 minut, 14 000 x g), a supernatant przenoszono do
nowych probéwek zawierajacych bufor PPS (250 ul). Probki mieszano poprzez odwracanie i inkubo-
wano (10 minut w temperaturze 4°C). Mieszanine wirowano (2 minuty, 14 000 x g), a nastepnie super-
natant przenoszono do nowej probowki o pojemnosci 5 ml, zawierajacej odczynnik Binding Matrix So-
lution (1 ml). Prébki nastepnie mieszano na rotatorze (5 minut), wirowano (2 minuty, 14 000 x g) i zle-
wano supernatant. Osad ptukano buforem ptuczacym (Wash Buffer #1, 1 ml). Otrzymana zawiesine
dwukrotnie przenoszono na kolumne separacyjng (SPIN Filter), wirowano (1 minute, 14 000 x g) i wy-
lewano przesacz. Filtr nastepnie ptukano drugim buforem ptuczacym (Wash Buffer #2, 500 ul), wiro-
wano (2 minuty, 14 000 x g) i wylewano przesacz. Filtr ponownie wirowano (2 minuty, 14 000 x g),
a nastepnie przenoszono filtr do nowej probdwki. Na filtr nanoszono bufor elucyjny (TES, 100 ul) i wiro-
wano (2 minuty, 14 000 x g). Uzyskany przesacz, zawierajacy wyekstrahowane DNA, rozcienczano
10-krotnie woda dejonizowang wolng od nukleaz.
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B. Przygotowanie prébek do amplifikacji

DNA wyizolowane wedtug powyzszej procedury wykorzystano jako matryce dla reakcji PCR. Do
probdéwki o pojemnos$ci 0,1 ml dodano 3 ul DNA wyizolowanego z czystych szczepdw (grzybni lub za-
rodnikéw) lub 4 ul DNA wyizolowanego z probek srodowiskowych. Reakcje przeprowadzono w termo-
cyklerze 9901 Veriti 96 well Fast Thermal Cycler (AppliedBiosystems) w objetosci 10 ul mieszaniny
reakcyjnej zawierajacej: wode dejonizowana wolna od nukleaz, master mix REDTaq mix (X2) (Sigma-
-Aldrich), pare oligonukleotydowych starteréw (0,5 uM) o sekwencjach nr 1 i 2. Probdwki wprowadzono
na blok termocyklera stosujac nastepujace profile termiczne dla DNA matrycowego wyizolowanego
z czystych szczepow: 94°C przez 3 minuty, nastepnie 35 cykli: 94°C przez 15 sekund, 50°C przez
30 sekund, 72°C przez 45 sekund, a nastepnie 72°C przez 10 minut, dla DNA matrycowego wyizolowa-
nego z prébek srodowiskowych: 94°C przez 3 minuty, nastepnie 45 cykli: 94°C przez 15 sekund, 52°C
przez 30 sekund, 72°C przez 45 sekund, a nastepnie 72°C przez 10 minut.

C. Wizualizacja wynikow amplifikacji za pomocg elektroforezy agarozowej

Produkty reakcji PCR rozdzielano na 2% zelu agarozowym w obecnosci 0,01% barwnika do wi-
zualizacji DNA SimplySafe (EURX) w buforze TAE, przy napieciu 120 V, w czasie 60 minut. Otrzymane
wzory rozdziatéw obserwowano w $wietle UV w systemie do wizualizacji i archiwizacji zeli.

Uzyskany dla badanego materiatu wynik identyfikacji z zastosowaniem oligonukleotydéw i me-
tody stanowiacej przedmiot wynalazku przedstawia Fig. 1.

LISTA SEKWENCJI

Sekwencja nr 1
Brt_GAPDH _F: §' TCCTTGCCGATGGATTGGA "3

Sekwencja nr 2

Brt_ GAPDH_R: 5 ACGCCAATCCTTAGCGGAT '3

Zastrzezenia patentowe

1. Startery oligonukleotydowe do wykrywania patogenu grzybowego truskawki Botrytis cinerea
o sekwencjach nr 1 i 2, jak przedstawiono na liscie sekwenciji.

2. Sposob wykrywania fitopatogenicznego grzyba Botrytis cinerea, w ktorym w reakcji PCR lub
gPCR z zastosowaniem pary starteréw dochodzi do amplifikacji okreslonego fragmentu DNA,
po czym dokonuje sie detekcji powstatego produktu, znamienny tym, ze pare starteréw sta-
nowig startery oligonukleotydowe jak okreslono w zastrzezeniu 1.
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Rysunki

TTCCTTGCCGATGGATTGGAGGTCAATGGCAAGAAGGTCAAGTTCTACAC
TGAGAGAGACCCAGCCAACATCCCATGGGCTGAGTCTGAGGCATACTAC
GTCGTCGAGTCCACCGGTGTTTTCACCACCACCGAGAAGGCCAAGGCAC
ATTTGAAGGGTGGTGCCAAGAAGGTTGTTATCTCTGCTCCTTCTGCCGAT
GCCCCAATGTACGTTATGGGTGTCAACAACGAGACCTACACTGGTGATGT
TGATGTTATCTCCAACGCCTCTTGCACAACCAACTGCTGGCTCCTCTCGCC
AAGGTCATCAACGATGAGTTCACCATCATTGAAGGTTTGATGACCACCAT
CCACTCCTACACCGCTACCCAAAAGACCGTTGATGGTCCATCCGCTAAGG
ATTGGCGTA

Fig.1




