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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob i zestaw do identyfikacji nicienia Mesocriconema curvatum,
szkodnika ro$lin le$nych, metodg Real Time PCR.

Mesocriconema curvatum jest pasozytem i groznym szkodnikiem drzew, ktory zyjac w przewo-
dach zywicznych, namnaza sie. Tym doprowadza do ich zatykania, a w konsekwencji do $mierci rosliny.

Identyfikacja gatunkdéw nicieni oparta jest na analizie cech morfologicznych i morfometrycznych,
w tym diagnozowane sg m.in.: zabarwienie samicy na poszczegdélnych etapach rozwojowych, ksztatt
cysty, dtugos$é i ksztatt guzow sztyletu, dlugosé larwy inwazyjnej, wzor na plytce perinealnej. Jest to jed-
nak analiza bardzo pracochtonna i czasochtonna. Wymaga duzo wiedzy i do$wiadczenia w pracy z ma-
teriatem biologicznym. Ponadto, istnieje mozliwo$¢ nachodzenia na siebie wymiardéw r6znych gatunkoéw.
Metody opartej na analizie cech morfologicznych i morfometrycznych nie mozna zastosowac do identy-
fikacji mtodocianych osobnikéw, u ktérych cechy morfologiczne nie sg jeszcze wyksztatcone.

Obecnie w diagnostyce nematologicznej coraz czesciej stosowane sg techniki oparte na analizie
kwasow nukleinowych, w tym wykorzystujgce tancuchowg reakcje polimerazy (PCR). Podstawg tech-
niki PCR jest powielenie fragmentu/6w DNA, specyficznego dla okreslonego organizmu, do poziomu
umozliwiajgcego jego szybkq i prosta detekcje przy uzyciu elektroforezy. Uzyskuje sie to stosujac krétkie
jednoniciowe oligonukleotydy (12—40 nukleotyddw), tzw. startery, specyficzne dla powielanego frag-
mentu DNA oraz enzym — termostabilng polimeraze, ktéra umozliwia powielenie zgdanego fragmentu
w cyklicznej, trzyetapowej reakcji, zZtozonej z denaturacji, wigzania starteré6w oraz syntezy DNA. Zazwy-
czaj po okoto 30 cyklach reakcji uzyskuje sie ponad milion kopii powielanego fragmentu DNA, co po-
zwala zidentyfikowaé go technika elektroforezy zelowe;j.

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 iloéci powielonego fragmentu. Identyfikacje
powstatych produktdéw przeprowadza sie poprzez pomiar wielkosci fluorescencji oraz analize krzywej
topnienia produktéw reakcji bez elektroforezy. Czuto$¢ reakcji Real Time PCR jest znacznie wieksza
niz tradycyjnego PCR, a brak elektroforezy skraca czas analizy. \Wadg Real Time PCR z barwnikami
fluorescencyjnymi (podobnie jak tradycyjnego PCR) jest ograniczona specyficzno$é reakcji. W wiekszo-
Sci przypadkéw reakcja PCR zachodzi nie tylko w przypadku 100% identyczno$ci sekwencji starteréw
do sekwencji matrycy lecz réwniez gdy 1-2 nukleotydy sgnieidentyczne. Ta wtasciwos$é tradycyjnego
PCR i Real Time PCR z barwnikami fluorescencyjnymi wymaga precyzyjnego ustawienia parametrow
termicznych reakgji. 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 barwnikéw fluo-
rescencyjnych sg sondy DNA znakowane fluorescencyjnie. Sg to krétkie odcinki DNA, komplementarne
do poszukiwanej sekwencji, ktére po przytgczeniu do DNA podczas reakcji PCR emitujg fluorescencje
o okreslonej dlugoséci fali. Obecnie znanych jest kilka rodzajéw sond, np.: TagMan, FRET, molecular
beacons, czy scorpions. Specyficzno$é reakcji Real Time PCR ze znakowanymi sondami jest znacznie
wyzsza niz z barwnikami fluorescencyjnymi. W odréznieniu od starteréw niedopasowanie jednego nu-
kleotydu 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
reakciji.

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 Aphe-
lenchoides fragariae in Diverse Ornamental Host Plant Species. J Nematol. Dec 2007; 39(4): 343-355
opracowali startery do identyfikacji Aphelenchoides fragariae.

Stosowano metode polimorfizmu diugosci fragmentéw restrykcyjnych PCR-RFLP (Restriction
Fragments Length Polymorphism) wykorzystujacg enzymy restrykcyjne, ktére tng ni¢ DNA w specyficz-
nym dla siebie miejscu. R6znice w diugosci pocietych fragmentéw DNA $wiadczg o zmienno$ci. Bur-
germeister W., Metge K., Braasch H., Buchbach E. 2005. ITS-RFLP patterns for differentiation of 26
Bursaphelenchus species (Nematoda: Parasitaphelenchidae) and observations on their distribution.
Russian Journal of Nematology, 13: 29—42 opracowali metode PCR-RFLP do identyfikacji 44 gatunkow
Bursaphelenchus.
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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-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/joumal.pone.0078804). Identyfikacje Mesocriconema curvatum poprzez sekwencjonowa-
nie DNA opisano w publikacji Cordero MA, Robbins RT, Szalanski AL. 2012. Taxonomic and Molecular
Identification of Mesocriconema and Criconemoides Species (Nematoda: Criconematidae). Journal
of Nematology 44(4):399-426.

Przy aktualnym stanie techniki istnieje nadal potrzeba dostarczenia narzedzia umozliwiajgcego
detekcje gatunkow nicieni, ktére dotychczas nie byly identyfikowane metodami genetycznymi, jak réw-
niez 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 nicienia Mesocrico-
nema curvatum z duzg czutoscig i specyficznoscig oraz dostarczenie nowych sekwencji nukleotydo-
wych starteréw i sondy, majgcych zastosowanie w sposobie wykrywania nicieni technikg PCR, zwtasz-
cza Real Time PCR, niezaleznie od rodzaju préb badanych, ich pochodzenia i przeznaczenia oraz sta-
dium rozwoju. Powyzsze cele zrealizowano w niniejszym wynalazku.

Przedmiotem wynalazku jest sposo6b identyfikacji nicienia Mesocriconema curvatum w prébce
gleby, obejmujgcy nastepujgce etapy:

a) dostarczenie prébki gleby zawierajgce nicienie do identyfikacji;
b) wyptukanie nicieni z gleby;
c) izolacje DNA,;
d) przeprowadzenie reakcji PCR, zwfaszcza Real-Time PCR, z zastosowaniem pary starte-
réw 3’i 5 oraz sondy;
e) poréwnanie krzywej amplifikacji badanej préby z krzywymi amplifikacji préby zerowej
oraz kontroli negatywnej,
przy czym do identyfikacji jednego z powyzszych gatunkéw w reakcji PCR, zwtaszcza, Real-Time PCR
stosuje sie wiasciwe dla danego gatunku startery 3’ i 5’ oraz sonde wybrane z listy:

5’ starter 3" starter Sonda
Gatunek
Alne Nazwa Sekwencja Nazwa Sekwencia Nazwa Sekwencja
AGCTGAAACTT CAACCACCGAA ATCAATCTGTCAAT
A
fesucriconema curvatiim Mecurl AAAGOAATTG Mecurey TCATGAA Mecurs COTTACGGTGTC

Przedmiotem wynalazku jest réwniez zestaw do identyfikacji nicienia Mesocriconema curvatum,
metodg PCR, zwlaszcza Real -Time PCR, zawierajgcy wiasciwe dla danego gatunku startery 3’ i 5’ oraz
sonde:

5' starter 3’ starter Sonda
Gatunek -
s Mazwa Sekwencja Nazwa Schwencin Nazwa Sekwencja
» AGCTGAAACTT | Mecure | CAACCACCGAA ATCAATCTGTCAAT
Mesocriconema eurvatum Mecurf GGAATTG v TCATGAA Mecurs COTTACGGTGTC

Mieszanina reakcyjna zawiera bufor, termostabilng Taq 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 Mesocriconema curvatum. 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 réwnych ilosci DNA nicieni nalezgcych do tego samego gatunku co ba-
dany gatunek lub w przypadku braku gatunkéw nalezgcych do tego samego rodzaju z tej samej rodziny.
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Przyktad 1

Identyfikacja nicieni z gatunku Mesocriconema curvatum

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 Sekwencija
Mecurf AGCTGAAACTTAAAGGAATTG
Mecurev CAACCACCGAATCATGAA
Mecurs ATCAATCTGTCAATCCTTACGGTGTC

Reakcje Real Time PCR przeprowadzano w mieszaninie o objetosci 20 pl w aparacie RotorGene
6000 firmy Qiagen przy uzyciu odczynnikéw z zestawu LuminoCt gPCR ReadyMix (Sigma-Aldrich)
w nastepujgcych ilosciach:
— H20 wolna od nukleaz do objetosci 20 p,
— 2 10,0 uM kazdego ze starterow Mecurf i Mecurey,
— 1wl 4,0 uM sondy Mecurs znakowanej na konicu 5 barwnikiem JOE, a 3’-koncu wygasza-
czem HBQ1,
— 10 pl 2X LuminoCt gPCR ReadyMix (Sigma-Aldrich),
— 2 u DNA.
Mieszanine reakcyjng umieszczano w probowce o objetos$ci 20 pl, umieszczano w rotorze ter-
mocyklera RotorGene 6000 i przeprowadzano reakcje amplifikacji w 40 cyklach w nastepujacych wa-
runkach:

Etap Temperatura [*C)] Cras (s} Pomiar fluorescencii
Fre-inkubacia 95 180 -
denaturacja 95 30 -
Amplifikacia przylaczanie 55 30 pojedynczy
synteza 72 30 -
Chlodzgnie 40 20 -

Kontrole negatywna stanowito DNA nicieni Mesocriconema xenoplax.

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

Rozwigzanie wedtug wynalazku pozwala na wykrycie Mesocriconema curvatum w glebie w prze-
ciggu kilku godzin, uwzgledniajgc w tym etapy przygotowania préb, izolacji DNA oraz reakcji Real-Time
PCR. Metode wedtug wynalazku, mozna zastosowacé do identyfikacji wyzej wymienionych gatunkéw
nicieni niezaleznie od rodzaju préb badanych, ich pochodzenia i przeznaczenia oraz stadium rozwoju.

Proponowany zestaw sond pozwala identyfikowaé wyzej wymienione gatunek nicienia w reakgciji
Real Time PCR, ktéra jest znacznie czulsza i szybsza od innych metod PCR. Zastosowanie w reakcji
Real Time PCR sond znacznie zwicksza specyficzno$é reakcji w stosunku do reakcji Real Time PCR
z barwnikami fluorescencyjnymi.
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Wrykaz sekwencji starterdw i sond

Nr startera/sondy Nazwa Sekwencja

Nr1 Mecurf AGCTGAAACTTAAAGGAATTG

Nr2 Mecurev CAACCACCGAATCATGAA

Nr3 Mecurs ATCAATCTGTCAATCCTTACGGTGTC

Zastrzezenia patentowe

. Spos6b identyfikacji nicienia Mesocriconema curvatum w prébce gleby, obejmujgcy nastepu-
jgce etapy:

a)
b)
0)
d)

€)

dostarczenie probki gleby zawierajgce nicienie identyfikacii;

wyptukanie nicieni z gleby;

izolacje DNA,;

przeprowadzenie reakcji PCR, zwtaszcza Real-Time PCR, z zastosowaniem pary
starteréw 3’ i 5’ oraz sondy;

poréwnanie krzywej amplifikacji badanej proby z krzywymi amplifikacji i préby zerowej
oraz kontroli negatywnej,

znamienny tym, ze do identyfikacji gatunku Mesocriconema curvatum 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 Mesocriconema curvatum, metodg PCR, zwtaszcza Real-
-Time PCR, zawierajgcy wtasciwe dla danego gatunku startery 5’ (nr 1) i 3’ (nr 2) oraz sonde nr 3.
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