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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb i zestaw do identyfikacji nicienia Merlinium brevidens,
szkodnika zbéz i traw, metodg Real Time PCR.

Identyfikacja gatunkéw nicieni oparta jest na analizie cech morfologicznych i morfometrycznych,
w tym diagnozowane sg m.in.: zabarwienie samicy na poszczegdélnych etapach rozwojowych, ksztatt
cysty, dtugos¢ i ksztatt guzdéw sztyletu, dtugos¢ larwy inwazyjnej, wz6r na ptytce perinealnej. Jest
to jednak analiza bardzo pracochtonna i czasochtonna. Wymaga duzo wiedzy i doswiadczenia w pra-
cy z materiatem biologicznym. Ponadto, istnieje mozliwo$¢ nachodzenia na siebie wymiaréw réznych
gatunkéw. Metody opartej na analizie cech morfologicznych i morfometrycznych nie mozna zastosowaé do
identyfikacji miodocianych 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 nukleotyd6w), 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 zidentyfikowa¢ go technikg elektroforezy zelowej.

Udoskonaleniem tancuchowej reakcji polimerazy jest Real Time PCR, to jest rekcji PCR z po-
miarem ilo$ci powielonego fragmentu w kazdym cyklu reakcji. Do pomiaru ilo$ci powielonego fragmen-
tu wykorzystuje sie fluorochromy (barwniki fluorescencyjne), np.: SYBR Green 1, 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$¢ reakcji Real Time PCR jest znacznie wieksza
niz tradycyjnego PCR, a brak elektroforezy skraca czas analizy. Wadg Real Time PCR z barwnikami
fluorescencyjnymi (podobnie jak tradycyjnego PCR) jest ograniczona specyficzno$é reakcji. W wiek-
szo$ci przypadkow reakcja PCR zachodzi nie tylko w przypadku 100% identyczno$ci sekwenciji starte-
réw do sekwencji matrycy lecz réwniez gdy 1-2 nukleotydy sg nieidentyczne. Ta wiasciwos¢ tradycyj-
nego PCR i Real Time PCR z barwnikami fluorescencyjnymi wymaga precyzyjnego ustawienia para-
metréw termicznych reakcji. Ponadto, barwniki fluorescencyjne wigzg 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 barwnik6éw fluorescencyjnych sg sondy DNA znakowane fluorescencyjnie. Sg to
krétkie odcinki DNA, komplementarne do poszukiwanej sekwencji, ktére po przytaczeniu do DNA pod-
czas reakcji PCR emitujg fluorescencije o okreslonej dtugosci fali. Obecnie znanych jest kilka rodzajow
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 odr6znieniu od
starterédw niedopasowanie jednego nukleotydu w sekwencji sondy prowadzi przewaznie do braku re-
akcji lub bardzo istotnego zmniejszenia wydajnoéci, co jest tatwe do stwierdzenia podczas monitoro-
wania przebiegu reakgcji lub analizy wynikéw reakc;ji.

Dotychczas najczesciej stosowang metodg molekularnej identyfikacji nicieni byto PCR-RFLP
(Restriction Fragments Length Polymorphism). Metoda polimorfizmu dtugo$ci fragmentéw restrykcyj-
nych wykorzystuje enzymy restrykcyjne, ktére tng ni¢ DNA w specyficznym dla siebie miejscu. Rézni-
ce w diugosci pocietych fragmentéw DNA Swiadczg o zmiennoéci. Powers T O, Szalanski AL, Mullin
PG, Harris TS, Bertoldi T i Griesbach JA. Identification of Seed Gall Nematodes of Agronomic and
Regulatory Concern with PCR-RFLP of ITS 11. Journal of Nematology 33(4):191—194. 2001 analizo-
wali tg metodg 18 populacji nalezgcych do rodzaju Anguina. Do identyfikacji stosowali siedem enzy-
moéw restrykcyjnych Alu |, Bsr I, Eco RI, Hae lll, Hha I, Hinf I, and Taq | dzieki ktérym udato im sie
identyfikowaé gatunki.

Cbjvh Umarao, Sharma Amita, Rao S.B. w swojej publikaciji z 2009 roku RAPD-PCR Analysis
of Genetic Similarity Between Males and Females of Anguina ftritici. Indian Journal of Nematology,
2009 39(1): 90-97 zastosowali metode RAPD — Randomly Amplified Polymorphic DNA (metoda loso-
wej amplifikacji polimorficznego DNA). Metoda ta wykorzystuje tylko jeden krétki (okoto 10—20 nukleo-
tydéw) starter, przebiega w nizszej temperaturze (okoto 35°C), ale jednoczes$nie wymaga zwiekszonej
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ilosci cykli w stosunku do standardowego PCR — az 40-50. W wyniku analizy elektroforetycznej uzy-
skuje sie réznej dtugosci prazki, ktérych ukfad jest charakterystyczny dla osobnika i stanowi co$
w rodzaju odcisku palca (fingerprint).

W pracach Wendt KR, Vrain TC & Webster JM (1993). Separation of three species of Dityien-
chus and some host races of D. dipsaci by restriction fragment length polymorphism. Journal of Nema-
tology 25, 555-563 oraz Marek M, Zouhar M, Rysanek P & Havranek P (2005). Analysis of ITS sequ-
ences of nuclear rDNA and development of a PCR-based assay for the rapid identification of the stem
nematode Dityienchus dipsaci (Nematoda: Anguinidae) in plant tissues. Helminthologia 42, 49-56
zostaty opisane startery i enzymy restrykcyjne do identyfikacji Ditylenchus dipsaci.

Molekularne metody identyfikacji Merlinius brevidens nie zostaty dotychczas opisane. Celem
wynalazku jest dostarczenie metody molekularnej identyfikacje nicienia Merlinius brevidens z duza
czutoscig i specyficznoscig oraz dostarczenie nowych sekwenciji nukleotydowych starteréw i sondy,
majgcych zastosowanie w sposobie wykrywania nicieni technikg PCR, zwlaszcza Real Time PCR,
niezaleznie od rodzaju préb badanych, ich pochodzenia i przeznaczenia oraz stadium rozwoju. Po-
wyzsze cele zrealizowano w niniejszym wynalazku.

Przedmiotem wynalazku jest spos6b identyfikacji nicienia Merlinius brevidens w prébce gleby,
obejmujgcy nastepujace 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 Merlinius brevidens w reakcji PCR, zwlaszcza Real Time PCR, stosuje sie
wiasciwe dla danego gatunku startery 3’ i 5’ oraz sonde:

§* starter 3’ starter Sonda
Gatunek ] )
Nazwa Sekwencja Nazwa Sekwencja Nuazwa Sckwencia
AGGTGGAARCGGATA CAGGGCARACAGTCT CTTGTATTCAGCCGETC
Merlinus brevidens Merbfv Merbrv Merhs
GAG TAG TGGTT

Przedmiotem wynalazku jest réwniez zestaw do identyfikacji nicenia Merlinius brevidens meto-
dg PCR, zwlaszcza Real — Time PCR, zawierajgcy wtasciwe dla danego gatunku startery 3’ i 5’ oraz
sonde:

5’ starter 3’ starter Senda
Gatunek ) ) .
Nazwa Sekwencja MNazwa Sekwencja Nazwa Sekwencja
AGGTGGAMACGGATA CAGGGCRARTAGTCT CTTGTATTCAGCOGLTC
Mertinius brevidens Merbfv Metbrv herbs
GAG TAG TGGTT

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 reakgcji. Identyfikacji produktow
dokonuje sie poprzez poréwnanie krzywych amplifikacji badanej proby z krzywymi amplifikacji proby
zerowej. Fig. 1 przedstawia krzywe amplifikacji dla Merlinius microdorus.

Ponizej podano przyktad identyfikacji Merlinius brevidens. Kazdorazowo identycznym warun-
kom izolacji i amplifikacji poddawano prébe zerowg (dejonizowana H2O wolna od nukleaz) oraz prébe
ujemna. Materiatem dla préby ujemnej byto DNA gatunku nicienia nalezacego do tego samego rodza-
ju co badany.

Przyktad

Identyfikacja nicienia Merlinius brevidens.

DNA izolowano przy uzyciu komercyjnych zestawéw do izolacji DNA NucleoSpin Tissue XS
firmy Macherey-Nagel. W reakcji uzyto starteréw i sondy o nastepujgcych sekwencjach:
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Starter/sonda | Sekwencja

Merbfv AGGTGGAAACGGATAGAG
Merbrv | CAGGGCAAACAGTCTTAG
Merbs | CTTGTATTCAGCCGCTCTGGTT

Reakcje Real Time PCR przeprowadzano w mieszaninie o objetosci 20 wl w aparacie RotorGe-
ne 6000 firmy Qiagen przy uzyciu odczynnikéw z zestawu LuminoCt gPCR ReadyMix (Sigma-Aldrich)
w nastepujgcych ilosciach:

— H20 wolna od nukleaz do objetosci 20 pl,

— 2l 10,0 uM kazdego ze starteréw Merbfv i Merbrv,

— 1l 4,0 UM sondy Merbs znakowanej na koricu 5 barwnikiem JOE, a 3-koricu wygaszaczem HBQ1,

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

2 ul DNA.

Mieszanine reakcyjng umieszczano w probowce o objetosci 20 ul, umieszczano w rotorze ter-
mocyklera RotorGene 6000 i przeprowadzano reakcje amplifikacji w 40 20 cyklach w nastepujgcych
warunkach:

Etap Temperatura [°C] Czas [s] - Pomiar fluorescencii
Pre-inkubacja g5 180 -
denaturacja 95 30 -
Amplifikacja preylaczanic 55 30 pajedynezy
synteza 72 30 -
Chiodzenie e 14] 20 -

Kontrole negatywng stanowito DNA nicienia Merlinius microdorus (2 pl DNA). Krzywe amplifika-
¢ji uzyskane w wyniku przeprowadzonej analizy przedstawiono na Fig. 1

Rozwigzanie wedlug wynalazku pozwala na wykrycie nicienia w glebie w przeciggu kilku go-
dzin, uwzgledniajgc w tym etapy przygotowania préb, izolacji DNA oraz reakcji Real Time PCR. Meto-
de wedtug wynalazku, mozna zastosowaé do identyfikacji wyzej wymienionego gatunku nicienia nie-
zaleznie od rodzaju préb badanych, ich pochodzenia i przeznaczenia oraz stadium rozwoju.

Proponowany zestaw pozwala identyfikowa¢ wyzej wymieniony gatunek nicienia w reakcji 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.

Wykaz sekwenc;ji starteréw i sond

Nr startera/sondy  Nazwa Sekwencja
Nr 1 Merbfv AGGTGGAAACGGATAGAG
Nr2 Merbrv CAGGGCAAACAGTCTTAG

Nr 3 Merbs CTTGTATTCAGCCGCTCTGGTT
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Zastrzezenia patentowe

Sposob identyfikacji nicienia Merlinius brevidens w prébce gleb, obejmujgcy nastepujace

etapy:

a) dostarczenie probki gleby zawierajace nicienie do identyfikacji;

b) wyptukanie nicieni z gleby;

C) 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 préby zerowej oraz
kontroli negatywnej,

znamienny tym, ze do identyfikacji gatunku Merlinius brevidens w reakcji PCR, zwtaszcza

Real Time PCR, stosuje sie witasciwe dla dartego gatunku starter) 5’ (nr 1) i 3’ (nr 2) oraz

sonde nr 3.

Zestaw do identyfikacji nicienia Merlinius brevidens metodg PCR, zwlaszcza Real Time

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