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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sa startery oligonukleotydowe do wykrywania patogendw grzybowych
nalezacych do rodzaju Colletotrichum z zastosowaniem reakcji tancuchowej polimerazy (PCR) lub re-
akcji fancuchowej polimerazy z detekcja w czasie rzeczywistym (QPCR), a takze sposdéb wykrywania
obecnosci tych patogendw.

Grzyby z rodzaju Colletotrichum powoduja antraknoze, ktéra nalezy od choréb atakujacych ro-
sliny w czasie wegetacji, ale réwniez powodujacych psucie owocow po zbiorze, powodujac straty eko-
nomiczne, zwiazane z obnizeniem plondéw i jakosci owocdéw (Bragan¢a C.A.D., Damm U., Baroncelli R.,
et al., 2016. Species of the Colletotrichum acutatum complex associated with anthracnose diseases of
fruit in Brazil. Fungal Biology 120:547-561). Stosowane metody identyfikacji grzybéw z rodzaju Colle-
totrichum na podstawie cech morfologicznych, stwarzaja wiele problemoéw, ze wzgledu na plastyczno$¢
tych grzybdéw i podobienstwa cech morfologicznych i fenotypu z innymi rodzajami grzybéw, co sprawia,
ze metody te, oprocz tego, ze sg czasochtonne, to nie sa doktadne i obarczone sg duzym btedem (Cai
L., Hyde K.D., Taylor P.W.J., et al., 2009. A polyphasic approach for studying Colletotrichum. Fungal
Divers 39:183-204,; Martinez-Culebras P.V., Barrio E., Garcia M.D., Querol A., 2000. Identification of
Colletotrichum species responsible for anthracnose of strawberry based on the internal transcribed spa-
cers of the ribosomal region. FEMS Microbiology Letters, 189, 97-101). Dlatego tez do diagnostyki
grzyboéw z rodzaju Colletotrichum bardzo czesto wprowadzane sg metody biologii molekularnej oparte
o réznorodne markery genetyczne, takie jak: ITS, HIS, GAPDH, CHS-1, TUB2, ACT, CAL, GS (Bra-
ganca C.A.D., Damm U., Baroncelli R, et al., 2016. Species of the Colletotrichum acutatum complex
associated with anthracnose diseases of fruit in Brazil. Fungal Biology 120:547-561; Prihastuti H., Cai
L., Chen H., et al., 2009. Characterization of Colletotrichum species associated with coffee berries in
northern Thailand. Fungal Diversity, 39, 89-109). W literaturze opisane sa metody umozliwiajgce iden-
tyfikacje gatunku C. acutatum z wykorzystaniem specyficznych starteréow i sondy molekularnej na pod-
stawie sekwencji ITS1 i B-tubuliny (Debode Van Hemelrjck W., Baeyen S., et al., 2009. Quantitative
detection and monitoring of Colletotrichum acutatum in strawberry leaves using real-time PCR. Plant
Pathology Journal, 58, 504—514). Z literatury wynika, ze sekwencje gendw funkcjonalnych takich jak
BTUB i GAPDH moga by¢ przydatne w identyfikacji grzybow z rodzaju Colletotrichum na poziomie ga-
tunku (Diao Y.Z., Zhang C., Liu F., et al, 2017. Colletotrichum species causing anthracnose disease of
chili in China. Persoonia — Molecular Phylogeny and Evolution of Fungi, 38, 20-37; Dela Cueva F.M.,
Mendoza J.S., Balendres M.A., 2018. A new Colletotrichum species causing anthracnose of chilli in the
Philippines and its pathogenicity to chilli cultivar Cjango. Crop Protection, 112, 264—268). Z kolei Talhin-
has i in. (2005) opracowali metode szybkiego wykrywania grzybdw C. acutatum na podstawie genu
B-tubuliny (Talhinhas P., Sreenivasaprasad S., Neves-Martins Oliveira H., 2005. Molecular and pheno-
typic analyses reveala Association of diverse Colletrotrichum acutatum groups and a low level of C.
gloeosporioides with olive anthracnose. Applied and Environmental Microbioloy, 71, 2987-2998). Jed-
nakze wymienione dostepne w literaturze metody umozliwiajace identyfikacje grzybéw z rodzaju Colle-
totrichum oparte sa o rézne markery lub startery i charakteryzuja sie zmienna specyficznoscia i czuto-
$cia. 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 roslin w danej lokalizacji lub kontaminowanych réznymi patoge-
nami, albo sprawdzane sa na pojedynczych rodzajach probek srodowiskowych.

Sposob identyfikacji patogendw grzybowych Colletotrichum sp. w badanej probce opiera sie we-
dtug wynalazku na amplifikacji sekwencji DNA przy uzyciu zaprojektowanej pary specyficznych oligo-
nukleotydéw, a nastepnie detekcji otrzymanego produktu reakcji PCR lub qPCR, w przypadku kiedy
w probce Srodowiskowej obecne jest DNA tych mikroorganizméw. Startery zostaty zaprojektowane
w oparciu o sekwencje genu kodujgcego dehydrogenaze aldehydu 3-fosfo-glicerynowego (GAPDH).

Istote wynalazku stanowia startery oligonukleotydowe do wykrywania patogendéw grzybowych na-
lezacych do rodzaju Colletotrichum o sekwencjach nr 11 2, jak przedstawiono na liscie sekwencji.

Istotg sposobu wykrywania patogendw grzybowych nalezacych do rodzaju Colletotrichum 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
elektroforetyczny (dla reakcji PCR) lub odczyt fluorescenciji (dla reakcji gqPCR).
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Zastosowanie wymienionych starterow oligonukleotydowych do przeprowadzenia reakcji tancu-
chowej polimerazy, przebiegajacej w Scisle okreslonych warunkach wedtug wynalazku, umozliwia am-
plifikacje produktu o dtugosci 250 par zasad. Podstawowa zaleta opracowanego systemu detekc;ji jest
fakt, ze zostat on zwalidowany nie tylko na czystych kulturach grzybéw, ale rowniez na prébkach sro-
dowiskowych, w szczegdlnosci glebie oraz fragmentach roslin, korzeniach i owocach truskawki, w kté-
rych stwierdzono obecno$¢ grzyba patogenicznego z rodzaju Colletotrichum.
Wynalazek ilustruje przyktad wykonania oraz zamieszczony ponizej rysunek, na ktérym:
- Fig. 1 przedstawia sekwencje nukleotydowa fragmentu DNA amplifikowanego w reakcji
PCR przeprowadzonej z zastosowaniem oligonukleotydéw o sekwencjach nr 1i 2;

- Fig. 2 przedstawia wyniki analizy specyficznosci zaprojektowanych oligonukleotydéw w roz-
dziale elektroforetycznym produktéw amplifikacji przeprowadzonej w obecnosci starteréw
o sekwencjach nr 1 i 2 dla pojedynczych prébek DNA izolowanych z grzybni patogenéw
Colletotrichum sp. (Sciezka 2 — widoczny prazek), Botrytis cinerea ($ciezka 3 i 6), Verticillim
sp. (Sciezka 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 (1 uM) o sekwencjach nr 1i2. 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 5 cykli: denatu-
racja — 94°C przez 15 sekund, przytaczanie starteréw — 56°C (touchdown — 1°C) przez 15 sekund,
elongacja — 72°C przez 15 sekund, nastepnie 25 cykli: denaturacja: 94°C przez 15 sekund, przytaczanie
starteréw — 50°C przez 15 sekund, elongacja — 72°C przez 15 sekund oraz ostatni etap reakcji — kon-
cowa elongacja — 72°C przez 7 minut lub innego profilu termicznego umozliwiajacego uzyskanie powie-
lania DNA i detekcji z oligonukleotydami stanowiacymi przedmiot tego wynalazku. Sekwencja zamplifi-
kowanego fragmentu DNA przedstawiona jest na Fig. 1.

Obecnosé oczekiwanego produktu o dtugosci 250 par zasad potwierdza sie poprzez zastosowa-
nie dowolnej metody rozdziatu i identyfikacji fragmentéw kwasow nukleinowych.

Sposéb stwierdzania obecno$ci materiatu genetycznego grzyba Colletotrichum sp. 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 roslinnej/grzybowej lub 500 mg gleby wprowadzano do probdéwek o pojemnosci
2 ml, zawierajacych matryce ztozona z kulek ceramicznych o srednicy 1,4 mm, kulek krzemionkowych
o $rednicy 0,1 mm oraz 1 kulki szklanej o $rednicy 4 mm. Probki nastepnie ptukano w buforze fosfora-
nowo-sodowym (825 ul) z odczynnikiem PLS (275 ul). Nastepnie wirowano (5 minut, 14 000 x g) i zle-
wano supernatant. Dodano bufor fosforanowo-sodowy (978 pl) i bufor MT (122 ul), po czym prébki ho-
mogenizowano w aparacie FastPrep24 w warunkach: 40 s, 6 m/s. Prébki nastepnie wirowano (15 minut,
14 000 x g), a supernatant przenoszono do nowych probéwek zawierajacych bufor PPS (250 pul). Probki
mieszano poprzez odwracanie i inkubowano (10 minut w temperaturze 4°C). Mieszanine wirowano
(2 minuty, 14 000 x g), a nastepnie supernatant przenoszono do nowej probdwki o pojemnosci 5 ml,
zawierajacej odczynnik Binding Matrix Solution (1 ml). Prébki nastepnie mieszano na rotatorze (5 mi-
nut), wirowano (2 minuty, 14 000 x g) i zlewano supernatant. Osad ptukano buforem ptuczacym (Wash
Buffer #1, 1 ml). Otrzymang zawiesinge dwukrotnie przenoszono na kolumne separacyjna (SPIN Filter),
wirowano (1 minute, 14 000 x g) i wylewano przesacz. Filtr nastepnie ptukano drugim buforem ptucza-
cym (Wash Buffer #2, 500 ul), wirowano (2 minuty, 14 000 x g) i wylewano przesacz. Filtr ponownie
wirowano (2 minuty, 14 000 x g), a nastepnie przenoszono filtr do nowej probowki. Na filtr nanoszono
bufor elucyjny (TES, 100 ul) i wirowano (2 minuty, 14 000 x g). Uzyskany przesacz, zawierajacy wyeks-
trahowane DNA, rozciennczano 10-krotnie wodg 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 pojemnosci 0,1 ml dodano 2 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 (1 uM) o sekwencjach nr 1i 2. Probéwki wprowadzono na
blok termocyklera stosujac nastepujace profile termiczne dla DNA matrycowego wyizolowanego z czy-
stych szczepdw: 94°C przez 3 minuty, nastepnie 5 cykli: 94°C przez 15 sekund, 56°C (touchdown —
1°C) przez 15 sekund, 72°C przez 15 sekund, nastepnie 25 cykli: 94°C przez 15 sekund, 50°C przez
15 sekund, 72°C przez 15 sekund, nastepnie 72°C przez 7 minut, dla DNA matrycowego wyizolowanego
z prébek $rodowiskowych: 94°C przez 3 minuty, nastepnie 5 cykli: 94°C przez 15 sekund, 54°C (touch-
down — 1°C) przez 15 sekund, 72°C przez 15 sekund, nastepnie 35 cykli: 94°C przez 15 sekund, 48°C
przez 15 sekund, 72°C przez 15 sekund, nastepnie 72°C przez 7 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 stanowiace] przedmiot wynalazku przedstawia Fig. 2.

LISTA SEKWENCJI

Sekwencja nr |

Cll_GAPDH _F: 5 TCATTCCACCTTACCCCTCC '3

Sekwencja nr 2
Cll_GAPDH_R: 5' GTGGAGTCGTACTTGAGCATG '3

Zastrzezenia patentowe

1. Startery oligonukleotydowe do wykrywania patogenow grzybowych z rodzaju Colletotrichum
o sekwencjach nr 1 i 2, jak przedstawiono na liscie sekwenciji.

2. Sposob wykrywania fitopatogenicznych grzybdw z rodzaju Colletotrichum, w ktérym w reakcji
PCR lub gPCR z zastosowaniem pary starteréw dochodzi do amplifikacji okreslonego frag-
mentu DNA, po czym dokonuje sie detekcji powstatego produktu, znamienny tym, ze pare
starteréow stanowig startery oligonukleotydowe jak okreslono w zastrzezeniu 1.
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Rysunki

TTACAACAAGCCCAATCGAAACCTTGGGGCAAAAGAGTTGAAGCTGCTA
CCTCCGACTCTTTTGCCCGTCGGTTTCGATTGGGCTGGTTGTATCGTGGCG
ACGTGATACAATGATGGAGGAGTAGCCGAGAATAAACTTGCTGACAGAC
AATCATCACAGGCCTACATGCTCAAGTACGACTCCACA

Fig.1




