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1. IDENTYFIKACJA WYBRANYCH GATUNKOW NICIENI Z RODZAJU
DITYLENCHUS FILIPJEV, 1936 NA PODSTAWIE CECH
MORFOLOGICZNYCH I MORFOMETRYCZNYCH

Sposrod okoto 80 znanych dotad gatunkow z rodzaju Ditylenchus Filipjev, 1936, dwa-
dziescia siedem znaleziono w Srodowisku naturalnym na obszarze Polski (Brzeski, 1998).

Sa to:
Ditylenchus acutatus Brzeski, 1991.
Ditylenchus acutus (Khan, 1965) Fortuner et Maggenti, 1987,
Ditylenchus adasi (Sykes, 1980) Fortuner et Maggenti, 1987,
Ditylenchus anchilisposomus (Tarjan, 1958) Fortuner, 1982,
Ditylenchus apus Brzeski, 1991,
Ditylenchus clarus Thorne et Malek, 1968,
Ditylenchus convallariae Sturhan et Friedman, 1965,
Ditylenchus destructor Thorne, 1945,
Ditylenchus dipsaci (Kthn, 1857) Filipjev, 1936,
Ditylenchus emus Khan, Chawla et Prasad, 1969,
Ditylenchus equalis Heyns, 1964,
Ditylenchus exilis Brzeski, 1984,
Ditylenchus ferepolitor (Kazachenko, 1980) Fortuner et Maggenti, 1987,
Ditylenchus filenchulus Brzeski, 1991,
Ditylenchus filimus Anderson, 1983,
Ditylenchus khani Fortuner, 1982,
Ditylenchus kheirii Fortuner et Maggenti, 1987;
Ditylenchus longicauda Choi et Geraert, 1988,
Ditylenchus longimatricalis (Kazachenko, 1975) Brzeski, 1984,
Ditylenchus medians (Thorne et Malek, 1968) Fortuner et Maggenti, 1987,
Ditylenchus medicaginis Wasilewska, 1965,
Ditylenchus myceliophagus Goodey, 1958,
Ditylenchus parvus Zell, 1988,
Ditylenchus silvaticus Brzeski, 1991,
Ditylenchus terricolus Brzeski, 1991,
Ditylenchus tenuidens Gritzenko, 1971,
Ditylenchus valveus Thorne et Malek, 1968.

Przewazajaca liczba gatunkow Ditylenchus to mikofagi oraz takie, ktorych sposob
odzywiania nie zostal jeszcze zbadany. Tylko nieliczne gatunki nicieni zeruja w tkan-
kach roslin wyzszych, prowadzac niejednokrotnie do zniszczenia upraw.

W szczegolowym opracowaniu morfologii i morfometrii gatunkow z tego rodzaju
uwzgledniono: Ditylenchus destructor, Ditylenchus dipsaci, Ditylenchus gigas (Volvas
iin., 2011) oraz, po dokonaniu analizy cech budowy i wskaznikéw morfometrycznych
wykorzystywanych do rozpoznawania gatunkéw z rodzaju Ditylenchus, uwzglednio-
no gatunki, u ktérych zakres zmiennosci dtugosci sztyletu samicy obejmuje dtugosc
10 um.
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1.1. Klucz do identyfikacji gatunkow Ditylenchus

1. Pole bOCZNe Z 4 HNIAIMIIT .. cueninieii e 2
—. Pole boCzZne Z 6 LNIami ....ouuiniiniiiii e S
2. Srednia dlugos¢ ciala samicy < 0,8 MIM........uuuuriiiiiiieeeeeereeeeiiiiiiiiieeeeeeeeeeaeaeee 3
—. Srednia dtugos¢ ciata SamiCy = 1 MM ..uuuuuuiieeeeiieiieiiieiiiiieeee e 4

3. Srednia dtugos¢ ogona samicy w zakresie 82-136 [99] um, Srednia dlugos¢ worecz-
ka zapochwowego stanowi 16-34 [24] % odlegtosci od wulwy do otworu odbytowego

....................................................................................................... D. adasi (Fot. 2)
—. Srednia dtugos¢ ogona samicy w zakresie 56-98 [79] um, srednia dtugosé worecz-
ka zapochwowego stanowi 25-51 [36] % odleglosci od wulwy do otworu odbytowego
...................................................................................................... D. acutus (Fot. 1)

4. Dhugos¢ ciata samicy 1,0-1,7 mm, odlegtos¢ od wulwy do odbytu 132-188 um

..................................................................................................... D. dipsaci (Fot. 7)
—. Dhlugosc¢ ciala samicy 1,5-2,2 mm, odlegtos¢ od wulwy do odbytu 202-266 um .....
........................................................................................................ D. gigas (Fot. 8)
S. Tylne rozszerzenie gardzieli obejmuje Jelito.......cviiiiiiiiiiiiiiieee, 6
—. Tylne rozszerzenie gardzieli nie obejmuje jelita ........cccooeiiiiiiiiiiiiiiiiiinins 7

6. Dlugos¢ woreczka zapochwowego stanowi 40-90% odleglosci od wulwy do odbytu,

dlugosc sztyletu 10-14 Uml.c.ouieiiiiinii e D. destructor (Fot. 6)
—. Dhugos¢ woreczka zapochwowego < 40% odleglosci od wulwy do odbytu, dhugosc¢
SZEYletu 7—10 UIM.c.iuiiii e D. anchilisposomus (Fot. 3)
7. Srednia warto§¢ a w populacji < 35...........cooeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee D. clarus (Fot. 4)
—. Srednia warto$€ @ W POPUIACHE > 47 ..uuueeiiiiiiiieee et 8
8. Srednia warto§¢ ¢’ w populacji > 8, zakoniczenie ogona samicy zaokraglone .........
.............................................................................................. D. longicauda (Fot. 9)
—. Srednia warto$¢ ¢’ w populacji < 6, ogon samicy ostro zakonczony.......................
............................................................................................ D. convallariae (Fot. 5)

Stownik terminow:

a — lloraz dhugosci ciata do jego maksymalnej szerokosci.

¢’ — lloraz dtugosci ogona do szerokosci ciata na wysokosci odbytu.

V - Odleglosc od glowy do wulwy wyrazona jako procent dtugosci ciala.
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1.2. Charakterystyka gatunkoéw Ditylenchus uwzglednionych w kluczu*

Ditylenchus acutus (Fot. 1a—1f)

Cialo samicy wyprostowane lub lekko wygiete w strone brzuszna, dtugosci 0,85-0,98
[0,91]** mm. Sztylet dtugosci 7,5-10 um z guzkami niejednorodnego ksztaltu. Gruczo-
lowa czes¢ gardzieli wydluzona, oddzielona od jelita. Pole boczne z czterema liniami.
V = 70-79 [74]%. Dlugos¢ woreczka zapochwowego stanowi 25-51 [36]% odlegtosci
od wulwy do otworu odbytowego. Ogon stozkowaty, dlugosci 56-98 [79] um. Zakon-
czenie ogona zaostrzone lub lekko zaokraglone. ¢’ = 4,1-5,7 [4,9]. Samce wystepuja.
Sposob odzywiania sie nie znany.

Fot. 1. Ditylenchus acutus. Samica: pokroj ciala (a), glowa (b), gardziel (c), pole boczne (d), tylna czes¢ ciala (e),
ogon (f). Skala: Fot. 1a = 20 um; Fot. 1b-1f=10 pym. (gs — guzki sztyletu, h — hemizonid, j —jelito, o — od-
byt, ow — otwor wydalniczy, trg — tylne rozszerzenie gardzieli, w — wulwa, wz — woreczek zapochwowy).

* Opracowanie na podstawie Brzeski, 1998.
** W nawiasie kwadratowym zamieszczono wartosci Srednie.



8 Diagnostyka nicieni — pasozytéw roslin objetych regulacjami prawnymi

Ditylenchus adasi (Fot. 2a-2f)

Ciato samicy dtugosci 0,72-0,97 [0,86] mm, lekko wygiete w strone brzuszna lub wy-
prostowane. Sztylet 10,5-13 [11,8] um, dobrze wyksztalcony (robust), z lekko zaokra-
glonymi i wyciagnietymi ku tylowi guzkami. Tylne rozszerzenie gardzieli oddzielone
od jelita. Pole boczne z czterema liniami. V = 68-76 [73]%. Dlugos¢ woreczka zapo-
chwowego 16-34 [24] % odleglosci od wulwy do otworu odbytowego. Ogon wydtuzony,
delikatnie zwezajacy ku koncowi, z zaokraglonym koncem, dlugosci 82-136 [99] um.
¢’ =5,1-7,5 [6,7]. Samce wystepuja. Sposob odzywiania sie nie znany.

Fot. 2. Ditylenchus adasi. Samica: pokrdj ciata (a), gtowa (b), gardziel (c), pole boczne (d), tylna czesc
ciala (e), ogon (f). Skala: Fot. 1a = 20 um; Fot. 1b-1f =10 pm. (gs — guzki sztyletu, h — hemizonid,
j —jelito, ow — otwér wydalniczy, trg — tylne rozszerzenie gardzieli, w — wulwa, wz — woreczek za-
pochwowy).
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Ditylenchus anchilisposomus (Fot. 3a-3f)***

Dhugos¢ ciata samicy 0,44-0,73 mm. Sztylet delikatny dtugosci 7-10 um. Tylne rozsze-
rzenie gardzieli obejmuje jelito lub jest od niego oddzielone. Pole boczne z szeScioma
liniami. V = 78-84%. Dhugos¢ woreczka zapochwowego nie przekracza 40% odleglosci
miedzy wulwa i odbytem. Ogon delikatnie zwezajacy ku koncowi dtugosci 32-54 um, za-
konczenie zaokraglone. ¢’ = 2,7-5,1. Samce wystepuja. Sposob odzywiania si¢ nie znany.

(a)

Fot. 3. Ditylenchus anchilisposomus. Samica: pokréj ciata (a), glowa (b), gardziel (c), pole boczne (d),
tylna czes¢ ciala (e), ogon (f). Skala: Fot. 3a = 20 um; Fot. 1b-1f =10 um. (gs — guzki sztyletu,
h — hemizonid, j — jelito, o — odbyt, ow — otwér wydalniczy, trg — tylne rozszerzenie gardzieli,
w — wulwa, wz — woreczek zapochwowy).

*** Opracowanie na podstawie Brzeski, 1998; Dobies, 2004.
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Ditylenchus clarus (Fot. 4a—4e)

Ciato samicy dtugosci 0,7-1,04 mm, po utrwaleniu w ksztalcie litery C. Sztylet dobrze
wyksztalcony, z guzkami okraglymi lekko wyciagnietymi ku bokom ciata, dlugosci
9-10 um. Tylne rozszerzenie gardzieli oddzielone od jelita. Pole boczne z szeScioma li-
niami. V = 78-83%. Woreczek zapochwowy stanowi 32-46% odleglosci pomiedzy wul-
wa i otworem odbytowym. Ogon z zaokraglonym koncem, dtugosci 58-78 um. ¢’ = 3,9-
4,8. Samce wystepuja. Gatunek rzadko znajdowany. Sposob odzywiania sie nie znany.

Fot. 4. Ditylenchus clarus. Samica: pokrdj ciala (a), gtowa (b), gardziel (c), tylna czesc¢ ciata (d), ogon (e).
Skala: Fot. 1a. =20 um; Fot. 1b-1e =10 pym. (gs — guzki sztyletu, h — hemizonid, j- jelito, o — odbyt,
ow — otwor wydalniczy, trg — tylne rozszerzenie gardzieli, w — wulwa, wz — woreczek zapochwowy).
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Ditylenchus convallariae (Fot. Sa-5f)

Cialo samicy smukte i wyprostowane, dtugosci 0,85-1,34 [1,08] mm. Sztylet dobrze
wyksztatcony ditugosci 10-13,5 [11,1] um z okraglymi guzkami. Tylne rozszerzenie
gardzieli nie zachodzi na jelito. Pole boczne z szeScioma liniami. V = 74-80 [78]%.
Woreczek zapochwowy dlugosci 25-47% odleglosci pomiedzy wulwa i otworem od-
bytowym. Ogon stozkowaty, ostro zakonczony, dtugosci 59-92 [75] um. ¢’ = 4,3-6,4
[5,4]. Samce wystepuja. Gatunek zwiazany z konwalia majowa Convalaria majalis L.

Fot. 5. Ditylenchus convallariae. Samica: pokréj ciata (a), glowa (b), gardziel (c), pole boczne (d), tyl-
na czeS$¢ ciata (e), ogon (f). Skala: Fot. la. = 20 um; Fot. 1b-1f =10 um. (gs — guzki sztyletu,
h - hemizonid, j - jelito, o — odbyt, ow — otwo6r wydalniczy, trg — tylne rozszerzenie gardzieli,
w — wulwa, wz — woreczek zapochwowy).
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Ditylenchus destructor (Fot. 6a—-6g)

Cialo samicy lekko wygiete w strone brzuszna, dilugosci 0,7-1,9 [1,08] mm. Szty-
let dlugosci 10-14 pym z zaokraglonymi guzkami. Gruczolowa czes¢ gardzieli obej-
muje jelito zwykle po stronie grzbietowej, Srednio na odlegloS¢ rowna potowie szero-
kosci ciala nicienia mierzonej na tej wysokosci ciala. Pole boczne z szeScioma liniami.
V = 73-84 [80]%. Woreczek zapochwowy diugosci 53-90% odleglosci pomiedzy wul-
wa 1 otworem odbytowym. Ogon dhugosci 62-89 um, zakonczenie ogona zaokraglone.
¢’ = 3-5. Samce wystepuja. Spikule samca cechuje charakterystyczne zgrubienie od strony
brzusznej ventral tumulus. D. destructor posiada okoto 100 gatunkow roslin zywicielskich
nalezacych do wielu rodzin botanicznych. Najwazniejsze gatunki roslin Zywicielskich to:
ziemniak (Solanum tuberosum L.), irys (Iris L.), tulipan (Tulipa L.), dalia (Dahlia L.), gladiola
(Gladiolus L.), koniczyna (Trifolium L.), marchew (Daucus carota L.), a takze liczne chwa-
sty. D. destructor ma zdolnos¢ rozwoju na grzybni.

Fot. 6. Ditylenchus destructor. Samica: pokrdj ciala (a), gtowa (b), gardziel (c), pole boczne (d), tylna
czesc¢ ciata (e), ogon (f). Samiec: spikule (g). Skala: 10 pym. (gs — guzki sztyletu, h — hemizonid,
j — jelito, o — odbyt, trg — tylne rozszerzenie gardzieli, w — wulwa, wz — woreczek zapochwowy,
vt — ventral tumulus).
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Ditylenchus dipsaci (Fot. 7a-7g)

Cialo samicy wyprostowane, dtugos¢ ciala w przedziale 1,0-1,7 mm. Sztylet dlugosci
11-13 um z guzkami od zaokraglonych po lekko wyciagniete. Tylne rozszerzenie gar-
dzieli nie zachodzi na jelito. Pole boczne z czterema liniami. V = 73-82%. Woreczek
zapochwowy osiaga dlugosc¢ 53-90 [S0]% odleglosci wulwa — otwor odbytowy. Dhugosc¢

ogona 70-110 um. Ogon stozkowaty, ostro zakonczony. ¢’ = 3-6. Samce wystepuja.
Spikule nie posiadaja ventral tumulus. W obrebie gatunku wyodrebniono rasy zywi-
cielskie powiazane z ograniczona liczba gatunkow roslin.

Fot. 7. Ditylenchus dipsaci. Samica: pokroj ciata (a), glowa (b), gardziel (c), pole boczne (d), tylna czes¢
ciata (e), ogon (f). Samiec: spikule (g). Skala: Fot. 1la.= 100 um; Fot. 1b-1e = 10 uym. (gs — guzki
sztyletu, h — hemizonid, j — jelito, o — odbyt, ow — otwo6r wydalniczy, trg — tylne rozszerzenie gar-
dzieli. w — wulwa, wz — woreczek zapochwowy).
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Ditylenchus gigas (Fot. 8a—8e)

Ciato samicy wyprostowane dlugosci 1,5-2,2 mm. Sztylet delikatny dtugosci 11,5-
13 um z guzkami wyciagnietymi ku tylowi. Gruczotowa czes¢ gardzieli wydituzona,
nieznacznie zachodzaca na jelito. Pole boczne z czterema liniami. V = 80-83%. Dtu-
gosc¢ woreczka zapochwowego obejmuje 50,5-54,5% odleglosci wulwa — otwor od-
bytowy. Ogon stozkowaty, na koncu delikatnie zaokraglony, o dlugosci 69-103 um.
c’ = 4,1-6,2 [4,6]. Samce wystepuja. Spikule nie posiadaja ventral tumulus. Rosling

zywicielska nicienia jest bob (Vicia faba L.).
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Fot. 8. Ditylenchus gigas. Samica: glowa (a), gardziel (b), pole boczne (c), tylna czes¢ ciata (d), ogon (e).
Skala: 10 um. (gs — guzki sztyletu, h — hemizonid, j — jelito, o — odbyt, ow — otw6r wydalniczy,

trg — tylne rozszerzenie gardzieli, w — wulwa, wz — woreczek zapochwowy).
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Ditylenchus longicauda (Fot. 9a-9f)

Samice dlugosci 0,74-1,42 [0,96] mm, smuktle, wyprostowane lub lekko wygiete.
Sztylet dtugosci 8-10 um, guzki sztyletu od zaokraglonych po lekko wyciagniete ku
tytowi ciata. Tylne rozszerzenie gardzieli oddzielone od jelita. Pole boczne z szeScioma
liniami. V = 75-80,5 [77]%. Woreczek zapochwowy zajmuje 24-34% odlegtosci miedzy
wulwa i otworem odbytowym. Ogon dhlugosci 88-115 um, zwezajacy sie w przedniej
czesci, a cylindryczny z zaokraglonym zakonczeniem w tylnej. ¢’ = 3,4-6,7 [5,3]. Sam-
ce wystepuja. Gatunek rzadko znajdowany. Sposéb odzywiania nie znany.

Fot. 9. Ditylenchus longicauda. Samica: pokréj ciala (a), glowa (b), gardziel (c), pole boczne (d), tylna
czesc ciala (e), ogon (f). Skala: Fot. la. = 20 um; Fot. 1b-1f =10 um. (gs — guzki sztyletu, h — he-
mizonid, j — jelito, o — odbyt, ow — otwor wydalniczy, trg — tylne rozszerzenie gardzieli, w — wulwa,
wz — woreczek zapochwowy).



16 Diagnostyka nicieni — pasozytow roslin objetych regulacjami prawnymi

2. OZNACZANIE PRZYNALEZNOSCI GATUNKOWEJ NICIENI
Z WYKORZYSTANIEM METOD BIOLOGII MOLEKULARNEJ

W literaturze znajduje sie szereg metod diagnostycznych stuzacych do identyfika-
cji waznych ekonomicznie gatunkow nalezacych do rodzaju Ditylenchus. Wiekszos¢
z nich dotyczy wykrywania D. dipsaci oraz D. destructor. Nicienie zakwalifikowane
do kompleksu gatunkéw D. dipsaci stanowia bardzo niejednorodna grupe, z ktorej
w 2011 wyréozniono kolejny wazny ekonomicznie gatunek D. gigas. Z kolei w przy-
padku D. destructor wyszczegolniono szereg haplotypow, w oparciu o ich znacznie
zroznicowane sekwencje rDNA. Ponizsze protokoly diagnostyczne zostaty opracowane
w Miedzyzakladowej Pracowni Biologii Molekularnej i umozliwiaja wykrywanie D. dip-
saci, wszystkich dotychczas scharakteryzowanych haplotypow D. destructor, a takze
D. gigas w oparciu o standardowa reakcje tancuchowa polimerazy (PCR) oraz PCR
w czasie rzeczywistym (real-time PCR). Reakcje te mozna prowadzi¢ takze jednocze-
Snie — tzw. multiplex PCR (Jeszke i in., 2015).

W opracowanych reakcjach PCR wykorzystuje sie¢ jeden starter uniwersalny (dla
wszystkich trzech gatunkow) i trzy startery gatunkowo-specyficzne (Tabela 1).

Tabela 1. Zestawienie stosowanych par starterow i spodziewanej dtugosci produktow reakcji PCR oraz
temperatury topnienia produktu reakcji real-time PCR dla poszczeg6lnych gatunkéw nicieni
z rodzaju Ditylenchus

Nazwa . Region Wielkosé Temp.
Gatunek startera Sekwencja przylaczenia | produktu PCR | topnienia
DITuniF CTGTAGGTGAACCTGC 18S rDNA
D. dipsaci 148 86°C
DITdipR | GACATCACCAGTGAGCATCG ITS1 rDNA
DITuniF CTGTAGGTGAACCTGC 18S rDNA
D. gigas 270 88°C
DITgigR GACCACCTGTCGATTC ITS1 rDNA
DITuniF CTGTAGGTGAACCTGC 18S rDNA Hap. A- 152
Hap. B-315
Hap. C - 339
D. destructor Hap. D - 339 90°C
DITdesR | GTTTTTCGCCCACAAATTAGC | ITS1 rDNA Hap. E — 209
Hap. F - 292
Hap. G -315

2.1. Izolacja DNA

Aby mozliwe bylo przeprowadzenie reakcji PCR, konieczne jest wyizolowanie z nicie-
ni calkowitego genomowego DNA. Etap ten mozna przeprowadzi¢ z wykorzystaniem
komercyjnie dostepnych zestawow odczynnikow (np. NucleoSpin® Tissue, Macherey-
-Nagel). Mlodocianego lub dorostego osobnika nalezy dokladnie rozgnies¢ w buforze
lizujacym, dodac proteinaze K i inkubowac przez 16-20 godzin w temperaturze 56°C.
Nastepnie dodaje sie kolejne bufory, stwarzajac odpowiednie warunki do zwigzania
DNA ze ztozem znajdujacym sie na kolumnach zataczonych przez producenta. Catos¢
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mieszaniny nakltada sie na kolumne i wiruje. Kolejnym etapem jest przeptukanie oraz
doktadne wysuszenie filtra kolumny, po czym przeprowadza si¢ z niego elucje DNA za
pomoca wody lub buforu dolaczonego do zestawu.

UWAGA:
— Jakosc¢ wyizolowanego DNA nalezy sprawdzi¢ spektrofotometrycznie (np. spektro-

fotometr NanoDrop, Thermo Scientific). Jego stezenie mozna oceni¢ mierzac absor-
bancje przy dlugosci fali A = 260 nm, natomiast czystoS¢ preparatu ocenia si¢ na
podstawie stosunku wspotczynnikow A, /A, (WartoS¢ pomiedzy 1,7-1,9 Swiad-
czy o jego czystosci).

— Wyizolowany DNA nalezy przechowywac¢ w temperaturze —20°C.

2.2. Reakcje PCR umozliwiajace rozroznienie gatunkow D. dipsaci,
D. gigas i D. destructor

Reakcje PCR dla wszystkich trzech gatunkow przeprowadza sie¢ w taki sam sposob
i w tych samych warunkach termicznych, roznig sie jedynie parg zastosowanych
starterow. W tabeli powyzej zestawiono startery, ktore nalezy zastosowac do identyfi-
kacji danego gatunku wraz ze spodziewana dlugoscia produktu PCR (Tabela 1).

Reakcje PCR przeprowadza sie przy uzyciu komercyjnie dostepnej polimerazy Taq,
sprzedawanej czesto w gotowej juz mieszaninie zawierajacej takze odpowiedni bufor
i mieszanine dNTP (np. DreamTaq Master Mix, Thermo Scientific Fermentas) lub
w zestawie z buforem (np. Allegro, Novazym).

A. Identyfikacja gatunku Ditylenchus dipsaci

Reakcje prowadzi si¢ w 10 pl mieszaniny zawierajacej:

— 0,2 U polimerazy Taq,

1x stezony bufor dotaczony zwykle do polimerazy o sktadzie: 10 mM Tris-HCI1 pH

8,8, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KClI, 0,1% Triton X-100,

200 pM dNTP,

— 1 pM kazdego ze starteréow: DITuniF (5-CTGTAGGTGAACCTGC-3’) i DITdipR
(5’ — GACATCACCAGTGAGCATCG - 3)),

— 5 ng analizowanego genomowego DNA,

— wode.

Spodziewana wielkos¢ produktu tej reakcji wynosi ok. 148 pz. Ponizej przestawio-
no przykladowy wynik reakcji pozytywnej dla tego gatunku (Rys. 1).
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200 pz
100 pz

Rys. 1. Przykladowy wynik rozdzialu w zelu agarozowym produktéw reakcji PCR specyficznej dla
D. dipsaci; 1 — marker masy czasteczkowej (Nova 100 bp, Novazym), 2 — D. dipsaci, 3 — D. gigas,
4 — D. destructor, 5 — kontrola odczynnikowa.

B. Identyfikacja gatunku Ditylenchus gigas
Reakcje prowadzi si¢ w 10 pl mieszaniny zawierajace;j:
— 0,2 U polimerazy Taq,

1x stezony bufor dotaczony zwykle do polimerazy o sktadzie: 10 mM Tris-HCI1 pH
8,8, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KClI, 0,1% Triton X-100,

200 pM dNTP,

1 pM kazdego ze starteréw: DITuniF 5’ — CTGTAGGTGAACCTGC - 3’) i DITgigR
(5’ - GACCACCTGTCGATTC - 37,

— 5 ng analizowanego genomowego DNA,

— wode.

Spodziewana wielko§¢ produktu tej reakcji wynosi ok. 270 pz. Ponizej przestawio-
no przykladowy wynik reakcji pozytywnej dla tego gatunku (Rys. 2).

300 pz
200 pz

Rys. 2. Przykladowy wynik rozdzialu w zelu agarozowym produktéow reakcji PCR specyficznej dla
D. gigas; 1 — marker masy czasteczkowej (Nova 100 bp, Novazym), 2 — D. dipsaci, 3 — D. gigas,
4 — D. destructor, 5 — kontrola odczynnikowa.

C. Identyfikacja gatunku Ditylenchus destructor

Reakcje prowadzi si¢ w 10 pl mieszaniny zawierajace;j:

- 0,2 U polimerazy Taq,

- 1x stezony bufor dotaczony zwykle do polimerazy o sktadzie: 10 mM Tris-HCIl pH
8,8, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KClI, 0,1% Triton X-100,
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200 pM dNTP,

1 pM kazdego ze starterow: DITuniF (5’ — CTGTAGGTGAACCTGC - 3’) i DITdesR
(5= GTTTTTCGCCCACAAATTAGC -39,

5 ng analizowanego genomowego DNA,

wode.

Spodziewana wielkos¢ produktu zalezy od zidentyfikowanego haplotypu i wynosi
pomiedzy ok. 152 a ok. 339 pz (Tabela 1). Ponizej przestawiono przyktadowy wynik
reakcji pozytywnej dla haplotypu C D. destructor, najczesciej znajdowanego na terenie
Polski (Rys. 3).

Rys. 3. Przykladowy wynik rozdzialu w zelu agarozowym produktéw reakcji PCR specyficznej dla D. de-
structor; 1 — marker masy czasteczkowej (Nova 100 bp, Novazym), 2 — D. dipsaci, 3 — D. gigas,
4 — D. destructor, 5 — kontrola odczynnikowa.

Profil termiczny powyzszych reakcji jest nastepujacy:

— wstepna denaturacja w 95°C przez S min.

— 35 cykli amplifikacji skladajacych sie z:
* denaturacji w 95°C przez 30 s,
* przylaczenia starteréw (annealingu) w 63,5°C przez 30 s,
* wydluzania produktu (elongacji) w 72°C przez 30 s,

— wydluzanie koncowe w 72°C przez 5 min.

Produkty reakcji nalezy rozdzieli¢ elektroforetycznie w 1,5% zelu agarozowym z do-
datkiem barwnika wiazacego sie z DNA (np. Midori Green, Nippon), nastepnie zel
analizuje sie w sSwietle UV. W przypadku wynikow pozytywnych na zelu powinien by¢
widoczny pojedynczy produkt reakcji o spodziewanej wielkosci.

UWAGA:

— Podczas nastawiania reakcji PCR i real-time PCR nalezy zachowac ostroznosc¢ i pra-
cowac w sterylnych warunkach (najlepiej pod komora z laminarnym przeplywem
powietrza), aby uniknacC zanieczyszczenia mieszaniny reakcyjnej niepozadanym
DNA genomowym (z innych reakcji).

— Przeprowadzajac kazda z reakcji PCR i real-time PCR nalezy oprocz proby badanej
uwzglednic takze kontrole odczynnikowa (mieszanine reakcyjna zawierajaca wode



20 Diagnostyka nicieni — pasozytéw roslin objetych regulacjami prawnymi

zamiast DNA), kontrole negatywna (zawierajaca DNA gatunku innego niz badany)
oraz kontrole pozytywna (zawierajaca DNA gatunku badanego).

— Rozdzielajac proby w zelu agarozowym nalezy zawsze rozdzieli¢ takze marker masy
czasteczkowej obejmujacy swoim zakresem spodziewanag wielkos¢ produktu PCR.

2.3. Reakcje real-time PCR umozliwiajace rozroznienie gatunkow
D. dipsaci, D. gigas i D. destructor

Reakcje real-time PCR przeprowadza si¢ w sposob analogiczny do reakcji PCR i z wy-
korzystaniem tych samych par starterow, z ta réznica, ze przebieg reakcji moze byc¢
monitorowany w czasie rzeczywistym, bez koniecznosci rozdzielania produktu w zelu
agarozowym. Do przeprowadzenia reakcji stosuje si¢ odpowiednie zestawy odczynni-
kow zawierajace w swoim sktadzie oprocz polimerazy Taq, buforu i dNTP, takze odpo-
wiedni barwnik fluorescencyjny (np. iTaq Universal SYBR Green Supermix, BioRad)
lub do polimerazy Taq (np. Allegro, Novazym) dodaje sie interkalujacy barwnik fluore-
scencyjny (np. EvaGreen, Biotium). Reakcje prowadzi sie w objetosci 10 pl, na ktora
sklada sie mieszanina odczynnikow w ilosci podanej przez producenta, 1 ptM kazdego
ze starterow, ok. 5 ng analizowanego genomowego DNA oraz woda.

A. Identyfikacja gatunku Ditylenchus dipsaci

Reakcje prowadzi sie w 10 pl mieszaniny zawierajace;j:
— 0,2 U polimerazy Taq,

1x stezony bufor dolaczony zwykle do polimerazy o skladzie: 10 mM Tris-HCI1 pH
8,8, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCl, 0,1% Triton X-100,

200 pM DTP,

1x stezony barwnik EvaGreen,

1 pM kazdego ze starterow: DITuniF (5’ - CTGTAGGTGAACCTGC - 3’) i DITdipR (5’
— GACATCACCAGTGAGCATCG - 3)),

S ng analizowanego genomowego DNA,

wode.

Temperatura topnienia produktu reakcji real-time PCR wynosi 86°C (Tabela 1).
Ponizej przestawiono przykladowy wynik reakcji pozytywnej dla tego gatunku (Rys. 4).
B. Identyfikacja gatunku Ditylenchus gigas

Reakcje prowadzi sie w 10 pl mieszaniny zawierajace;j:
— 0,2 U polimerazy Taq,

1x stezony bufor dolaczony zwykle do polimerazy o skladzie: 10 mM Tris-HCI] pH
8,8, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCl, 0,1% Triton X-100,

— 200 pM dNTP,

1x stezony barwnik EvaGreen,

1 pM kazdego ze starteréw: DITuniF (5’ - CTGTAGGTGAACCTGC - 3’) i DITgigR
(5’ - GACCACCTGTCGATTC - 3)),

— 5 ng analizowanego genomowego DNA,

— wode.
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Temperatura topnienia produktu reakcji real-time PCR wynosi 88°C (Tabela 1).
Ponizej przestawiono przykladowy wynik reakcji pozytywnej dla tego gatunku (Rys. 5).
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Rys. 4. Przykladowy wynik reakcji real-time PCR specyficznej dla D. dipsaci: A. krzywa amplifikacji;
B. krzywa dysocjacji



22 Diagnostyka nicieni — pasozytéw roslin objetych regulacjami prawnymi

A

1,3

1,2

1,1

1,0

0,9 /
D. gigas /

0,8 /

0,7 7,

0,6 /

0,5

0,4 /

0.3 / D. dipsaci

0,2 D. destructor

/ kontrolg odczynnikowa

Norm. Fluoro.

0,1

0,0 %——$ ?‘W

5 10 15 20 25 30 35 40
Cykle

30
/\ D. gigas
) / V /
20 / \
15
D. dipsaci

10 D. destructor

kontrola|odczynnikowa \

B\

75 80 85 90 95
°C

dF/dT

Rys. 5. Przykladowy wynik reakcji real-time PCR specyficznej dla D. gigas: A. krzywa amplifikacji;
B. krzywa dysocjacji

C. Identyfikacja gatunku Ditylenchus destructor

Reakcje prowadzi sie w 10 pl mieszaniny zawierajacej:

— 0,2 U polimerazy Taq,

1x stezony bufor dolaczony zwykle do polimerazy o sktadzie: 10 mM Tris-HCIl pH
8,8, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KClI, 0,1% Triton X-100,

200 pM dNTP,

1x stezony barwnik EvaGreen,
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— 1 pM kazdego ze starterow: DITuniF (5’ - CTGTAGGTGAACCTGC - 3’) i DITdesR
(5’ = GTTTTTCGCCCACAAATTAGC - 3)),

— 5 ng analizowanego genomowego DNA,

— wode.

Temperatura topnienia produktu reakcji real-time PCR dla haplotypu C, najcze-
Sciej wystepujacego na terenie Polski, wynosi 90°C. Ponizej przestawiono przyktado-
wy wynik reakcji pozytywnej dla tego haplotypu (Rys. 6).
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Rys. 6. Przykladowy wynik reakcji real-time PCR specyficznej dla D. destructor: A. krzywa amplifikacji;
B. krzywa dysocjacji
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Profil termiczny powyzszych reakcji jest nastepujacy:

— wstepna denaturacja w 95°C przez 5 min.

— 35 cykli amplifikacji skladajacych sie z:
* denaturacji w 95°C przez 30 s,
* przylaczenia starterow (annealingu) w 63,5°C przez 30 s,
* wydtuzania produktu (elongacji) w 72°C przez 30 s.

Wyniki reakcji real-time PCR analizuje sie przy pomocy odpowiedniego oprogramo-
wania dostarczanego z aparatura do real-time. Analizie podlega krzywa amplifikacji
oraz krzywa dysocjacji (Rys. 4-6). W przypadku, gdy wynik jest pozytywny, tempe-
ratura topnienia produktu, odczytana z krzywej dysocjacji, powinna by¢ specyficzna
dla danego gatunku (Tabela 1.). Krzywa dysocjacji o innej temperaturze topnienia
(najczesciej nizszej niz oczekiwana, poniewaz topnieniu ulegaja przewaznie struktury
drugorzedowe tworzone przez startery) wskazuje na wynik niespecyficzny lub nega-
tywny.

UWAGA:

Najbardziej wiarygodnym potwierdzeniem przynaleznosci gatunkowej badanych nicie-
ni jest analiza sekwencyjna produktow PCR uzyskanych w ww. reakcjach, ktéra mozna
przeprowadzi¢ w jednym z serwisow oferujacych tego typu ustugi (np. Genomed S.A.).
Wynika to z mozliwosci zaistnienia takiego zroznicowania w obrebie amplifikowanego
regionu rDNA, ze skutkowaloby to zajsciem reakcji krzyzowych ze spokrewnionymi ga-
tunkami. Wyniki sekwencjonowania nalezy porownac z danymi zdeponowanymi w ba-
zie danych GenBank NCBI (National Center for Biotechnology Information).
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