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1ZVLECEK

Za ustrezno in ucinkovito zatiranje Skodljivcev je kljuénega pomena pravilna in hitra
identifikacija vrste Skodljivca. Poleg morfoloskih analiz rastlinsko-parazitskih ogorcic so za
identifikacijo izrednega pomena novejSe molekularne metode. V sestavku predstavljamo
molekularne metode za identifikacijo rastlinsko-parazitskih ogorcic, ki jih trenutno
opravljamo na Kmetijskem inStitutu Slovenije. Predstavljamo metode kot so PCR, PCR v
realnem ¢asu, PCR-RFLP, dolocanje nukleotidnega zaporedja rDNA ter analize proteinov za
ogorcice rodov Bursaphelenchus, Globodera in Meloidogyne.

Klju¢ne besede: molekularna diagnostika, nukleotidno zaporedje rDNA, PCR v realnem
Casu, rastlinsko-parazitske ogorcice, RFLP.

ABSTRACT
MOLECULAR DIAGNOSTICS OF PLANT-PARASITIC NEMATODES IN SLOVENIA

Correct and quick identification of the species is of the utmost importance for suitable and
effective control of the pests. The new molecular methods are gaining importance in the
identification of plant-parasitic nematodes in addition to morphometrical analyses of the
nematodes. We present the molecular diagnostic methods for identification of plant-parasitic
nematodes at the Agricultural Institute of Slovenia used today. Methods such as PCR, real-
time PCR, PCR-RFLP, rDNA sequencing and protein analysis for Bursaphelenchus,
Globodera and Meloidogyne genera are discussed.

Key words: rDNA sequence, molecular diagnostics, plant-parasitic nematodes, real-time
PCR, RFLP.

1 UVOD

Natancna identifikacija je osnova za diagnostiko, ukrepanje in preprecitev Skode, ki jo
povzrocajo rastlinsko-parazitske ogorcice. Posamezne ogorcice so pogosto identificirane oz.
razloCevane na osnovi morfoloSkih znacilnosti, vrsti gostitelja in patoloskih ucinkih na
gostitelja. Vendar pa ti kriteriji pogosto niso zadostni za nedvoumno identifikacijo.
Molekularne tehnike na osnovi nukleinskih kislin in proteinov zagotavljajo orodje za
premagovanje teh pomanjkljivosti. Se posebno uvedba metode verizna reakcija s polimerazo
ali PCR, ki jo je Kary Mullis razvil leta 1984, je povzrocila pravo revolucijo na podrocju
taksonomije in genetike rastlinsko-parazitskih ogorcic. V glavnem zato, ker njena obcutljivost
omogoc¢a pomnozevanje genov oz. delov genov iz minimalne koli¢ine genomske DNA. To je
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Se posebej pomembno, saj je pogosto nemogoce pridobiti ali izolirati zadostno koli¢ino
materiala iz nekaterih rastlinsko-parazitske ogor¢ic za navadne biokemijske analize (Gasser,
2001).

V sestavku predstavljamo molekularne metode za identifikacijo rastlinsko-parazitskih
ogorcic, ki jih trenutno opravljamo na Kmetijskem institutu Slovenije.

2 VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO ALI PCR IN GELSKA
ELEKTROFOREZA

Metoda PCR ali verizna reakcija s polimerazo omogoca selektivno encimsko pomnozevanje
dela genoma in vitro. Matrico, dvo-verizno genomsko DNA s segrevanjem denaturiramo o0z.
razpremo dvojno verigo. Naknadno zmanjSanje temperature omogoci paru zacetnih
oligonukleotidov hibridizacijo o0z. vezavo na komplementarno zaporedje matrice.
Termostabilen encim DNA polimeraza nato omogoca sintezo DNA od mesta naleganja
zacetnih oligonukleotidov vzdolz matrice tako, da nastane dvo-verizna molekula DNA.
Sintezo na tak nacin ponavljamo navadno 35-krat v avtomatskem ciklicnem termostatu. V
vsakem ciklu se izbrani del matricne molekule DNA podvoji, tako da imamo na koncu
reakcije ve¢ milijonov kopij originalne matrice na voljo za nadaljnje analize.

Del genoma, ki ga zelimo pomnoziti z metodo PCR, izberemo glede na namen eksperimenta.
Za identifikacijo vrste in tudi drugih taksonomskih nivojev se je kot zelo ustrezen molekularni
oznacevalec izkazal predel genoma, imenovan ribosomalna DNA ali rDNA. rDNA nosi zapis
za ribosomalno RNA in vmesna nekodirajoca zaporedja, v genomu pa jo najdemo v velikem
Stevilu zaporednih ponovitev (slika 1). Znacilnost rDNA je velika evolucijska stabilnost in
vrstna specificnost. Posamezni predeli so specifiéni za nivo vrste, spet drugi za visje
taksonomske skupine. To omogoca uporabo vrstno-specifi¢nih ali univerzalnih zacetnih
oligonukleotidov za pomnoZevanje odseka rDNA pri razlicnih vrstah znotraj skupine
rastlinsko-parazitskih ogor¢ic.

NTS | ponovitev rDNA | NTS | ponovitev rDNA | NTS

18S ITS ITS 28S

ETS 5,8S

Slika 1: Shematski prikaz rDNA evkarionstskih organizmov. Tandemsko se ponavlja predel, ki nosi zapis za
188, 5,8S in 28S rRNA ter vmesna nekodirajoca zaporedja oznacena z ITS (notranji prepisani vmesnik), ETS
(zunanji prepisani vmesnik) in NTS (ne-prepisani vimesnik).

Figure 1: Schematics of rDNA of eukariotic organisms. Tandem repeats of the region comprised of 18S, 5.8S
and 28S rRNA genes and intermediate noncoding regions marked as ITS (internal transcribed spacer), ETS
(external transcribed spacer) and NTS (non transcribed spacer).

Rumene in bele cistotvorne krompirjeve ogorcice Globodera rostochiensis in G. pallida lahko
lo¢imo na principu dupleks PCR reakcije, kjer pomnozimo predel rDNA, ki zajema del 18S in
del ITS1 regije. Uporabimo en univerzalni zaetni oligonukleotid, ki prepozna obe vrsti, ter
dva specificna, za vsako vrsto enega (Bulman in Marshal, 1997). Pomnozeni predel rDNA
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molekule je razlicno dolg za izbrani vrsti in omogoca enostavno in nedvoumno identifikacijo
vrste (slika 2). Metoda je ustrezna tudi za identifikacijo mesSanih vzorcev cist obeh vrst.

M1 234M

Slika 2: Fotografija agaroznega gela s produkti dupleks PCR reakcije za identifikacijo vrst G. rostochiensis in G.
pallida. DNA lestvica 100 bp Plus (Fermentas) (oznaka M), kolona 1: proga velikosti 434 bp znacilna za G.
rostochiensis, kolona 2: proga velikosti 265 bp znacilna za G. pallida, kolona 3: prisotnost G. rostochiensis in G.
pallida, kolona 4: negativna kontrola, namesto matricne DNA je v reakcijo dodana voda.

Figure 2: A photography of agarose gel with products of dupleks PCR reaction for identification of G.
rostochiensis and G. pallida. DNA ladder 100 bp Plus (Fermentas) (marked M), column 1: bend of 434 bp
typical of G. rostochiensis, column 2: bend of 265 bp typical of G. pallida, column 3: presence of G.
rostochiensis and G. pallida, column 4: negative control, water insted of matrics DNA is put into reaction.

Velikost DNA produkta, ki je nastal v PCR reakciji, lahko ocenimo z gelsko elektroforezo.
Gelska elektroforeza je tehnika za loCevanje nukleinskih kislin ali proteinskih molekul s
pomocjo elektricnega toka v gelu. Molekule potujejo v elektriénem polju glede na svoj naboj
in velikost proti ustrezno nabiti elektrodi. Negativno nabita molekula DNA potuje skozi
mrezo agaroznega gela proti anodi, hitrost potovanja pa je poleg naboja odvisna Se od
velikosti molekule: manjSe molekule potujejo hitreje, ve¢je molekule pa pocasneje. Podobno
pozitivne molekule potujejo proti katodi. Proucevane molekule obarvamo s pomocjo razli¢nih
barvil kot so etidijev bromid ali SYBR® Safe za nukleinske kisline ter srebro ali comassie
modro za proteine. V naSem primeru DNA molekule, ki smo jih namnozili v reakciji PCR,
obarvamo z etidijevim bromidom. Ta ima lastnost, da pri UV svetlobi fluorescira, zato
agarozni gel fotografiramo pod UV svetlobo.

3 PCR Z DETEKCIJO V REALNEM CASU

Metoda PCR z detekcijo v realnem casu temelji na metodi PCR. Uporablja se za
pomnozevanje matricne DNA molekule, kjer je poleg detekcije mozna tudi hkratna
kvantifikacija produkta. Klju¢na razlika od klasi¢ne PCR metode je ta, da pri PCR z detekcijo
v realnem ¢asu pomnozeno DNA kvantificiramo v realnem casu po vsakem ciklu encimskega
pomnoZzevanja.

Na ta nacin se izognemo detekciji produkta na koncu pomnozevanja s pomocjo gelske
elektroforeze, kar pomeni, da je identifikacija z metodo PCR in detekcijo v realnem casu
hitrejSa. HitrejSa identifikacija pa lahko predstavlja v diagnostiénem laboratoriju veliko
prednost. Na osnovi identifikacije Skodljivcev odlocamo o korektivnih ukrepih, katerih
uspesnost je lahko neposredno odvisna od hitrosti ukrepanja. Poleg tega lahko dolgotrajna
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identifikacija pomeni tudi veliko ekonomsko breme, ¢e npr. dolo¢enega materiala ne moremo
uvoziti zaradi suma na zastopanost karantenskih Skodljivcev.

Obstajata dva osnovna principa metode PCR z detekcijo v realnem casu glede na uporabljeno
kemijo v reakciji. Prva moZnost je uporaba fluorescentnega barvila (npr. SYBR green), ki se
interkalarno veze z dvojno vijacnico DNA molekule. Druga mozZnost je uporaba modificirane
oligonukleotidne sonde (npr. TagMan), ki fluorescira, ko je hibridizirana s komplementarno
verigo DNA.

Zgoraj opisano identifikacijo cistotvornih krompirjevih ogorcic vrst G. rostochiensis in G.
pallida, kjer pomnozimo razli¢no dolzino predela rDNA za izbrani vrsti, lahko testiramo tudi
po metodi PCR z detekcijo v realnem casu in uporabo fluorescentnega barvila SYBR green
(Baci¢ et al., 2008). DNA pomnozujemo v cikliénem termostatu z detekcijo v realnem casu
(Applied Biosystems 7500 Real Time PCR System). Ta ima vgrajen detektor fluorescence in
je povezana z racunalnikom. Rezultate merjenja fluorescence po vsakem ciklu pomnozevanja
obdela poseben racunalniS$ki program (Sequence Detection Software v.1.3, Applied
Biosystems). Uspesnost pomnozevanja DNA od¢itamo iz vrednosti praznega cikla oz.
vrednosti C; (treshold cycle). Vrstno specifi¢nost pomnozene molekule DNA dolo¢imo glede
na temperaturo disociacije produkta, to pomeni temperaturo, pri kateri se dvojna vijacnica
DNA razpre. Razlicno dolge molekule DNA oz. molekule DNA z razlicnim zaporedjem
nukleotidov disocirajo pri razli¢ni temperaturi (slika 3).
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Slika 3: Vrh disociacijske krivulje 87.0 + 0.5°C pomeni prisotnost vrste G. rostochiensis, 83.3 £ 0.5°C pa
prisotnost vrste G. pallida.

Figure 3: Peaks of disociation curve 87.0 + 0.5°C and 83.3 + 0.5°C indicate presence of G. rostochiensis and G.
pallida, respectively.

Metoda PCR z detekcijo v realnem Casu po drugem principu, to je z uporabo specificne sonde
oznacene s fluorescentnim barvilom, velja za najbolj specifi¢no, vendar tudi najdrazjo
metodo. Tako lahko vrsti G. rostochiensis in G. pallida identificiramo tudi s pomoc¢jo metode,
ki temelji na TagMan kemiji. V tem primeru predel rDNA pomnozujemo s pomocjo para
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vrstno specificnih zacetnih oligonukleotidov ter vrstno specificnih sond, ki so jih razvili na
institutu SCRI (Blok et al., neobjavljeno). Za razliko od prejSnjega nacina, kjer fluorescirajo
vse molekule dvojne vijatnice DNA v vzorcu, tudi pari zacetnih oligonukleotidov in
nespecifi¢ni produkti, v tem primeru fluorescirajo samo specificne molekule dvojne vijacnice
DNA, ki jih v reakciji pomnozujemo. Uspesnost pomnozevanja DNA odc¢itamo iz vrednosti
praznega cikla.

Po istem principu, z uporabo specificnih zacetnih oligonukleotidov in TagMan sonde (Cao et
al., 2005) hitro dolo¢imo tudi zastopanost nevarne borove ogorcice Bursaphelenchus
xylophylus v vzorcu.

Metoda PCR z detekcijo v realnem casu je izredno obcutljiva metoda, kar pomeni, da lahko
pomnozimo DNA tudi iz izredno majhnega zaCetnega vzorca matricne DNA (slika 4). Po
nasih izkusnjah je 0,5 pg ali celo manj genomske DNA Ze dovolj za uspeSno pomnozZevanje.
Za primerjavo naj navedemo, da po klasi¢nem nacinu izolacije genomske DNA iz posamezne
ciste krompirjeve ogorcice pridobimo nekaj pg genomske DNA. TakSna izredna obcutljivost
metode nam omogoca, da namesto klasi¢éne metode izolacije DNA pripravimo kar enostaven
homogenizat ogorcic v destilirani vodi in tak grobi ekstrakt DNA uporabimo kot matri¢no
DNA v PCR reakciji z detekcijo v realnem casu. Tako pridemo do primerljivih rezultatov
identifikacije Se hitreje, saj ne potrebujemo enega dneva za izolacijo genomske DNA, pac pa
homogenizat pripravimo v nekaj minutah.
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Slika 4: Grafi¢ni prikaz narascanja fluorescence med reakcijo PCR z detekcijo v realnem ¢asu pri vzorcih z
razred¢eno genomsko DNA, ki ga uporabljamo pri dolo¢anju ob¢utljivosti metode.

Figure 4: The schematics of the increase of fluorescence during the real-time PCR reaction in the samples with
serial dilution of genomic DNA used for determination of method's sensitivity.

4 POLIMORFIZEM DOLZIN RESTRIKCIJSKIH FRAGMENTOV ALI PCR-
RFLP

Metoda polimorfizma dolzin restrikcijskih fragmentov je nacin analize variabilnosti v
nukleotidnem zaporedju DNA molekule. Taréno molekulo DNA, ki jo predhodno pomnozimo
s PCR reakcijo, razrezemo v manjSe molekule z restrikcijskimi encimi, njihove velikosti pa



202 Barbara GERIC STARE et al.

dolo¢imo z gelsko elektroforezo. Restrikcijski encimi prepoznajo specificna kratka zaporedja
v DNA molekuli in jo na tem mestu prereZejo (restrikcija). Ce imajo DNA molekule iz
razli¢nih vzorcev variabilnost na mestu, ki ga prepozna restrikcijski encim, bomo to zaznali
kot razli¢en vzorec prog na agaroznem gelu.

V sklopu molekularnega dela smo na Kmetijskem institutu razvili PCR-RFLP metodo, s
katero lo¢imo med S$tirimi vrstami ogor€ic iz rodu Globodera. Lo¢imo vrsti krompirjevih
ogorCic G. rostochiensis in G. pallida, z ekonomskega vidika neSkodljivo vrsto rmanove
ogordice G. achilleae ter tobakovo ogoréico G. tabacum (Sirca et al., 2002; Sirca in Urek,
2004 b; avtorji, neobjavljeno). V PCR reakciji pomnozimo predel rDNA z univerzalnimi
zacetnimi oligonukleotidi. Na podlagi specificnega vzorca po restrikciji s petimi
restrikcijskimi encimi lo¢imo med omenjenimi vrstami ogorcic (slika 5). Rmanova ogorcica
G. achilleae je razmeroma pogosto zastopana na pridelovalnih povrSinah Sirom po Sloveniji
in to novo molekularno orodje pripomore k lo¢evanju med vrstami, ki so paraziti krompirja,
in neSkodljivo vrsto.

A B C D
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—

Slika 5: Fotografija agaroznega gela s PCR-RFLP vzorci ITS regije za vrste G. rostochiensis (A), G. pallida (B),
G. tabacum (C) in G. achilleae (D). DNA lestvica 100 bp Plus (Fermentas) (oznaka M), uporabljeni restrikcijski
encimi 1. Alul, 2. Rsal, 3. Mspl, 4. Hinfl, 5. Mbol.

Figure 5: A photography of an agarose gel with PCR-RFLP patterns of G. rostochiensis (A), G. pallida (B), G.
tabacum (C) and G. achilleae (D). DNA ladder 100 bp Plus (Fermentas) (marked M), restriction enzymes used
1. Alul, 2. Rsal, 3. Mspl, 4. Hinfl, 5. Mbol.
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Slika 6: PCR-RFLP vzorci za vrsti B. mucronatus evropski genotip (levo) ter B. hofimanii (desno). DNA lestvica
100 bp Plus (Fermentas) (oznaka M), uporabljeni restrikcijski encimi 1. Rsal, 2. Haelll, 3. Mspl, 4. Hinfl, 5.
Alul.

Figure 6: PCR-RFLP patterns of B. mucronatus european genotype (left) and B. hofmanii (right). DNA ladder
100 bp Plus (Fermentas) (marked M), restriction enzymes used 1. Rsal, 2. Haelll, 3. Mspl, 4. Hinfl, 5. Alul.
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Po podobnem principu, s PCR-RFLP metodo, kjer namnozen predel rDNA molekule
razrezemo s petimi restrikcijskimi encimi, lahko doloCimo 26 najpogostejSih vrst rodu
Bursaphelenchus (Burgermeister et al., 2005). Po tej metodi smo v Sloveniji dolocili
prisotnost vrst B. hofmanii ter B. mucronatus (Urek et al., 2006) (slika 6).

Vrsto ogorcice koreninskih Sisk Meloidogyne ethiopica, ki smo jo v Sloveniji nasli prvi¢ v
Evropi, smo proucili z PCR-RFLP metodo rDNA regije in trinajstimi restrikcijskimi encimi
(slika 7) (Urek et al., 2006).
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Slika 7: PCR-RFLP vzorec za vrsto M. ethiopica. DNA lestvica 100 bp Plus (Fermentas) (oznaka M),
uporabljeni restrikcijski encimi 1. Accl, 2. Alul, 3. Dral, 4. Ddel, 5. EcoR1, 6. Haelll, 7. Hindlll, 8. Hinfl, 9.
Mbol, 10. Mspl, 11. Munl, 12. Pstl, 13. Rsal.

Figure 7: PCR-RFLP pattern for M. ethiopica. DNA ladder 100 bp Plus (Fermentas) (marked M), restriction
enzymes used 1. Accl, 2. Alul, 3. Dral, 4. Ddel, 5. EcoRl, 6. Haelll, 7. Hindlll, 8. Hinfl, 9. Mbol, 10. Mspl, 11.
Munl, 12. Pstl, 13. Rsal.

5 DOLOCANJE NUKLEOTIDNEGA ZAPOREDJA DNA

Kljub veliki lo¢ljivosti zgoraj opisanih metod najbolj popolno informacijo o zgradbi DNA
molekule dobimo z metodo dolo¢anja nukleotidnega zaporedja DNA. S to metodo dolo¢imo
primarno strukturo molekule DNA, ki jo prikazemo kot linearen simboli¢en opis strukture.
Zaporedje osnovnih gradnikov molekule DNA, nukleotidov, prikazemo s simboli A, C, G in
T (adenin, citozin, gvanin in timin).

Navadno uporabljamo metodo, ki jo je razvil Frederick Sanger (metoda po Sangerju), kjer
zaporedje dolo¢imo s pomocjo prekinitve sinteze DNA. Vzdolz molekule DNA, ki ji Zelimo
dolociti zaporedje, sintetiziramo nove molekule DNA s pomoc¢jo zacetnega oligonukleotida,
encima DNA polimeraza in $tirimi osnovnimi gradniki DNA molekule — nukleotidi A, C, G in
T, skupaj z majhno koncentracijo nekoliko spremenjenih nukleotidov (navadno di-
deoksinukleotidov). Ko se v rastoco verigo vgradi spremenjen nukleotid, se sinteza molekule
ustavi. Zmes molekul, ki nastanejo v reakciji nato po velikosti lo¢imo z elektroforezo na
poliakrilamidnem gelu ali v stekleni kapilari z viskoznim matriksom. Modificirani nukleotidi,
ki ustavijo sintezo DNA verige, so dodatno oznaceni z barvilom. To nam razkrije, kateri je bil
zadnji nukleotid, ki se je vgradil v molekuli doloCene velikosti ter omogoci dolocitev
zaporedja nukleotidov DNA molekule (slika 8).
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TTCGCCCTATAGT GAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTAC

Slika 8: Grafi¢ni prikaz dolocanja strukture DNA molekule imenovan kromatogram prikaze pozicijo nukleotidov
v DNA molekuli (A, C, G, T).

Figure 8: The schematics of DNA sequencing named cromatogram shows position of nucleotides in DNA
molecule (A, C, G, T).

Podobno kot z metodami PCR, PCR z detekcijo v realnem casu ali PCR-RFLP dolo¢imo
zastopanost vrste na podlagi specificne DNA molekule. Dolo¢anje nukleotidnega zaporedja
rDNA omogoca izredno natanc¢no in zanesljivo identifikacijo vrste tudi pri vzorcih, kjer druge
metode ne dajo jasnega odgovora. DoloCeno zaporedje proucevanega vzorca z orodjem
BLAST primerjamo z zaporedjem iste in sorodnih vrst 0z. z vsemi dolo¢enimi zaporedji DNA
molekul, ki so shranjena v javno dostopnih bazah (npr. GenBank). Velika podobnost ali
identi¢nost naSega novo dolofenega zaporedja z referencnimi zaporedji v bazi pomeni
pripadnost doloCeni vrsti. Na tak nacin smo dolocili slede¢e vrste rastlinsko-parazitskih
ogorcic (preglednica 1). DoloCanje nukleotidnega zaporedja rDNA se uporablja tudi za
proucevanje sorodstvenih odnosov med vrstami, ki jih graficno ponazorimo s filogenetskimi
drevesi (girca in Urek, 2004 b, Urek et al., 2007, Strajnar et al., 2009).

Preglednica 1: Identifikacija vrst rastlinsko-parazitskih ogor¢ic na osnovi nukleotidnega zaporedja dela IDNA
molekule s pripadajo¢imi Stevilkami zaporedja v javni bazi zaporedij DNA.

Table 1: Identification of plant-parasitic nematode-species based on nucleotide sequence of rDNA molecule with
the corresponding GenBank accession numbers of the sequences in a public database.

vrsta $t. zaporedja v bazi reference

GenBank
Globodera rostochiensis AY700060 Sirca in Urek, 2004 b
Globodera achilleae AY599498 Sirca in Urek, 2004 b
Globodera tabacum FJ667945, F1667946 Geri¢ Stare in Sirca, neobjavljeno
Bursaphelenchus mucronatus DQ841162 Urek in sod., 2007
Bursaphelenchus hofmanii DQ841163 Urek in sod., 2007
Aphelenchoides stammeri DQ841164 Urek in sod., 2007
Meloidogyne ethiopica FJ559408, EU204644 Strajnar et al., 2009, v tisku

V zadnjih letih se v svetu intenzivno razvija tudi tako imenovana nova generacija tehnologij
za dolocanje nukleotidnega zaporedja, ki nam bo v prihodnosti verjetno omogocala Se hitrejSe
in cenejSe dolocanje zaporedja na drugacnem principu, s tem pa tudi ve¢jo uporabo metode
dolocanja nukleotidnega zaporedja DNA kot diagnosti¢éne metode za identifikacijo vrste.

6 ELEKTROFOREZA PROTEINOV

Velikost proteinov dolo€amo z metodo gelske elektroforeze proteinov. V elektricnem polju se
proteini v gelu razporedijo glede na njihovo velikost in naboj (glej tudi poglavje 2). V
primeru, ko uporabljamo gel z vzpostavljenim pH gradientom, metodo imenujemo
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izoelektricno fokusiranje (IEF). Vsak protein je pri doloCeni pH vrednosti, imenovani
izoelektricna tocka (pl), na zunaj navidezno elektri¢no nevtralen, Stevilo pozitivnih nabojev je
enako Stevilu negativnih nabojev. Predstavljajmo si, da vzorec nekega proteina nanesemo v
gel, v katerem smo poprej vzpostavili pH gradient in gel priklopimo v elektricno polje.
Protein, ki je npr. pri pH vrednosti, pri kateri smo ga na gel nanesli, negativno nabit, bo
potoval proti pozitivno nabiti anodi. Gibal se bo vse dokler ne bo dosegel pH vrednosti v gelu,
ki je enaka njegovi izoelektricni tocki. Takrat bo na zunaj elektricno nevtralen in gibanje se
bo ustavilo. Ce imamo v vzoréku dva proteina z razli¢nima izoelektri¢nima to¢kama, ju lahko
z metodo IEF med seboj lo¢imo. Proteini so pri pH vrednostih pod izoelektricno tocko
pozitivno, pri pH vrednostih nad izoelektricno toc¢ko pa negativno nabiti (Malovrh, 2007).
Cistotvorni vrsti krompirjevih ogoréic G. rostochiensis in G. pallida lahko lo¢imo z metodo
IEF loc¢evanja celokupnih proteinov. Vse proteine v osebku lo¢imo na poliakrilamidnem gelu
z gradientom pH (PhastGel 3-9) ter jih obarvamo s srebrom (slika 9) (Sirca et al., 2003).
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Slika 9: Poliakrilamidni gel prikazuje IEF vzorec posamezne ciste pri vrstah G. pallida (kolone 1-5) in G.
rostochiensis (kolone 8-12), kalibracijski komplet za $irok spekter izoelektri¢nih tock (pl) (koloni 6, 7). Z A in B
so oznacene razlike v pl.

Figure 9: Polyacrylamide gel shows IEF pattern of a single cyst of G. pallida (columns 1-5) and G. rostochiensis
(columns 8-12), broad pl calibration kit (columns 6, 7). A and B mark difference in pl.

Tudi za identifikacijo vrst iz rodu Meloidogyne uporabljamo metodo elektroforeze proteinov.
Na poliakrilamidnem gelu z gradientom gostote lofimo izoencime. Izoencime malat
dehidrogenaze (MDH) in esteraze (EST) obarvamo z encimsko reakcijo s primernim
substratom (slika 10) (Sirca in Urek, 2004 a; Strajnar et al., 2009). Za referenco se uporablja
vzorec M. javanica.
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Slika 10: Fenotipski vzorec izoencimov MDH (A) in EST (B) posamezne samice M. ethiopica (kolone 1 -5, 8 -
12) in M. javanica (kolone 6, 7) kot reference. Vzorec MDH je pri obeh vrstah enak, vzorec EST pa razlikuje
vrsti M. ethiopica in M. javanica.

Slika 10: Isozymes MDH (A) and EST (B) phenotype patterns of individual female of M. ethiopica (lanes 1 - 5,
8 - 12) and M. javanica (lanes 6, 7) as a reference. MDH phenotype is not species-specific compared to EST

phenotype.

7 ZAKLJUCEK OZ. PREDNOSTI IN SLABOSTI MOLEKULARNIH TEHNIK
IDENTIFIKACIJE

Za konec povzemimo prednosti molekularnih tehnik identifikacije:

. identifikacija je mozna tudi iz majhnega vzorca zaCetnega materiala (velika obcutljivost
metod, Se posebno pri metodi PCR z detekcijo v realnem Casu),

. velika zanesljivost identifikacije (velika specifi¢nost metod), ki smo jo pokazali tudi v
mednarodnih med-laboratorijskih primerjavah identifikacije vzorcev,

. velika hitrost identifikacije (Se posebno z metodo PCR z detekcijo v realnem Casu),

. enostavno socasno obravnavanje velikega Stevila vzorcev (Se posebno z metodama PCR in
PCR z detekcijo v realnem Casu),

« moznost primerjave rezultatov zaporedja z velikimi javnimi bazami podatkov (za metodo
doloc¢anja nukleotidnega zaporedja DNA),

« za identifikacijo niso potrebne dolgoletne izkusnje oz. ozka specializiranost za skupino
organizmov kot pri identifikaciji rastlinsko-parazitskih ogorcic na osnovi morfoloskih
znacilnosti.

Po drugi strani pa je slabost molekularnih tehnik, da lahko Ze enostavna zamenjava
posamezne baze v molekuli DNA (mutacija) tako spremeni strukturo molekule, da jo z
izbranimi zacetnimi oligonukleotidi, sondami in restrikcijskimi encimi ne prepoznamo vec in
identifikacija po izbrani metodi ni mogoca. Zato v praksi kombiniramo identifikacijo na
osnovi morfoloskih znacilnosti z rezultati identifikacije z molekularnimi tehnikami, na voljo
pa imamo tudi ve¢ molekularnih tehnik za identifikacijo posameznih vrst rastlinsko-
parazitskih ogorcic.
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