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I.  WSTĘP 
 
Rodzaj korzeniak (Pratylenchus) obejmuje wiele gatunków nicieni żerujących na 

szerokim spektrum roślin, w tym na roślinach uprawnych, sadowniczych, ogrodniczych 
i ozdobnych. Najpowszechniej występującym gatunkiem jest korzeniak pospolity (Pra-
tylenchus neglectus) powodujący znaczne straty w uprawach, zwłaszcza na pszenicy 
(Castillo i Novlas 2007; Smiley 2010). Rozróżnienie morfologiczne gatunku w stadiach 
larwalnych jest bardzo trudne, dlatego wykorzystuje się techniki molekularne, oparte na 
amplifikacji genomowego lub mitochondrialnego DNA wyizolowanego z nicieni, z za-
stosowaniem między innymi standardowej reakcji PCR (polymeraze chain reaction) 
i real-time PCR. 

Celem pracy była ocena skuteczności opisanej w literaturze metody identyfikacji ga-
tunku P. neglectus w odniesieniu do polskich populacji tego nicienia, a także opraco-
wanie własnej procedury diagnostycznej. 

 
 

II.  MATERIAŁ  I  METODY 
 

Diagnostyka polskich populacji P. neglectus z zastosowaniem metody opisanej 
w literaturze 

Materiał do badań stanowiły larwy osobników korzeniaka pospolitego (P. neglec-
tus), pochodzących z różnych regionów Polski. Wykorzystano następujące populacje: 
5-1 (województwo wielkopolskie), 7-2 (województwo mazowieckie), 9 (województwo 
pomorskie), 10 (województwo kujawsko-pomorskie), 11-4 (województwo wielkopolskie), 
14 (województwo warmińsko-mazuskie), 15 (województwo dolnośląskie) i 20 (wo-
jewództwo małopolskie). DNA z larw nicieni izolowano przy użyciu zestawu DNeasy 
Isolation Kit (Qiagen), a następnie przeprowadzono reakcje PCR z wykorzystaniem 
starterów PNEG i D3B dostępnych w piśmiennictwie (Al-Banna i wsp. 2004). Reakcję 
prowadzono w 10 µl mieszaniny zawierającej 1 × bufor do polimerazy Taq, 0,2 mM 
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dNTP, 0,4 U polimerazy DNA Taq Allegro (Novazym), 1 µM starterów, 1 µl matrycowe-
go DNA (o stężeniu 10 ng/µl). Temperatura przyłączenia starterów wynosiła 63 stopnie. 
Produkty reakcji rozdzielono w 1% żelu agarozowym z bromkiem etydyny. 
 
Opracowanie własnej procedury diagnostycznej 

Wykonano przyrównanie wielosekwencyjne (Multiple Sequence Alignment) se-
kwencji populacji korzeniaka dostępnych w bazie NCBI (National Center for Biotech-
nology Information) i na ich podstawie zaprojektowano startery, umożliwiające identy-
fikację gatunku oraz amplifikację sekwencji obejmujących obszar 18S-ITS1-5,8S-ITS2-
28SrDNA. Reakcję PCR przeprowadzono na zebranych osobnikach analizowanych 
polskich populacji P. neglectus, w analogicznym profilu termiczynym, jak w przypadku 
starterów zawartych w piśmiennictwie. Amplifikowane fragmenty wklonowano w wek-
tor pGEM-T-Easy (Promega), wykonano transformację bakterii Escherichia coli, zre-
kombinowanymi plazmidami, a następnie z pozytywnie zweryfikowanych bakteryjnych 
kolonii izolowano plazmidy zawierające inserty z wykorzystaniem zestawu Qiaprep 
(Qiagen). Na matrycy wyizolowanych plazmidów przeprowadzono reakcję sekwencjo-
nowania. Na podstawie uzyskanych sekwencji zaprojektowano startery specyficzne 
gatunkowo, obejmujące krótkie fragmenty (około 171 pz) neglecFw/neglecRw (tab. 1), 
które mogą także znaleźć zastosowanie w technice real-time PCR. 

 
 

III.  WYNIKI  I  DYSKUSJA 
 
W celu oceny skuteczności dostępnej w literaturze (Al-Banna i wsp. 2004) metody 

diagnostycznej przeprowadzono reakcje PCR ze starterami sugerowanymi w tej proce-
durze. W ich wyniku otrzymano jeden specyficzny produkt o pożądanej długości – 
około 290 pz (rys. 1), co wskazuje na to, że analizowane osobniki należą do gatunku 
P. neglectus. Nie wykazano reakcji krzyżowych z przedstawicielami innych gatunków 
z rodzaju Pratylenchus, wykazano natomiast skuteczność metody dla przedstawicieli 
wszystkich badanych polskich populacji korzeniaka. 

 
 

Tabela 1. Startery zaprojektowane w Międzyzakładowej Pracowni Biologii Molekularnej Instytu-
tu Ochrony Roślin – Państwowego Instytutu Badawczego  

Table 1.  Primers designed by Interdepartmental Laboratory of Molecular Biology, Institute of 
Plant Protection – National Research Institute 

Starter 
Primer 

Sekwencja startera 
Primer sequence  

5’->3’ 
Region  

przyłączenia
Location 

Temp.  
annealingu 
Annealing 

temperature

Wielkość 
produktu 

Product size 

Pneg10F CACGMAGWCTCCGACTTGTGC ITS2 rDNA 

Pneg10R CTGCTGCTGGATCATTACGCAAC 18S i ITS1 
rDNA 

63°C 683 pz 

neglecFw GCACTGTGCGAAGTGTCC ITS1 rDNA 
neglecRw CTAAATATCGCTGTTGGCTG 5,8S rDNA

56°C 171 pz 
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Rys. 1. Rozdział elektroforetyczny w żelu agarozowym produktów reakcji PCR ze starterami 
PNEG/D3B, na matrycy DNA wyizolowanego z osobników z populacji P. neglectus 

Fig. 1.  Electrophoretic separation of PCR reaction products obtained with PNEG/D3B primers 
applied to DNA isolated from P. neglectus 

 
 

W następnym etapie zaprojektowano i optymalizowano własny protokół oparty na 
reakcji PCR z zaprojektowanymi w Międzyzakładowej Pracowni Biologii Molekularnej 
Instytutu Ochrony Roślin – Państwowego Instytutu Badawczego starterami, które rów-
nież po wizualizacji w 1% żelu agarozowym z bromkiem etydyny dały pojedynczy 
produkt o odpowiedniej długości – około 683 pz (rys. 2). Sekwencjonowanie otrzyma-
nego produktu reakcji potwierdziło przynależność gatunkową. Otrzymane sekwencje 
porównano przy pomocy narzędzia BLAST ze zdeponowanymi w bazie NCBI i wyka-
zano poziom identyczności 99–100%. Badania porównawcze poznanych fragmentów 
DNA wykazały także niewielkie różnice pomiędzy poszczególnymi polskimi popula-
cjami korzeniaka pospolitego, związane z regionem ich pochodzenia. 
 

 

 
Rys. 2. Rozdział elektroforetyczny w żelu agarozowym produktów reakcji PCR ze starterami 

Pneg10F/Pneg10R, na  matrycy DNA wyizolowanego z osobników z wybranych popula-
cji P. neglectus 

Fig. 2.  Electrophoretic separation of PCR reaction products obtained with Pneg10F/Pneg10R 
primers applied to DNA isolated from P. neglectus 

 
 

Startery zaprojektowane na podstawie uzyskanych sekwencji zostały przetestowane 
w reakcji PCR, w wyniku której otrzymano pojedynczy, specyficzny produkt o długości 
około 171 pz. Wszystkie reakcje zostały przeprowadzone z wykorzystaniem przedsta-
wicieli wybranych populacji P. neglectus. Nie wykazano reakcji krzyżowych z przed-
stawicielami innych gatunków z rodzaju Pratylenchus (rys. 3). 
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Rys. 3. Rozdział elektroforetyczny w żelu agarozowym produktów reakcji PCR ze starterami 

neglecFw/neglecRw, na matrycy DNA wyizolowanego z osobników z wybranych popu-
lacji P. neglectus (11-4 i 14). Populacja P. penetrans (27) stanowi kontrolę negatywną 

Fig. 3.  Electrophoretic separation of PCR reaction products obtained with neglecFw/neglecRw 
primers applied to DNA isolated from P. neglectus (11-4 and 14). P. penetrans (27) popu-
lation was used as negative control 

 
 

W wyniku reakcji PCR przeprowadzonej ze starterami dostępnymi w piśmiennic-
twie (Al-Banna i wsp. 2004) powstaje produkt zbyt krótki, aby po poddaniu go reakcji 
sekwencjonowania było możliwe przeprowadzenie analizy porównawczej. Jest on z ko-
lei zbyt długi, aby startery te mogły znaleźć zastosowanie w reakcji real-time PCR. 
W związku z powyższym w pracy zaproponowano dwie dodatkowe pary starterów, 
z których jedna może posłużyć do analiz filogenetycznych, natomiast druga może zna-
leźć zastosowanie w reakcji real-time PCR. 

 
 

IV.  WNIOSKI 
 
Uzyskane wyniki wskazują, że metody molekularnej diagnostyki korzeniaka pospo-

litego zawarte w piśmiennictwie są skuteczne w identyfikacji polskich populacji tego 
gatunku. Ponadto, wyniki sekwencjonowania potwierdzają wysoki stopień identyczno-
ści pomiędzy sekwencjami regionu 18S-ITS1-5,8S-ITS2-28S u populacji polskich 
z innymi, zdeponowanymi w Banku Genów. Stwarza to szansę opracowania metod 
uniwersalnych, które znajdą zastosowanie dla szerokiego spektrum populacji P. negle-
ctus. W pracy zaproponowano dwie pary własnych starterów, odpowiednich do identy-
fikacji gatunku. Startery Pneg10F i Pneg10R mogą posłużyć do identyfikacji za pomocą 
reakcji PCR oraz analiz filogenetycznych, natomiast startery neglecFw i neglecRw 
mogą zostać także z powodzeniem wykorzystane w technice real-time PCR .  
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MOLECULAR  DIAGNOSTIC  OF  POLISH  POPULATION  

OF  PRATYLENCHUS  NEGLECTUS 
 

SUMMARY 

Root-lesion nematodes, Pratylenchus spp., are economically important, plant-damaging para-
sitic nematodes occurring in a wide variety of crops. The most common species is Pratylenchus 
neglectus which is found on cereal crops, especially on wheat. The proper identification of this 
nematode species is crucial because of significant morphological similarity to another Pratylen-
chus species. There are some diagnostic methods described in publication. The aim of this work 
was to test previously described protocol and its usefulness for Polish populations of this patho-
gen. Moreover, the new specific PCR protocols were described. These methods can be used both, 
for identification of Polish population of P. neglectus, and on the basis of the amplified rDNA 
region for the genetic correlation and phylogenetic studies.  
Key words: Pratylenchus neglectus, rDNA, PCR, real-time PCR 

 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


