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Use of digital droplet PCR analysis in early diagnostics
of winter wheat infection caused by Tilletia spp.

Wykorzystanie analizy digital droplet PCR we wczesnej diagnostyce
porazenia pszenicy ozimej przez Tilletia spp.

Katarzyna Pieczul, Krzysztof Kubiak, Marta Budziszewska, llona Swierczyriska*

Summary

The study aimed at using the digital droplet PCR (ddPCR) analysis to identify wheat infection by Tilletia caries (DC.) Tul. and Tilletia
laevis Kiihn in the early stages of plant development. The tests were carried out on winter wheat, artificially inoculated with T. caries
and T. laevis teliospores. For the ddPCR tests wheat in development phases BBCH 10-32 and 75 development phases was collected. The
ddPCR analysis showed the possibility of identifying pathogen’s DNA since the development phase of BBCH 10. In control plants — not
infected with Tilletia spp. the presence of fungal DNA was not detected. According to the obtained results, it was also possible to trace
the dynamics of pathogen DNA propagation in wheat tissues during a plant development.
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Streszczenie

Celem pracy byto zastosowanie analizy digital droplet PCR (ddPCR) w celu detekcji porazenia pszenicy przez Tilletia caries (DC.) Tul.
oraz Tilletia laevis Kiihn, we wczesnych stadiach rozwojowych roslin. Badania prowadzono na pszenicy ozimej, sztucznie inokulowanej
teliosporami T. caries oraz T. laevis. Materiat do badan ddPCR pobierano w fazach rozwojowych BBCH 10-32 i 75. Przeprowadzona
analiza ddPCR wskazata mozliwos¢ detekcji DNA patogenu juz od fazy BBCH 10. W roslinach kontrolnych — niezakazanych Tilletia spp.
nie wykazano obecnosci DNA grzyba. Na podstawie uzyskanych wynikdw mozliwe byto takze przesledzenie dynamiki namnazania DNA
patogenu w tkankach pszenicy w trakcie cyklu rozwojowego roslin.
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Wstep / Introduction

Snie¢ cuchnaca oraz $nieé¢ gtadka pszenicy powodo-
wane przez Tilletia caries (DC.) Tul. oraz Tilletia laevis
Kiihn nalezg do chordb o bardzo duzej szkodliwosci. Zanie-
czyszczenie ziarna tymi grzybami moze stanowi¢ powazny
problem zwtlaszcza w rolnictwie ekologicznym (Matangu-
ihan 1 wsp. 2011). Do porazenia roslin dochodzi w poczat-
kowej fazie rozwoju pszenicy. Strzgpka infekcyjna wnika
do rosliny przez koleoptyl, rozwija si¢ w pierwszym lisciu,
anastepnie w stozku wzrostu pedu (Goates 1996; Maksimov
i wsp. 2002). Typowe symptomy choroby, wypetione masg
teliospor ziarniaki, widoczne sg dopiero po wykltoszeniu
(Hoffmann 1982). Niektorzy autorzy obserwowali wyste-
powanie plamistosci na lisciach pszenicy porazonej przez
T caries 1 T. laevis (Kendrick i Purdy 1959; Dumalasova
i Barto§ 2006). W innych badaniach nie potwierdzono jed-
nak korelacji pomigdzy wystepowaniem plamistosci na li-
Sciach a porazeniem klosoéw przez 7. caries. Obserwowano
bowiem porazenie kloséw na roslinach bez objawow na li-
$ciach, podczas gdy u czgsci roslin z silnymi plamisto§ciami
na li$ciach, nie wystepowaly objawy na klosach (Josefsen
i Christiansen 2002).

Ze wzgledu na brak wyraznych symptomow choro-
bowych we wezesnych fazach rozwojowych pszenicy dia-
gnostyka porazenia przez Tilletia spp. jest problematyczna.
Patogen nalezy do organizméw trudnych w standardowej
hodowli na sztucznych podtozach, co ogranicza metody de-
tekeji porazenia zasadniczo do analiz molekularnych. Do-
tychczas w badaniach Tilletia spp. wykorzystywane byly
rozne techniki biologii molekularnej, takie jak: PCR, real-
-time PCR, izotermiczna amplifikacja kwasow nukleinowych
technika LAMP, pozwalajace na detekcje grzyba w tkankach
ro$lin, glebie lub ziarnach pszenicy (McNeil i wsp. 2004;
Nian i wsp. 2009; Gao i wsp. 2016; Pieczul i wsp. 2018).

Jedna z innowacyjnych technik, coraz czgéciej stosowa-
na w diagnostyce patogenow roslin, jest kropelkowy PCR,
digital droplet PCR (ddPCR). Jest to wyjatkowo czuta i pre-
cyzyjna technika, oparta na technologii emulsyjno-kropel-
kowej. Gtowng zasada ddPCR jest frakcjonowanie w czasie
rzeczywistym mieszaniny reakcyjnej na dziesigtki tysigcy
kropli, w ktorych nastgpnie zachodzi reakcja amplifikacji.
Dzigki zastosowaniu barwnikow fluorescencyjnych, badz
tez znakowanych sond molekularnych oraz specjalistyczne-
go sprzetu mozliwe jest precyzyjne zliczenie kropel pozy-
tywnych (tych, gdzie zaszta reakcja amplifikacji). Z wyko-
rzystaniem modelu statystycznego Poissona obliczana jest
liczba kopii badanego genu, bez koniecznosci odnoszenia
si¢ do krzywych standardowych czy genow referencyjnych
(Hindson i wsp. 2011; Gutiérrez-Aguirre i wsp. 2015; Koch
i wsp. 2016). Technika ddPCR znajduje szerokie zastoso-
wanie m.in. w detekcji patogendw roslin, takich jak: wirusy
(Racki i wsp. 2014; Mehle i wsp. 2018, 2020; Pandey i wsp.
2020), bakterie — Xanthomonas citri subsp. citri (Zhao

i wsp. 2016), Erwinia amylovora i Ralstonia solanacearum
(Dreo i wsp. 2014), Xylella fastidiosa (Dupas 1 wsp. 2019),
Acidovorax citrulli (Lu i wsp. 2020), grzyby — Ilyonectria
liriodendri (Del Pilar Martinez-Diz i wsp. 2020), czy tez le-
gniowce Phytophthora nicotianae (Blaya i wsp. 2016) oraz
Phytophthora infestans (Ristaino i wsp. 2020) w nasionach,
tkankach roslinnych oraz glebie. W badaniach nad Tilletia
spp. test ddPCR wykorzystany byl do wykrywania obecno-
Sci teliospor Tilletia controversa w glebie (Liu 1 wsp. 2020).
W literaturze brak jednak jakichkolwiek doniesien na temat
zastosowania tej techniki do wykrywania DNA Tilletia spp.
w tkankach roslin.

Celem niniejszej pracy byla ocena mozliwosci zasto-
sowania testu ddPCR w detekcji porazenia pszenicy przez
T. caries oraz T. laevis we wczesnych stadiach rozwojowych
roslin.

Materialy i metody / Materials and methods

Badania prowadzono w roku 2019 na pszenicy ozi-
mej odmiany Nadobna, ktérg inokulowano teliosporami
T caries oraz T. laevis, w ilosci 0,2 g teliospor na 100 g
ziarna (EPPO 2004). W celu pozyskania teliospor, z pora-
zonych kloséw pszenicy wytuskiwano zmienione choro-
bowo ziarniaki (tzw. sorusy), rozgniatano je w mozdzierzu
i przesiewano przez gaz¢ mtynska, zeby oddzieli¢ fragmen-
ty okrywy owocowo-nasiennej od masy zarodnikoéw. Ziar-
no wysiano do gruntu na mikropoletkach w ksztalcie kota
o srednicy 32 cm, na terenie Instytutu Ochrony Roslin —
Panstwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu. Na kaz-
dym mikropoletku wysiewano 4 g ziarna. Kontrolg nega-
tywna stanowity rosliny wyhodowane z nieinokulowanego
ziarna zaprawionego przedsiewnie $rodkiem zawierajacym
karboksyne i tiuram. W 10 wybranych fazach rozwojowych
pszenicy: od BBCH 10 (szpilkowanie) do BBCH 32 (drugie
kolanko) oraz BBCH 75 (pelna dojrzato$¢ mleczna ziarnia-
kéw) pobierano rosliny do dalszych badan molekularnych.
W celu zapewnienia odpowiedniej ilosci materiatu do ana-
liz, w pierwszych pigciu terminach poboru (faza BBCH:
10, 11, 12, 12/13 i 13), gdy pszenica byla bardzo mata, wy-
kopywano po 12 roslin, a w kolejnych terminach (od fazy
BBCH 21) po 5. Cz¢$¢ nadziemna oddzielono od korzeni,
suszono, a nastgpnie mielono na jednolita mase. Dla ro-
$lin w fazie BBCH 75 przygotowano osobno proby tkanek
zielonych (liscie i zdzbta) oraz klosow. Z kazdej proby do
izolacji DNA pobierano po 100 mg tkanki. Dodatkowo pod
koniec sezonu wegetacyjnego wykonano wizualng ocene
stopnia porazenia ktoséw przez Tilletia spp. W tym celu
z mikropoletek zebrano wszystkie ktosy. Kazdy klos prze-
cinano w kilku miejscach (co okoto 1-2 cm) i sprawdzano,
czy na przekroju ziarniakéw widoczne sg objawy porazenia
(brunatno-czarna masa teliospor). Nastgpnie obliczono pro-
cent porazonych ktoséw na mikropoletku.
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Izolacje DNA przeprowadzono ze 100 mg zhomogeni-
zowanej tkanki roslinnej przy uzyciu zestawu Plant/Fungi
DNA isolation Kit (Norgen Biotek), zgodnie z zalecenia-
mi producenta. Jako$¢ oraz stezenie wyizolowanego DNA
okreslono spektrofotometrycznie (NanoDrop, Thermo Fi-
sher Scientific). DNA wyizolowano takze z 100 mg zho-
mogenizowanych ziarniakow porazonych przez Tilletia spp.
— stanowity one kontrole pozytywna w reakcji ddPCR.

Test ddPCR wykonano w 20 pl mieszaniny reakcyjnej
zawierajacej 10 pl 2X QX200 EvaGreen Supermix (Bio-
Rad), 0,2 pl mieszaniny starterow forward (TILf) i reverse
(TILr) o stgzeniu 10 uM specyficznych dla rejonu ITS 1
(Internal Transcribed Spacer) rybosomalnego DNA Tille-
tia spp. (Kochanova i wsp. 2004), 1 ul DNA i uzupetniono
woda do objetosci koncowej. Reakcje prowadzono zgodnie
z zaleceniami producenta wykorzystujac platforme Bio-Rad
ddPCR. W pierwszym etapie calo$¢ mieszaniny reakcyjnej
(20 pl), dla kazdej analizowanej proby, przeniesiono na
przeznaczone do tego celu komercyjne ptytki, dodano 70 ul
oleju QX200™ Droplet Generation Oil for EvaGreen (Bio-
-Rad) i z uzyciem generatora QX200 Droplet Generator
(Bio-Rad) przygotowano emulsje, sktadajaca si¢ z tysie-
cy kropel. Nastepnie pobierano 40 pl emulsji dla kazdej
z badanych prob i przeprowadzono w niej reakcje PCR,
z uzyciem termocyklera C1000Touch Thermal Cycler

(Bio-Rad). W kolejnym etapie sczytano sygnat fluorescen-
cji we wszystkich badanych probach z uzyciem czytnika
QX200 Droplet Reader (Bio-Rad) i stosujac oprogramowa-
nie QuantaSoft, korzystajace z formuty Poissona, obliczono
absolutng liczbe kopii DNA grzyba.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Przeprowadzona analiza ddPCR wskazala obecnosc¢
DNA patogenu w tkankach roslinnych juz od fazy rozwo-
jowej BBCH 10 (proba Tz 1). Na podstawie uzyskanych
wynikdw mozliwe bylo rowniez przesledzenie dynamiki
namnazania DNA grzyba w tkankach gospodarza w trakcie
cyklu rozwojowego roslin (rys. 1, tab. 1). W fazie BBCH 10
(Tz 1) wykazano 6,1 kopii DNA patogenu na 1 pl miesza-
niny reakcyjnej. Z kolei najwyzsza liczbe kopii DNA pato-
genu odnotowano w fazach BBCH 12 (Tz 3) oraz 30 (Tz 7),
odpowiednio 17,3 oraz 20,2 kopii/ul. Uzyskane wyniki nie
moga stanowi¢ jednak prostej zalezno$ci namnazania DNA
patogenu w tkance roslinnej, wptywaé na to mogta zar6wno
szybko przyrastajagca masa tkanek rosliny, jak rowniez moz-
liwo$¢ btedu spowodowana réznicami w proporcjach roslin
zainfekowanych/zdrowych pobranych do izolacji DNA.
Srednia liczba ktoséw porazonych przez Tilletia spp. na mi-
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Na osi Y — amplituda fluorescencji kropel pozytywnych (niebieskie) oraz negatywnych (szare) oraz na osi X — liczba zdarzen. Diagram wygenerowany z uzyciem
QuantaSoft software (Bio-Rad). Od lewej proby Tz 1, Tz 2, Tz 3, Tz 4, Tz 5,Tz 6, Tz 7, Tz 8, Tz 9, Tn lidcie, Tn klos, Tz liscie, Tz kilos, kontrola negatywna,

kontrola pozytywna

On the Y axis — amplitude of fluorescence of positive (blue) and negative (gray) droplets and on the X axis — number of events. Diagram generated using
QuantaSoft software (Bio-Rad). From left samples: Tz 1, Tz 2, Tz 3, Tz 4, Tz 5, Tz 6, Tz 7, Tz 8, Tz 9, Tn leaves, Tn ear, Tz leaves, Tz ear, negative control,

positive control

Rys. 1. Detekcja Tilletia spp. technikg ddPCR

Fig. 1. Detection of Tilletia spp. using the ddPCR technique
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Tabela 1. Liczba kopii DNA patogenu w 1 pl reakcji oraz w 20 pl catej mieszaniny reakcyjnej obliczona na podstawie liczby kropel pozytywnych
oraz negatywnych z zastosowaniem formuty statystycznej Poissona

Table 1. The number of DNA copies of the pathogen in 1 pl reaction and in 20 pl of the entire reaction mixture calculated on the basis of the
number of positive and negative drops using the Poisson statistical formula
Liczba kopii DNA Liczba kopii DNA Wyniki Wyniki
Oznaczenie proby Faza rozwojowa rosliny BBCH patogenu na 1 pl patogenu na 20 pl pozytywne | negatywne
Sample designation | Plant development phase BBCH | Number of the pathogen | Number of the pathogen Positive Negative
DNA copies per 1 pl DNA copies per 20 pl results results
10 (szpilkowanie)
Tz1 (first leaf through coleoptile) 61 122 o4 18079
11 (faza pierwszego liscia)
Tz 2 (first leaf unfolded) 10,6 212 182 20183
12 (faza drugiego liscia)
123 (second leaf unfolded) 173 346 294 19855
12/13 (faza posrednia migdzy
Tz4 _ BBCHI2i13) 10,2 204 169 19378
(intermediate growth stage
between BBCH 12 and 13)
13 (faza trzeciego liscia)
Tz5 (third leaf unfolded) 11,7 234 197 19671
T2 6 21 (poczatek krzewienia) 11,7 234 194 19 429
(beginning of tillering)
Tz7 30 (poczatek wzrostu zdzbla) 202 404 348 20107
(beginning of stem elongation)
Tz 38 31 (faza pierwszego kolanka) 153 306 252 19233
(first node stage)
T29 32 (faza drugiego kolanka) 0.83 16,6 15 21253
(second node stage)
- 75 (petna dojrzatosée
Tn liScie mleczna ziarniakow) 0.11 22 2 20 556
Tn leaves . .
(medium milk)
Tn kdos 75 0.2 4 3 17 731
Tn ear
Tz liscie 75 0.25 5 4 19193
Tz leaves
Tz kk
2 oS 75 971 19 420 11329 8826
Tz ear
Kontrola negatywna 75 023 46 4 20298
Negative control
Kontrola pozytywna 75 1219 24 380 13 083 7198
Positive control

Tz — ro$liny zakazane — infected plants, Tn — rosliny niezakazane — uninfected plants

kropoletkach inokulowanych, z ktorych pobierano rosliny
do analiz wynosita 48,3%. W fazie rozwojowej BBCH 32
(Tz 9) stezenie DNA patogenu w tkankach roslin gwattow-
nie spadto — 0,83 kopii/ul. W fazie BBCH 75 mozliwo$¢
detekcji DNA patogenu w lisciach i zdzbtach pozostawa-
ta w granicach btedu — 0,25 kopii DNA/ul, podczas gdy
w ktosach odnotowano 971 kopii DNA patogenu/pl, co byto
skorelowane z rozwojem choroby w ziarniakach. Gwattow-
ny spadek stezenia DNA patogenu obserwowany w fazie
BBCH 32 mogt by¢ skorelowany z rozpoczeciem zasiedla-
nia zawigzkoéw klosoéw, stanowigcych w tej fazie jedynie
niewielki utamek masy badanych tkanek roslinnych. W ro-

$linach kontrolnych (Tn liScie i Tn ktos) w fazie BBCH 75
praktycznie nie odnotowano DNA patogenu zaréwno
w tkankach lisci 1 todyg (0,11 kopii DNA/ul) oraz ktosow
(0,2 kopii/ul). Sladowe ilosci DNA patogenu moga pocho-
dzi¢ zaréwno z zanieczyszczen powstatych podczas pobie-
rania i przygotowania prob, jak i bardzo niskiego poziomu
kolonizacji roslin kontrolnych przez Tilletia spp.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze ddPCR jest technika po-
zwalajaca na ilo§ciowe oznaczenie patogendéw obligatoryj-
nych we wczesnych stadiach porazenia roslin. Czuto$¢ testu
ddPCR moze by¢ porownywalna lub nawet przewyzszaé
wyniki uzyskiwane w dotychczas stosowanych analizach,
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takich jak PCR czy real-time PCR (Dupas i wsp. 2019; Liu
iwsp. 2020). Liuiwsp. (2020) poréwnali zastosowanie PCR,
real-time PCR oraz ddPCR do jako$ciowego i ilosciowego

zidentyfikowata DNA patogenu w merystemach wierzchot-
kowych pszenicy, wykazujac ze pobrane tkanki ro§linne za-
wieraly od 0,34 ng do 15 pug grzybni.

pomiaru stgzenia teliospor 7. controversa w glebie. Wyniki
ich badan wskazuja, ze technika ddPCR pozwalata na de-
tekcje 2,1 kopii DNA patogenu/ul, podczas gdy technika
real-time PCR pozwolita na wykrycie 7,97 kopii DNA/ul.
Natomiast konwencjonalny PCR okazal si¢ 100-krotnie I.
mniej czuty niz PCR w czasie rzeczywistym. W niedawno
opublikowanych badaniach Yao i wsp. (2019) wykazano,
ze granica wykrywalnosci DNA T laevis, wyizolowanego 2.
z teliospor, technika real-time PCR (SYBR Green I) z zasto-
sowaniem starteréw SCAR wynosita 10 fg/ul DNA. Z kolei
Zouhar i wsp. (2010) udowodnili, ze granica wykrywalno-
sci DNA grzyba wynosita 100 fg DNA Tilletia spp., co od-
powiadato 0,22 ng grzybni. Dodatkowo grupa naukowcow

Whioski / Conclusions

Przeprowadzona analiza ddPCR wskazala mozliwos¢
detekcji DNA patogenu od fazy BBCH 10 (szpilkowanie)
do fazy BBCH 32 (faza drugiego kolanka).

Test ddPCR jest technika, ktora ze wzgledu na wysoka
czuto$¢ 1 niska podatnos¢ na inhibitory roslinne
moze by¢ szczegdlnie przydatna w badaniach prob
srodowiskowych oraz rolniczych, w tym w diagnostyce
porazenia roslin przez patogeny we wczesnych fazach
rozwoju choroby.
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