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Pathogen-Diagnostik

PCR-gestutzter Nachweis von
pflanzenparasitaren Nematoden
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Root lesion nematodes of the genus Pratylenchus pose a threat to
global cereal production. The traditional identification by counting
nematodes under the microscope is laborious and time-consuming.
We have established a protocol for quantifying nematodes within
cereal roots by RT-qPCR. This method holds promise in selecting
resistant plant genotypes among large populations during plant
breeding programs.
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B Nematoden gehdren zum Stamm der
Fadenwiirmer, der mehrere Millionen Arten
umfasst. Sie sind sowohl in terrestrischen als
auch in aquatischen Umwelten zu finden.
Freilebende Nematoden leisten als Destruen-
ten einen signifikanten Beitrag zum Nahr-
stoffkreislauf. Ewa 60 % leben parasitir in
Pflanzen und Tieren. Pflanzenparasitare
Nematoden sind bedeutende Schédlinge, die
in Landwirtschaft und Gartenbau zu erhebli-
chen Ertragsverlusten und Qualitdtseinbu-
Ben flihren. Die durch pflanzenparasitire
Nematoden verursachten jahrlichen Verluste
werden weltweit auf 15 % der globalen Ernte
geschatzt [1, 2].

Etwa 4.100 pflanzenparasitdre Nematoden
sind bisher beschrieben worden, von denen
nur eine kleine Anzahl signifikante wirt-
schaftliche Verluste verursacht. Dazu geho-
ren sedentdre Nematoden wie Zysten-Nema-
toden (Gattungen Heterodera und Globodera),
Wurzelgallen-Nematoden (Meloidogyne)
sowie freilebende Nematoden (Pratylenchus).
Wurzelgallen- und Zysten-Nematoden sind
in der Lage, komplexe Strukturen innerhalb
der Pflanze zu induzieren, die zu ihrer Ernah-
rung und Fortpflanzung dienen. Weiterhin
konnen pflanzenparasitire Nematoden als
Teil eines Krankheitskomplexes Eintritts-
pforten fiir andere Pathogene bilden und so
den Schaden noch verstiarken [2, 3].

<« Abb. 1: Lebenszyklus von Wurzelldsionsne-
matoden in Getreidepflanzen. A, Infektionsszyk-
lus von Wurzelldsionsnematoden. Nematoden
dringen in die Wurzeln ein und parasitieren in
der Wurzelrinde. Sie entwickeln sich innerhalb
der Wurzel weiter und legen dort Eier. An den
Lésionen kommt es zu Zweitinfektion durch Pil-
ze und Bakterien. Am Ende kdnnen die Nemato-
den die stark geschadigte Wurzel wieder verlas-
sen, um andere Pflanzen zu infizieren. B, infi-
zierte Gerste-Wurzel. Dunkle Bereiche innerhalb
der infizierten Wurzeln riihren von geschadigten
Zellen her (MaBstab: 10 mm). C, Mit Fuchsin-
Losung geférbte Wurzel, in der zwei Nematoden
durch ihre rosa Férbung erkennbar sind (MaB-
stab: 100 pm).
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Wourzelldsionsnematoden als
bedeutende Schéadlinge in der
Pflanzenproduktion

Nematoden der Gattung Pratylenchus wer-
den auch als Wurzelldsionsnematoden
bezeichnet. Sie besitzen ein breites Wirts-
spektrum und sind sowohl in kiihlen, gema-
Bigten als auch in tropischen Regionen ver-
breitet [1]. Pratylenchus neglectus ist global
in Getreide- und anderen Kulturarten ver-
breitet. Dort verursachen sie hohe wirt-
schaftliche Verluste. Auch in Deutschland
erlangt dieser Schadling bedingt durch enge
Fruchtfolgen zunehmende Bedeutung. Als
obligate Endoparasiten schadigen sie das
Wurzelsystem, was oberirdisch zu Chloro-
sen, Welken und Wachstumsstorungen
fihrt. Nach dem Eindringen in die Wurzel
parasitieren die Nematoden das Rindenge-
webe. Sie durchlaufen mehrere Larvenstadi-
en und legen Eier ab. Im Gegensatz zu
sedentdren Nematoden konnen sie die Wur-
zel auch wieder verlassen, um in andere
Wurzeln einzudringen. An den Wurzeln ent-
stehen Risse und Lasionen, die den Eintritt
anderer Schadorganismen beglinstigen und
zum Absterben der Wurzeln fiihren kénnen
(Abb. 1). Die Nematoden kdnnen innerhalb
der infizierten Wurzel durch Fiarben mit
Fuchsin-Losung sichtbar gemacht werden.
Die wirtschaftliche Bedeutung von Wurzella-
sionsnematoden wird oft unterschatzt, weil
ihr Nachweis im Boden und in der Pflanze
auBerst schwierig ist.

Mikroskopischer Nachweis von
Wourzellasionsnematoden

Der quantitative Nachweis erfolgt tradi-
tionell durch Zahlen der Nematoden unter
dem Mikroskop. Da es nicht moglich ist,
die Nematoden innerhalb der Pflanze zu zéh-
len, miissen diese zunachst dazu gebracht
werden, die Wurzel zu verlassen. Dazu wer-
den die abgetrennten Wurzeln gewaschen
und iiber mehrere Tage hoher Luftfeuchtig-
keit ausgesetzt. Dies regt die Nematoden
zum Verlassen der Wurzel an, sodass sie in
Wasser gesammelt und unter dem Mikro-
skop gezdhlt werden konnen. Noch schwie-
riger ist die taxonomische Bestimmung der
Nematoden-Arten unter dem Mikroskop, die
nur von wenigen Fachleuten beherrscht
wird.

Unser Ziel war es daher, den quantitativen
und qualitativen Nachweis freilebender
Nematoden zu vereinfachen, indem deren
DNA innerhalb der Wurzel nachgewiesen
wird.

3.5

31 4
@
5

29
g. y =-3.824x + 29.219
—_— 2=
g 223 . R2=0.98
Y
3 25 ]
=
N
N2
o
c
= 21 1
1=
2
55 19 ]
-
&
3 17 1
(s}

15 . . . . .

0 0.5 1 15 2 25 3
Log (Nematodenanzahl)
Anzahl Nematoden:
® 1 Nematode,®5 Nematoden,®10 Nematoden,® 50 Nematoden
100 Nematoden,®500 Nematoden,®1000 Nematoden,®2000 Nematoden

A Abb. 2: Regressionskurve mit Quantifizierungszyklus(Cq)-Werten nach Durchfiihrung einer RT-
gPCR. DNA wurde aus ein bis 2.000 Nematoden unter Verwendung der neg 7-Primerkombination
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A Abb. 3: Korrelation zwischen der Anzahl ausgezahlter Nematoden aus zuvor infizierten Gerste-
Waurzeln (griin) und dem quantitativen DNA-Nachweis mittels RT-qPCR (blau). Pflanzen wurden mit
je 1.000 Nematoden verschiedener Pratylenchus-Arten infiziert. Nach acht Wochen wurden die
Wurzeln geerntet. Aus einem Teil wurde DNA isoliert, wahrend in dem anderen Teil die Nemato-
den gezahlt wurden. Der ANOVA-Test (p < 0,05) wurde durchgefiihrt, gefolgt von einem Tukey-
Test (p < 0,05), um signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen zu berechnen. Unterschiedli-
che Buchstaben iiber den Fehlerbalken reprasentieren Gruppen, basierend auf ihrer Signifikanz.

Das RT-qPCR-basierte
Nachweissystem

Wir haben zunéchst alle verfiigharen Praty-
lenchus-DNA-Sequenzdaten ausgewertet.

Daraus wurden artspezifische Primer-Kom-
binationen fiir die Real-Time-Polymerase-
Kettenreaktion (RT-qPCR) selektiert. Danach
wurde ein Protokoll fiir die Extraktion von
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Nematoden-DNA aus infizierten Getreide-
wurzeln optimiert. Die PCR mit der Primer-
Kombination negl fiihrte zu einer P. neglec-
tus-spezifischen DNA-Amplifikation. Nach
Auftrennung im Agarose-Gel wurde eine
einzige Bande sichtbar. Andere Primer erwie-
sen sich aufgrund von Sekundéarstrukturen
und unspezifischer Amplifikation als unge-
eignet [4].

Der anschlieBende quantitative Nachweis
von P. neglectus erfolgte mit isolierten Nema-
toden oder mit infizierten Getreidewurzeln.
Zundchst wurden serielle Verdiinnungen von
P. neglectus-DNA durchgefiihrt. Ein bis 2.000
P. neglectus-Nematoden wurden unter Ver-
wendung eines Stereomikroskops gesam-
melt. Die DNA wurde aus Wurzeln isoliert
und mit der spezifischen Primer-Kombinati-
on mittels RT-qPCR amplifiziert. Als Ergebnis
wurde eine breite Spanne hinsichtlich des
Ubergangs in die exponentielle Phase beob-
achtet. Die Cq-Werte reichten von 28,8 fiir
einen einzigen bis 16,7 fiir 2.000 Nematoden.
Die lineare Regression zeigte eine negative
Korrelation zwischen den Cq-Werten und der
Anzahl an Nematoden (R? = 0,98, Abb. 2).
Dies bestatigte die Eignung der neg1-Primer-
kombination zum quantitativen Nachweis
von P. neglectus.

Als ndchsten Schritt fiihrten wir den quan-
titativen Nachweis von P. neglectus in zuvor
infizierten Getreidepflanzen durch. Die Pflan-
zen wurden entweder getrennt mit vier ver-
schiedenen Pratylenchus-Arten oder gemein-
sam mit einem Gemisch aller Arten infiziert.
Nach acht Wochen wurden die Nematoden in
den Wurzeln nach der traditionellen Metho-
de ausgezdhlt. Die Anzahl an Nematoden
reichte von 1.856 bis 15.461 (Abb. 3). In den
ausschlieBlich mit P. neglectus infizierten
Pflanzen wurden die meisten Nematoden
gezahlt, wahrend Pflanzen, die nur mit
P. crenatus und P. penetrans infiziert worden
waren, weniger Nematoden aufwiesen. Die
anschlieBende RT-qPCR bestétigte den
Zusammenhang zwischen der Anzahl Nema-
toden in der Wurzel und dem quantitativen
DNA-Nachweis (Abb. 3). Es wurde eine hohe
negative Korrelation zwischen den Cq-Wer-
ten und der Anzahl der Nematoden berech-
net. Der RT-qPCR-Nachweis, unter Verwen-
dung der negl-Primerkombination erwies
sich somit als geeignet zur Quantifizierung
von P. neglectus in infizierten Getreidewur-
zeln.

Somit ist das RT-qPCR-Nachweissystem
eine sowohl einfache als auch sensitive
Methode zur Detektion und Quantifizierung
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von P. neglectus in Getreidewurzeln. Diese
Methode ist weitaus einfacher und kosten-
glinstiger als das traditionelle Auszdahlen der
Nematoden unter dem Mikroskop. Sie ermog-
licht den Nachweis von Nematoden in Getrei-
dewurzeln aus landwirtschaftlichen Produk-
tionsflachen. Dariiber hinaus ist sie flir die
Selektion resistenter Pflanzen in umfangrei-
chen Populationen bedeutsam, wie sie im
Rahmen der Pflanzenziichtung durchgefiihrt
wird. Sie ist somit ein wichtiges Werkzeug
zur Ziichtung resistenter Sorten.
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