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Molekylære metoder til detektion af frøsygdomme

•PCR/real-time PCR
•Microarray/DNA-chip

Mogens Nicolaisen og Annemarie Fejer Justesen



DNA-ekstraktion

PCR

Gelkørsel

GGGCCACAGTTGGAAACAGCTGCCGAGA 
CCATACCTCCATGACGTTTTCGCGCCGT 
GGTGCGTCAAGCGTTTCTTCCACAGTTT 
CGCAATCTTGATTATTGGTGCCCTTCTT 
TCGTTTGTTCGAGAAAGATGAGCCACTA 
GCTTCACATGCGACCAAACCCACCCTTT 
TTCGCTTGAATGCCTGTGGCTGCCGCGT 
CTCTTGTTTGTGGCACAATCTAGCCAAG 
GTTTTCACAAATCGTATCCGGGCTTTGT 
CGTCCTGAATCGGCTTGAAGAGCATGCC 
AGCGATGGTACCTCGCTCCTGAAGTTCA 
AACTCAACGGCTGGTAGCGTCAGGACTT 
TGTCTGCGGCCATCCCGCTGAGTTGCCT 
GGCTATCTCGATTGTGTCGATCGATTCA 
TGGAACTCGCGGACGGCCGATTCTAATC 
GTTCTCTGTACAATCTCTGGTATGTACT 
GCAATCTTTCGCTTCGTATCCTCGTATT 
TCTTATAAAGATCCGTCCCTTCAC

PCR analyse

Target 
DNA

Cycle 1

Cycle 2

Cycle 3
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Usædsbårne sygdomme i byg

Pyrenophora graminea
Imperfect: Drechslera graminea

Pyrenophora teres
Imperfect: Drechslera teres



Væksthustest 4-5 uger

Konventionel test for Pyrenophora sp.
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Sammenhæng mellem mængden af 
DNA og antallet af inficerede 

kerner



Fusarium i korn

S. Suproniene H. Jørskov
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Fusarium i 
kornprøver
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Real-time PCR for:
F. graminearum
F. culmorum
F. poae
F. langsethiae
F. sporotrichioides
F. equiseti



PCR

• Specificitet (kan skelne arter som ikke 
kan skelnes morfologisk)

• Følsomhed (sammenlignelig med 
konventionelle metoder)

• Kan automatiseres (DNA-ekstraktion/ 
real-time PCR)

• Kort testtid (1-2 dage)
• Kvantitativ (real-time PCR)
• Kræver ikke speciel ekspertise



Multiplex detektion af 
plantepatogener

DNA array teknologi

Virus
Bakterier
Eukaryote patogener



Fusarium chip

F. graminearum
F. culmorum
F. pseudograminearum
F. equiseti
F. poae
F. langsethiae
F. avenaceum
F. tricinctum
F. sporotrichioides
F. subglutinans
F. proliferatum
F. verticillioides



Multiplex detektion med DNA- 
chip

N
H

2-
T

T
T

T
T

T
T

T
T

T
A

G
T

C
C

T
G

C
T

G
C

A
C

T
C

C
C

C
A

A
A

T
A

N
H

2-
T

T
T

T
T

T
T

T
T

T
A

G
T

C
C

T
G

C
T

G
C

A
C

T
C

C
C

C
A

A
A

T
A

N
H

2-
T

T
T

T
T

T
T

T
T

T
A

G
T

C
C

T
G

C
T

G
C

A
C

T
C

C
C

C
A

A
A

T
A

N
H

2-
T

T
T

T
T

T
T

T
T

T
A

G
T

C
C

T
G

C
T

G
C

A
C

T
C

C
C

C
A

A
A

T
A

N
H

2-
T

T
T

T
T

T
T

T
T

T
A

G
T

C
C

T
G

C
T

G
C

A
C

T
C

C
C

C
A

A
A

T
A

T
C

A
G

G
A

C
G

A
C

G
T

G
A

G
G

G
G

T
T

T
A

T

Cy3

Spot ~200 µm

http://images.google.com/imgres?imgurl=http://www.kwfkankerbestrijding.nl/content/images/micro-array_glaasje.jpg&imgrefurl=http://www.kwfkankerbestrijding.nl/content/pages/DNA_chip_vist_naar_kankergenen.html&h=425&w=640&sz=26&tbnid=9Su6SICkAUEJ:&tbnh=89&tbnw=135&hl=da&start=131&prev=/images%3Fq%3Ddna%2Barray%26start%3D120%26svnum%3D10%26hl%3Dda%26lr%3D%26sa%3DN


18 S 5.8 S 28 S
ITS1 ITS2

Consensus

 

PCR

Sample

DNA extraction

Random primed 
Cy3 labelling

HybridisationScanning

Microarray analyse



Hybridiseringsresultater

F.

 

poae F.

 

avenaceum F.

 

graminearum

F. graminearum

 

specifikke prober



Markprøver

Fave/triFcul/gramFcul/gram

Two wheat 
cultivars were 
inoculated in the 
field with
F. graminearum 
or F.
avenaceum at 
flowering 
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Microarray/ toxinanalyse af 
kornprøver
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Microarray

•Multiplex (kan teste for mange arter i én arbejdsgang)
•En metode som er ”på vej”
•Følsomhed (sammenlignelig med PCR)
•Automatisering ”på vej”
•Kort testtid
•Semi-kvantitativ
•Kræver ikke speciel ekspertise



• Hans Pinnschmidt
• Skaidré Suproniene
• Henrik Jørskov Hansen
• Henriette Nyskjold
• Lise N. Jørgensen
• Bent Nielsen
• Ulf Thrane
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