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Summary 
The quarantine nematode Bursaphelenchus xylophilus (pine wood nematode, PWN) is the causal agent of pine wilt disease in Asia 

and Europe. Great variation has been reported in the virulence level among populations of B. xylophilus. It is difficult to distinguish 
nematodes differing in virulence based on their morphology, therefore molecular biological techniques have been developed to 
identify virulence of various B. xylophilus populations. The real-time PCR-HRM was developed and evaluated as a method to detect 
and distinguish virulent and avirulent populations of B. xylophilus. A set of primers was designed to target the ITS-2 region of rDNA. 
Reliability of the newly developed primer pair was examined and positively verified on eight virulent and two avirulent isolates of 
B. xylophilus originating from geographically distant localities in Europe and Asia. The results showed two distinct melting curve 
profiles related to each of the examined virulent forms. The results have demonstrated that the real-time PCR-HRM analysis is a rapid, 
simple and accurate method to detect and distinguish virulent and avirulent populations of B. xylophilus. 
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Streszczenie 
Bursaphelenchus xylophilus jest czynnikiem sprawczym choroby więdnięcia sosny, doprowadzającym do zamierania drzew 

sosnowych na kontynencie azjatyckim, a od 1999 roku również w Europie. Dotychczasowe badania prowadzone nad patogenicznością 
nicienia B. xylophilus wykazały, że nie wszystkie izolaty tego szkodnika doprowadzają do zamierania drzew. W obrębie jego populacji 
stwierdzono występowanie patogenicznych, jak i całkowicie niepatogenicznych jego izolatów. Morfologiczne odróżnienie 
poszczególnych populacji charakteryzujących się różną patogenicznością jest całkowicie niemożliwe, dlatego poszukiwane są metody 
molekularne umożliwiające jak najbardziej precyzyjne ich odróżnienie. W przeprowadzonych badaniach do odróżniania pato-
genicznych i niepatogenicznych populacji tego kwarantannowego nicienia wykorzystano reakcję real-time PCR-HRM. W badaniach 
wykorzystano całkowite DNA patogenicznych oraz niepatogenicznych populacji B. xylophilus pochodzących z różnych rejonów świata. 
Dla populacji tych zaprojektowano własne startery, które amplifikowały fragment regionu ITS-2 rDNA. Przeprowadzone doświadczenia 
potwierdziły wysoką skuteczność zaprojektowanych starterów do odróżniania patogenicznych i niepatogenicznych populacji 
kwarantannowego nicienia B. xylophilus.  

Słowa kluczowe: Bursaphelenchus xylophilus; wirulencja; real-time PCR-HRM; choroba więdnięcia sosny; nicień kwarantannowy; 
wykrywanie 
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Wstęp / Introduction 
 

Bursaphelenchus xylophilus jest czynnikiem sprawczym 
choroby więdnięcia sosny, doprowadzającym do zamierania 
drzew sosnowych na kontynencie azjatyckim, a od 1999 
roku również w Europie (Portugalia i Hiszpania) (Mota 
i wsp. 1999; Robertson i wsp. 2011). Dotychczasowe 
badania prowadzone nad patogenicznością nicienia B. xy-
lophilus wykazały, że nie wszystkie izolaty tego szkodnika 
doprowadzają do zamierania drzew. W obrębie jego popu-
lacji stwierdzono występowanie patogenicznych, jak i całko-
wicie niepatogenicznych jego izolatów, które nie powodują 
obumierania drzew (Kiyohara i Bolla 1990; Wang i wsp. 
2005; Aikawa i Kikuchi 2007). W obrębie populacji 
B. xylophilus stwierdzono także takie, które charakteryzują 
się występowaniem samic z wyrostkiem na końcu ogona, 
tzw. mukronem. Typowe samice kwarantannowego nicienia 
B. xylophilus posiadają zaokrąglony ogon. Badania nad 
patogenicznoscią populacji zawierających taki wyrostek 
wykazały, że charakteryzują się one różną wirulencją 
w stosunku do roślin, tzn. w ich obrębie można wyróżnić 
zarówno izolaty, które powodują zamieranie roślin, jak 
również takie, które nie powodują ich obumierania (Braasch 
i wsp. 2001; Penas i wsp. 2004; Fonseca i wsp. 2008; Gu 
i wsp. 2011).  

Morfologiczne odróżnienie poszczególnych populacji 
charakteryzujących się różną patogenicznością jest całko-
wicie niemożliwe, gdyż zarówno osobniki młodociane, jak 
i dorosłe (tj. samce i samice) wyglądają identycznie. 
W związku z zaistniałymi trudnościami, poszukiwane są 
metody molekularne umożliwiające jak najbardziej precy-
zyjne odróżnienie poszczególnych populacji od siebie. 
Dotychczas nie opracowano żadnej molekularnej metody 
umożliwiającej odróżnienie populacji patogenicznych od 
niepatogenicznych tego kwarantannowego nicienia.  

W przeprowadzonych badaniach do odróżniania pato-
genicznych i niepatogenicznych populacji tego kwarantan-
nowego nicienia wykorzystano reakcję real-time PCR- 
-HRM (Polymerase Chain Reaction-High Resolution 
Melting). W technice tej, podobnie jak w przypadku real- 
-time PCR, wykorzystuje się analizę topnienia produktu 

PCR. Dzięki zastosowaniu barwników fluorescencyjnych 
możliwe jest wykrycie pojedynczych różnic nukleotydo-
wych w porównywanych produktach PCR, przez co 
uzyskuje się więcej informacji na temat produktu PCR, niż 
było to możliwe przy zastosowaniu innych technik. 
Ponadto, metoda ta nie wymaga dodatkowego trawienia 
enzymami restrykcyjnymi (jak PCR-RFLP – Polymerase 
Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymor-
phism – reakcja łańcuchowej polimerazy z analizą poli-
morfizmu długości fragmentów restrykcyjnych) i rozdziału 
elektroforetycznego, co znacznie przyspiesza uzyskanie 
wyników (Wittwer i wsp. 2003; Pasay i wsp. 2008). 

Technika real-time PCR-HRM wielokrotnie wykorzys-
tywana była do identyfikacji innych gatunków organiz-
mów, w tym także nicieni (Senapin i wsp. 2010; Panicha-
reon i wsp. 2011; Holterman i wsp. 2012; Demeler i wsp. 
2013). Ponadto, w ostatnim czasie technikę tę z powo-
dzeniem zastosowano do identyfikacji i odróżnienia B. xy-
lophilus od najbliżej spokrewnionego z nim morfolo-
gicznie gatunku nicienia B. mucronatus (Filipiak i Hasiów- 
-Jaroszewska 2016). 
 
 
Materiały i metody / Materials and methods 
 

W przeprowadzonych badaniach wykorzystano osiem 
patogenicznych oraz dwie niepatogeniczne (obecnie, 
jedyne udostępnione do badań) populacje B. xylophilus 
pochodzące z różnych rejonów świata (tab. 1).  

DNA nicieni izolowano z pojedynczych osobników (tj. 
osobno z samic, samców i osobników larwalnych) przy za-
stosowaniu zestawu QIAamp DNA Micro Kit (QIAGEN) 
zgodnie z zaleceniami producenta. Dla DNA badanych 
populacji zaprojektowano własne startery, które amplifiko-
wały fragment regionu internal transcribed spacer (ITS)-2 
rDNA (forward: 5'-CAGAAACGCCGACTTGTTTT-3' 
oraz reverse 5'-ATATTGGTCGCGGAACAAAC-3') (rys. 1). 
Startery zaprojektowano przy pomocy programu kompute-
rowego Primer3web version 4.0.0 - Pick primers from 
a DNA sequence (http://bioinfo.ut.ee/primer3/) (Koressaar 
i Remm 2007; Untergasser i wsp. 2012).  

 
 
Tabela 1. Pochodzenie populacji Bursaphelenchus xylophilus wykorzystanych w badaniach oraz numery akcesyjne ich sekwencji 

zdeponowanych w GenBanku 
Table 1.  Origin of nematode species and isolates used in the study and their GenBank accession numbers 

Forma patogeniczności 
Virulent form 

Nazwa izolatu 
Isolate name 

Pochodzenie izolatu 
Geographical origin 

Numer akcesyjny w Banku 
Genów GenBank 

GenBank accession No. 

Patogeniczne 
Pathogenic 

China Nanjing, Chiny – China KM657966 
Ne 21/02 Nanjing, Chiny – China KT581989 

Ka4 Ibaraki, Japonia – Japan KX856335 
S10 Shimane, Japonia – Japan AB277206 
T4 Iwate, Japonia – Japan AB277207 

KR-3(w) Korea – Korea KT581988 
BxPt67OL Portugalia – Portugal JN684843 
BxMad25C Madeira, Portugalia – Portugal KX856336 

Niepatogeniczne 
Nonpathogenic 

C14-5 Chiba, Japonia – Japan AB277203 
OKD-1 Okayama, Japonia – Japan AB277205 
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     510        520        530        540        550         
BxT4         CAGAAACGCC GACTTGTTTT TTTCAAGTTT CTGCACGTTG TGACAGTCGT  
BxChina      CAGAAACGCC GACTTGTTTT TTTCAAGTTT CTGCACGTTG TGACAGTCGT  
BxKR-3(w)    CAGAAACGCC GACTTGTTTT TTTCAAGTTT CTGCACGTTG TGACAGTCGT  
BxNe2102     CAGAAACGCC GACTTGTTTT TTTCAAGTTT CTGCACGTTG TGACAGTCGT  
BxPt67OL     CAGAAACGCC GACTTGTTTT TTTCAAGTTT CTGCACGTTG TGACAGTCGT  
BxS10        CAGAAACGCC GACTTGTTTT TTTCAAGTTT CTGCACGTTG TGACAGTCGT  
BxKa4        CAGAAACGCC GACTTGTTTT TTTCAAGTTT CTGCACGTTG TGACAGTCGT 
BxMad25C     CAGAAACGCC GACTTGTTTT TTTCAAGTTT CTGCACGTTG TGACAGTCGT 
BxC14-5      CAGAAACGCC GACTTGTTTT TTTCAAGTTT CTGCACGTTG TGACAGTCGT  
BxOKD-1      CAGAAACGCC GACTTGTTTT TTTCAAGTTT CTGCACGTTG TGACAGTCGT  
             forward primer 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     560        570        580        590        600         
BxT4         CTCGCATTGT TCGCGCAATG TTAGGCACCA TCTGTTTTAC GCGGTTTGTT  
BxChina      CTCGCATTGT TCGCGCAATG TTAGGCACCA TCTGTTTTAC GCGGTTTGTT  
BxKR-3(w)    CTCGCATTGT TCGCGCAATG TTAGGCACCA TCTGTTTTAC GCGGTTTGTT  
BxNe2102     CTCGCATTGT TCGCGCAATG TTAGGCACCA TCTGTTTTAC GCGGTTTGTT  
BxPt67OL     CTCGCATTGT TCGCGCAATG TTAGGCACCA TCTGTTTTAC GCGGTTTGTT  
BxS10        CTCGCATTGT TCGCGCAATG TTAGGCACCA TCTGTTTTAC GCGGTTTGTT  
BxKa4        CTCGCATTGT TCGCGCAATG TTAGGCACCA TCTGTTTTAC GCGGTTTGTT 
BxMad25C     CTCGCATTGT TCGCGCAATG TTAGGCACCA TCTGTTTTAC GCGGTTTGTT 
BxC14-5      CTCGCATTGT TCACGCAATG TTAGGCACCA TCTGTTTTAC GCGGTTTGTT  
BxOKD-1      CTCGCATTGT TCACGCAATG TTAGGCACCA TCTGTTTTAC GCGGTTTGTT  
 
 
             ....|....|  
                     610                 
BxT4         CCGCGACCAA TAT   
BxChina      CCGCGACCAA TAT   
BxKR-3(w)    CCGCGACCAA TAT   
BxNe2102     CCGCGACCAA TAT   
BxPt67OL     CCGCGACCAA TAT   
BxS10        CCGCGACCAA TAT  
BxKa4        CCGCGACCAA TAT 
BxMad25C     CCGCGACCAA TAT 
BxC14-5      CCGCGACCAA TAT   
BxOKD-1      CCGCGACCAA TAT   
             reverse primer 
 

Rys. 1. Diagram ukazujący sekwencje nukleotydów startera forward i reverse oraz zidentyfikowaną różnicę w sekwencji amplikonu 
pomiędzy populacjami patogenicznymi i niepatogenicznymi Bursaphelenchus xylophilus 

Fig. 1. Diagram indicating the nucleotide sequences of the forward and reverse primer and the identified sequence single nucleotide 
polymorphism (SNP) differentiating virulent and avirulent populations of Bursaphelenchus xylophilus 

 
 
Mieszanina reakcyjna zawierała: 1 μl DNA (stężenie 

30–50 ng/μl), 1 μl startera forward 10 μmol/μl, 1 μl startera 
reverse 10 μmol/μl, 2,5 mM MgCl oraz 10 μl buforu 
LightCycler® 480 High Resolution Melting Master (Roche 
Diagnostics). Całość uzupełniano wodą do objętości 20 μl. 
Reakcje PCR-HRM prowadzono w następujących warun-
kach: początkowa denaturacja w temperaturze 95°C przez 
10 minut, 50 cykli: denaturacja w temperaturze 95°C przez 
15 sekund, przyłączanie starterów w temperaturze 60°C 
przez 15 sekund oraz wydłużanie w temperaturze 72°C 
przez 20 sekund. Reakcje przeprowadzano w aparacie 
LightCycler® 480 Software, Version 1.5. Otrzymane dane 
analizowane były zgodnie z instrukcjami producenta. 

 
 

Wyniki i dyskusja / Results and discussion 
 

Przeprowadzone, wcześniejsze badania nad nicieniem 
B. xylophilus wykazały znaczne różnice genetyczne, 
a także w patogeniczności pomiędzy populacjami tego 
kwarantannowego szkodnika (Braasch i wsp. 1995; Irdani 
i wsp. 1995; Zhang i wsp. 2002; Vieira i wsp. 2007). Roz-

różnienie populacji patogenicznych od niepatogenicznych 
tego nicienia jest niemożliwe, dlatego poszukiwane są 
metody molekularne. W przeprowadzonych badaniach do 
odróżniania dwóch wirulentnych form B. xylophilus 
wykorzystano reakcję real-time PCR-HRM. Zaletą tej 
techniki jest możliwość odróżnienia dwóch badanych 
gatunków lub populacji na podstawie pojedynczych mutacji 
występujących pomiędzy nimi (Wittwer i wsp. 2003; Pasay 
i wsp. 2008). Wykryta mutacja występująca w regionie 
zmiennym ITS-2 pomiędzy populacjami patogenicznymi 
i niepatogenicznymi B. xylophilus umożliwiła wykorzysta-
nie tej techniki do rozróżniania dwóch wiruletnych form 
tego nicienia. W niektórych populacjach B. xylophilus w ob-
rębie tego regionu występują inne, dodatkowe mutacje. Są 
one jednak charakterystyczne dla populacji tego nicienia 
obejmujących samice wyróżniające się charakterystycz- 
nym wyrostkiem na końcu ogona (Braasch i wsp. 2001; 
Penas i wsp. 2004; Fonseca i wsp. 2008; Gu i wsp. 2011).  

Przeprowadzone doświadczenia potwierdziły skutecz-
ność zaprojektowanych starterów do powielania wybra-
nych fragmentów DNA, które umożliwiają odróżnianie 
patogenicznych od niepatogenicznych populacji kwaran-
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tannowego nicienia B. xylophilus. Analiza krzywej topnie-
nia produktów reakcji wykazała obecność pojedynczego 
produktu amplifikacji dla każdej z przeprowadzonych 
reakcji (rys. 2). 

Uzyskane podczas analizy HRM znormalizowane 
krzywe topnienia DNA różniły się pomiędzy sobą tempe-
raturą denaturacji, o czym świadczą znaczne przesunięcia 
tych krzywych względem siebie. Wskazuje to na obecność 
różnic w składzie nukleotydowym badanych gatunków 
nicieni w amplifikowanym rejonie genomu (rys. 3).  

Zaprojektowane startery pozwalały na amplifikację 
produktów umożliwiających odróżnienie dwóch różnych 
wirulentnych form B. xylophilus, co potwierdzone zostało 
również na wykresie różnicującym patogeniczne i niepato-
geniczne populacje tego szkodnika (rys. 4). 

Zarówno reakcje DNA wyizolowanym z populacji 
nicieni, jak i z pojedynczych osobników (bez względu na 
stadium rozwojowe) pozwalały na wyraźne odróżnienie od 
siebie populacji tego nicienia charakteryzujących się różną 
patogenicznością. 

 
 

 

Rys. 2. Krzywe topnienia produktów reakcji PCR-HRM dla patogenicznych (China, Ka4 oraz T4) i niepatogenicznych (C14-5 oraz 
OKD-1) populacji Bursaphelenchus xylophilus  

Fig. 2. Melting curves of real-time PCR-HRM products for pathogenic (China, Ka4 and T4) and nonpathogenic (C14-5 and OKD-1) 
populations of Bursaphelenchus xylophilus 

 
 

 

Rys. 3. Znormalizowany wykres fluorescencji różnicujący produkty reakcji PCR-HRM dla patogenicznych (China, Ka4 oraz T4) 
i niepatogenicznych (C14-5 oraz OKD-1) populacji Bursaphelenchus xylophilus   

Fig. 3.  Normalized melting curves of real-time PCR-HRM products for pathogenic (China, Ka4 and T4) and nonpathogenic (C14-5 and 
OKD-1) populations of Bursaphelenchus xylophilus 

 

Patogeniczne 
Pathogenic Niepatogeniczne 

Nonpathogenic 

Niepatogeniczne 
Nonpathogenic 

Patogeniczne 
Pathogenic 
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Rys. 4. Wykres różnicujący produkty reakcji PCR-HRM dla patogenicznych (China, Ka4 oraz T4) i niepatogenicznych (C14-5 oraz 

OKD-1) populacji Bursaphelenchus xylophilus 
Fig. 4. Differential plot of real-time PCR-HRM products for pathogenic (China, Ka4 and T4) and nonpathogenic (C14-5 and OKD-1) 

populations of Bursaphelenchus xylophilus 
 
 

Reakcja PCR-HRM umożliwia wykrycie nawet poje-
dynczych zmian nukleotydowych w badanych produktach 
PCR, dzięki czemu może być bardzo przydatną metodą 
wspomagającą i rozstrzygającą w przypadku identyfikacji 
bardzo blisko ze sobą spokrewnionych gatunków i izo-
latów dających niejednoznaczne rezultaty w reakcji real- 
-time PCR. W porównaniu do innych metod moleku-
larnych, technika PCR-HRM może być dużo prostszym 
i znacznie tańszym sposobem identyfikowania i różnico-
wania kwarantannowego szkodnika B. xylophilus. 
 
 
Wnioski / Conclusions 
 
1. Przeprowadzone badania wykazały, że reakcja PCR- 

-HRM umożliwia łatwe odróżnienie patogenicznych od 
niepatogenicznych populacji B. xylophilus. 

2.  Metoda ta jest bardzo czuła i pozwala na wykrycie 
różnic nawet w pojedynczych nukleotydach. 

3.  Analiza PCR-HRM jest również znacznie tańsza 
w porównaniu do powszechnie stosowanej techniki 
PCR-RFLP. 
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