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The use of PCR-HRM technique for detection
of the quarantine nematode Bursaphelenchus xylophilus

Wykorzystanie techniki PCR-HRM do wykrywania
kwarantannowego gatunku nicienia Bursaphelenchus xylophilus

Anna Filipiak, Marek Tomalak

Summary

High Resolution Melting Analysis (PCR-HRM — Polymerase Chain Reaction-High Resolution Melting) is a recently developed
technique for fast, high-throughput post-PCR analysis of genetic mutations or variance in sequences of nucleic acid. It enables
researchers to rapidly detect and categorize genetic mutations, identify new genetic variants without sequencing, or determine the
genetic variation in a population prior to sequencing. PCR-HRM technique was also used to detect and distinguish Bursaphelenchus
xylophilus from morphologically and genetically similar nematode species B. mucronatus. In the research reported here PCR-HRM was
conducted on the rDNA of B. xylophilus (China) and Polish isolates of B. mucronatus (Mdz-01, Rad-03 and Wro-01), with the use of
primers specifically designed from the ITS-1 region of B. mucronatus. The conducted study revealed that PCR-HRM is an effective essay
which allows one to distinguish of B. xylophilus from B. mucronatus. This technique is very sensitive and enables detection of
differences even in single nucleotides. PCR-HRM technique is also much cheaper when compared to commonly used PCR-RFLP.
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Streszczenie

Reakcje PCR-HRM (Polymerase Chain Reaction-High Resolution Melting) przeprowadzano z wykorzystaniem catkowitego DNA
(deoxyribonucleic acid) Bursaphelenchus xylophilus [izolat China pochodzacy z kolekcji Instytutu Juliusa Kithna — Federalnego Centrum
Badan Roslin Uprawnych (Julius Kihn Institute Federal Research Centre for Cultivated Plants — JKI) w Braunschweig, Niemcy,
a uzyskany na podstawie zezwolenia Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju WSsi na import dla celéw badawczych] i polskich populacji
B. mucronatus (izolaty Mdz-01, Rad-03 i Wro-01). W reakcji PCR wykorzystano startery komplementarne do rejonu oskrzydlajacego
fragment ITS-1 rDNA badanych gatunkéw. W projektowaniu starteréw wykorzystano program IDT's PrimerQuest (wersja 2.2.3).
Przeprowadzone doswiadczenia potwierdzity wysoka skutecznos¢ zaprojektowanych starterow do odrdzniania kwarantannowego
nicienia B. xylophilus od najblizej spokrewnionego z nim B. mucronatus. Analiza krzywej topnienia produktow reakcji wykazata
obecno$¢ pojedynczego produktu amplifikacji dla kazdej z przeprowadzonych reakcji. Uzyskane podczas analizy HRM znormalizowane
krzywe topnienia DNA roznity sie pomiedzy soba temperaturg denaturacji, o czym Swiadczg znaczne przesuniecia tych krzywych
wzgledem siebie. Wskazuje to na obecnos¢ réznic w sktadzie nukleotydowym badanych gatunkéw nicieni w powielanym rejonie
genomu. Reakcja PCR-HRM umozliwia wykrycie nawet pojedynczych zmian nukleotydowych w badanych produktach PCR, dzieki
czemu moze by¢ bardzo przydatng metodga wspomagajgca i rozstrzygajaca w przypadku identyfikacji bardzo blisko ze soba
spokrewnionych gatunkoéw i izolatéw dajgcych niejednoznaczne rezultaty w reakcji real-time PCR. W poréwnaniu do innych metod
molekularnych, technika PCR-HRM moze by¢ duzo prostszym i znacznie tanszym sposobem identyfikowania kwarantannowego
szkodnika B. xylophilus.
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Wstep / Introduction

Mieszanina reakcyjna zawierata: 1 pl DNAegsnie
30-50 ng/ul), 1 pl startera forward 10 pmol/ul, L p

W zwigzku z coraz intensywniejszym rozprzestrzenia-startera reverse 10 pmol/pl, 1 pl EvaGreen 20X,12 p

niem sé kwarantannowego nicieniaBursaphelenchus
xylophilus i konieczndcia jego precyzyjnego odgdienia
od innych nicieni wysfpujacych w drewnie, przepro-
wadzono badania nad wykrywaniem tego szkodnika prz
pomocy analizy PCR-HRM (Polymerase Chain Reaction
High Resolution Melting). W technice tej, podobnik

w przypadku real-time PCR, wykorzystuje¢ sanaliz
topnienia produktu PCR. Otrzymywana w trakcie hada
analiza krzywych topnienia pozwala na wykrycie nawe
pojedynczych rénic nukleotydowych w poréwnywanych
produktach PCR, przez co uzyskuje siiccej informac;ji
na temat produktu PCR, mibylo to maliwe przy
zastosowaniu innych technik. Ponadto metoda ta ni
wymaga dodatkowego trawienia enzymami restrykcyjinym
(jak PCR-RFLP —Polymerase Chain Reaction-Restriction
Fragment Length Polymorphism — reakcjadachowe;j
polimerazy z analiz polimorfizmu dlugdci fragmentow
restrykcyjnych) i rozdziatu elektroforetycznego, nwacz-
nie przyspiesza uzyskanie wynikéw (Wittwer i wsp03;
Pasay i wsp. 2008).

Materialy i metody / Materials and methods

W przeprowadzonych badaniach wykorzystano catko
wite DNA (deoxyribonucleic acidB. xylophilus [izolat
China pochodgey z kolekcji Instytutu Juliusa Kiihna —
Federalnego Centrum BadaRdslin Uprawnych (Julius
Kihn Institute Federal Research Centre for Cultiglat
Plants — JKI) wBraunschweig, Niemcy, a uzyskany na
podstawie zezwolenia Ministerstwa Rolnictwa i Rogwo
Wsi na import dla celéw badawczych] i polskich playii
B. mucronatus (izolaty Mdz-01, Rad-03 i Wro-01). DNA

izolowano przy zastosowaniu zestawu QlAamp DNA

Micro Kit (QIAGEN) zgodnie z zaleceniami producenta
Dla DNA badanych populacji zaprojektowano wiasrae-st
tery, ktére amplifikowaly fragment regionu ITS-1 MB
(forward: 5'- CGTGCAACGGTAAAGTCTGGGTTT-3'
oraz reverse 5'- AATCCTACGCTCGCCAGAACGAAT-
3) (rys. 1). W projektowaniu starteréw wykorzysian
program IDT's PrimerQuest (wersja 2.2.3).

buforu do PCR, 0,5 pl dNTP 10 mM. Csdauzupetiano
wodg do obgtosci 20 pl. Reakej PCR-HRM prowadzono

w nastpujacych warunkach: pogtkowa denaturacja

w temperaturze 95°C przez 3 minuty, 40 cykli: daratja

w temperaturze 95°C przez 15 sekund, pzdnie
starterbw w temperaturze 61°C przez 15 sekund oraz
wydluzanie w temperaturze 72°C przez 15 sekund. Re-
akcje przeprowadzano w aparacie Rotor — Gene Q (Qia-
gen). Otrzymane dane analizowane byly zgodnie tzuks
cjami producenta.

@/yniki i dyskusja / Results and discussion

Przeprowadzone dwiadczenia potwierdzity wysak
skuteczné¢ zaprojektowanych starteréow do powielania
wybranych fragmentoéw DNA, ktére urdoviajg odr&nia-
nie kwarantannowego nicienB. xylophilus od najbliej
spokrewnionego z ninB. mucronatus. Analiza krzywe;j
topnienia produktéw reakcji wykazata obesh@ojedyn-
czego produktu amplifikacji dla kdej z przeprowadzo-
nych reakcji (rys. 2). Na wykresie przedstawionatosi
usrednione z 4 powtdriekazdej reakcji.

Uzyskane podczas analizy HRM znormalizowane krzy-
we topnienia DNA rénity sic pomidzy soly temperatur
denaturacji, o czyn$wiadcz znaczne przesugia tych
krzywych wzgkdem siebie. Wskazuje to na obe&ho
réznic w skiadzie nukleotydowym badanych gatunkéw
nicieni w amplifikowanym rejonie genomu (rys. 3).

Badania potwierdzity wysakskutecznét zaprojekto-
wanych starteréw do odibdiania kwarantannowego
nicienia B. xylophilus od najblizej spokrewnionego z nim
B. mucronatus. Reakcja PCR-HRM unitiwia wykrycie
nawet pojedynczych zmian nukleotydowych w badanych
produktach PCR, dlatego jest bardzo dolbmetod
wspomagajca i rozstrzygajca w przypadku identyfikaciji
bardzo blisko ze sabspokrewnionych gatunkow i izo-
latow, dajcych niejednoznaczne rezultaty w reakcji real-
time PCR. W poréwnaniu do innych metod molekular-
nych, technika PCR-HRM nie by duzo prostszym
i znacznie taszym sposobem identyfikowania kwaran-
tannowego szkodniki. xylophilus.

A
R R L EEERY EEEEEY PR BEEEE) FEEY EEPEEN EP
160 170 180 190 200
Bm CGCACGGAAG CCGAGAGGTG ACCGTGCAAC GGTAAAGTCT GGGITTCTAT
Bx CGCATGGAAG COGAGAGECG ACCGTGCAAC GGTGAAGTCT GGGITTCTAC
B
S R R L REEEY EEEEE) FEEEY BEEEE) FEREY BEPEE) RP
260 270 280 290 300
Bm GCTGCTTGCC GATTCGTTCT GGCGAGOGTA GGATTGAAAA GCCCGAGOGG
Bx GCTGCTTGCC GATTCGTTCT GGCGAGOGTA GGATTGAAAA GCOCGAGAGG

Rys. 1. Diagram ukazagy sekwencje nukleotydéw startera forward (A) ieese (B) oraz ich thice w sekwencji startera forward

pomiedzy B. mucronatusi B. xylophilus

Fig. 1. Diagram indicating the nucleotide sequermfethe forward (A) and reverse primer (B) andatighces in sequence alignment
of the forward primer betweeB xylophilus andB. mucronatus
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B. mucronatus B, xylophilus
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Rys. 2. Krzywe topnienia produktéw reakcji PCR-HRM &l xylophilus i B. mucronatus. Na osi pionowej przedstawiono waito
fluorescencji (dF/dT), a na osi poziomej waéttemperatury topnienia (Tm) [°C]

Fig. 2. Melting curves of PCR-HRM productB. xylophilus and B. mucronatus. The vertical axis shows the fluorescence value
(dF/dT), and the horizontal axis the value of thalting temperature (Tm) [°C]
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Rys. 3. Znormalizowany wykreszmicujgcy produkty reakcji PCR-HRM dIB. xylophilus i B. mucronatus
Fig. 3. Normalized differentiating graph of PCR-HRXbducts forB. xylophilus andB. mucronatus

Whioski / Conclusions Podzi ekowania / Acknowledgments

1. Przeprowadzone badania wykazahg reakcja PCR- Autorzy pragm podzekowat pracownikom Mgdzy-
HRM umazliwia tatwe odrénienie B. xylophilus od  zaktadowej Pracowni Biologii Molekularnej Instytutu
B. mucronatus. Ochrony Rélin — Pastwowego Instytutu Badawczego za

2. Metoda ta jest bardzo czuta i pozwala na wykrycieudostpnienie czsci wykorzystanego w badaniach sgrtre
réznic nawet w pojedynczych nukleotydach. oraz cenne wskazéwki udzielone w czasie realizagc

3. Analiza PCR-HRM jest rOwnieznacznie thsza w po- i interpretacji wynikow.
réwnaniu do powszechnie stosowanej techniki PCR-
RFLP.
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