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

Wykorzystanie techniki real-time PCR do wykrywania kwarantannowego
gatunku nicienia Bursaphelenchus xylophilus

Anna Filipiak, Marek Tomalak

Summary

The real-time PCR (polymerase chain reaction) based on TagMan chemistry was used to detect and distinguish Bursaphelenchus

xylophilus from other wood-inhabiting nematode species of the xylophilus group. In the study reported here DNA (deoxyribonucleic
acid) samples of B. xylophilus and two other most common in Europe and both morphologically and genetically similar nematode
species, i.e. B. fraudulentus and B. mucronatus, were examined in detail.
The study confirmed a high efficiency of the reaction primers and TagMan probe. These components allowed detection of
B. xylophilus in such small target DNA samples as 3 pg. In contrast, in none of the examined concentrations of DNA samples derived
from B. mucronatus and B. fraudulentus any signal was produced. These results showed high sensitivity and specificity of the real-time
PCR assay and its potential for rapid and accurate molecular identification of B. xylophilus, even in samples contaminated with DNA of
other, most closely related nematode species. Therefore, we conclude that this technique could be of a great value to plant
quarantine inspection.
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Streszczenie

Reakcje real-time PCR (polymerase chain reaction) (reakcja taricuchowa polimerazy) przeprowadzano z uzyciem specyficznych
starterow BSatF i BSatRV zaprojektowanych dla kwarantannowego nicienia Bursaphelenchus xylophilus oraz sondy TagMan. Ocene
wiarygodnosci tej metody przeprowadzono poddajac analizie proby DNA (deoxyribonucleic acid) (kwas deoksyrybonukleinowy)
B. xylophilus oraz dwdch powszechnych w Europie i najbardziej zblizonych do niego morfologicznie i molekularnie gatunkdéw
B. mucronatus i B. fraudulentus.
W przeprowadzonych badaniach potwierdzono wysoka skutecznos$¢ zaprojektowanych starteréw wraz z sondg TagMan. Przy ich
zastosowaniu wykrywano B. xylophilus na podstawie juz minimalnej ilosci DNA, dochodzacej do 3 pg. W zadnym stezeniu DNA nie
wykrywano zas pokrewnych jemu gatunkéw B. mucronatus oraz B. fraudulentus.
Dzieki badaniu przyrostu ilosci produktu reakcji PCR w czasie rzeczywistym analiza DNA jest znacznie mniej pracochtonna i szybsza niz
pozostate, wykorzystywane do tego celu metody. Wiaczenie real-time PCR do praktyki, jako metody identyfikacji kwarantannowego
gatunku B. xylophilus umozliwia tatwg eliminacje wszystkich pozostatych, zblizonych morfologicznie nicieni mogacych wystepowac
w prébach drewna i tym samym moze okaza¢ sie bardzo warto$ciowym rozwigzaniem dla stuzb inspekcji granicznej.

Stowa kluczowe: Bursaphelenchus xylophilus, wykrywanie szkodnika kwarantannowego, real-time PCR, sonda TagMan
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Wstep / Introduction

Reakcja tancuchowa polimerazy DNA (deoxyribo-
nucleic acid) (kwas deoksyrybonukleinowy) z analiza
przyrostu ilosci produktu w czasie rzeczywistym (real-time
PCR — polymerase chain reaction — reakcja tancuchowa
polimerazy) jest bardzo czula technika analityczna stoso-
wang w genetyce, biologii molekularnej i innych pokrew-
nych dziedzinach. Metoda ta pozwala na monitorowanie
zmian stgzenia produktu PCR poprzez pomiar fluore-
scencji proporcjonalnej do jego iloci w czasie trwania
reakcji (Stomski 2011). W poréwnaniu z klasycznym PCR,
real-time PCR zyskal szersze uznanie dzigki temu, ze jest
metoda szybsza, bardziej czula i wiarygodna. Ponadto,
znacznie szybciej uzyskuje si¢ wynik, ze wzgledu na fakt
iz, analiza po zakonczeniu reakcji, nie wymaga rozdziatu
elektroforetycznego (Wiedro i wsp. 2007).

Z uwagi na rosnaca potrzebg poszukiwania jak naj-
bardziej precyzyjnych, wiarygodnych i szybkich metod
identyfikacji kwarantannowego szkodnika Bursaphelen-
chus xylophilus 1 odrdznienia go od innych nicieni wyste-
pujacych w drewnie, przeprowadzono badania nad wykry-
waniem tego gatunku przy pomocy techniki real-time
PCR. Opracowanych zostato kilka par starteréw wykorzys-
tywanych w real-time PCR do identyfikacji B. xylophilus
(Cao i wsp. 2005; Leal i wsp. 2007). Wykorzystanie
jednak specyficznych starterow wraz z sonda TaqMan
zaprojektowanych dla B. xylophilus przez Frangois 1 wsp.
(2007), jak do tej pory, okazalo si¢ najbardziej czula
metoda wykrywania tego gatunku, przy minimalnej
wielkosci proby DNA dochodzacej do 1 pg genomowego
DNA. Ma to niezwykle duze znaczenie przy wykrywaniu
B. xylophilus wystepujacego w bardzo matych ilosciach,
gwarantujac jednoczesnie precyzyjng jego identyfikacje.

Celem przeprowadzonych badan byla ocena przy-
datnos$ci reakcji real-time PCR z sonda TagMan do iden-
tyfikacji kwarantannowego szkodnika B. xylophilus.

Materialy i metody / Materials and methods
Reakcje real-time PCR przeprowadzano z uzyciem

specyficznych dla B. xylophilus starterow BSatF i BSatRV
oraz sondy TagMan (Frangois i wsp. 2007) (tab. 1).

W badaniach wykorzystano DNA nicienia B. xylo-
philus, B. mucronatus i B. fraudulentus. DNA B. mucro-
natus 1 B. fraudulentus stuzylo, jako kontrola negatywna.
DNA izolowano przy wykorzystaniu zestawu QIAamp
DNA Micro Kit (QIAGEN) stosujac si¢ do zalecen pro-
ducenta. Izolacje DNA przeprowadzano dla kazdego ga-
tunku osobno. Reakcj¢ przeprowadzano w objetosci 25 pl.
Mieszanina reakcyjna zawierata: 34 ng DNA i nastgpnie
dziesigtne jego rozcienczenia (od 34 do 0,0034 ng/ul),
5mM MgCl2, 0,2 pM kazdego ze starterow (BsatF
iBsatRV), 0,2 uM sondy BsatS oraz bufor reakcyjny
zestawu AmpliLightReal-time PCR KIT (4X) (Novazym).
Calo$¢ uzupetniano woda do objetosci 25 upl wody.
Reakcj¢ real-time PCR prowadzano w nastgpujacych
warunkach: poczatkowa denaturacja w temperaturze 95°C
przez 5 minut, 40 cykli: denaturacja w temperaturze 95°C
przez 15 sekund, przylaczanie starterow w temperaturze
51°C przez 15 sekund oraz wydluzanie w temperaturze
72°C przez 20 sekund.

Reakcje przeprowadzano w aparacie Mx3005P" real-
time PCR System (Stratagene, La Jolla, CA, USA). Kazda
reakcja zostala powtdrzona trzykrotnie, a proby bez matrycy
stuzyly jako kontrole odczynnikowe. Wyniki byty analizo-
wane z wykorzystaniem oprogramowania MxPro"VQPCR,
dostarczonego przez producenta.

Na podstawie uzyskanych wartosci Cr (najczgSciej jest
to moment wejsScia kinetyki reakcji w faz¢ logaryt-
micznego przyrostu ilosci produktu) wygenerowano
krzywa standardowa i wyznaczono wspotczynnik korelacji
liniowe;j.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Oceng wiarygodno$ci metody real-time PCR podjgto
poddajac analizie proby DNA B. xylophilus oraz dwoch
najbardziej podobnych do niego morfologicznie i gene-
tycznie, jak réwniez najbardziej pospolitych w Europie
gatunkéw B. mucronatus 1 B. fraudulentus.

Tabela 1. Startery i sonda uzyte do detekcji B. xylophilus w reakcji real-time PCR
Table 1. Primers and probe used for detection of B. xylophilus by the real-time PCR

Startery i sonda Amplifikowany region Sekwencja 5’ >3’ Referencje

Primers and probe Amplified region Sequence 5’ >3’ References
BSatF Frangois
(starter) Mspl satDNA TGACGGAGTGAATTGACAAGACA _ -rang
(primer) i wsp. 2007
BSatRvV Frangois
(starter) Mspl satDNA AAGCTGAAACTTGCCATGCTAAA , rrang
(primer) i wsp. 2007
BSatS Francois
(sonda) Mspl satDNA FAM-ACACCATTCGAAAGCTAATCGCCTGAGA-TAMRA i wsp %007
(probe) ’
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W przeprowadzonych badaniach potwierdzono wysoka
skuteczno$§¢ wymienionych starteréw i sondy TaqMan.
Przy ich zastosowaniu wykrywano B. xylophilus na
podstawie minimalnej ilo§ci DNA, dochodzacej do 3 pg.
Zaden z testow nie wykrywat jednak obecno$ci pokrew-
nych jemu gatunkdw B. mucronatus oraz B. fraudulentus.
Na wykresie przedstawiono wartosci usrednione z 3 pow-
torzen kazdej reakcji. Srednie wartosci Cr odczytane

z krzywych amplifikacji dla B. xylophilus wynosily od
8,86 do 22,76 (rys. 1).

Dla reakcji wyrysowano krzywa standardowa z dzie-
sigciokrotnego szeregu rozcienczen matrycy. Wydajnosé
reakcji wyniosla 97,5%, a wspolczynnik korelacji liniowej
(r2) = 0,98 (rys. 2).
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Rys. 1. Wykrywanie gatunku B. xylophilus z wykorzystaniem metody real-time PCR z sonda TagMan. O$ pozioma oznacza liczbg cykli
amplifikacyjnych (Cr), a 0§ pionowa — warto$¢ fluorescencji, dR. 1 — B. xylophilus w stgzeniu 34 ng, 2 —w 3,4 ng, 3 —w 0,3 ng,

4 —-w 0,03 ngoraz 5—w 0,003 ng
Fig. 1.

Detection of B. xylophilus by the real-time PCR with TagMan probe. The horizontal axis represents the number of amplification

cycles (Cr), and the vertical axis — the value of fluorescence, dR. 1 — B. xylophilus in concentrations of 34 ng, 2 —in 3.4 ng, 3 —

in 0.3 ng, 4 —in 0.03 ng and 5 —in 0.003 ng
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Rys. 2. Krzywa standardowa otrzymana w wyniku reakcji ze starterami BSatF i BSatRV oraz sonda TaqMan i serii rozcienczen DNA
B. xylophilus. O$ pozioma oznacza ilos¢ DNA w ng w kolejnych préobach, a o§ pionowa — liczbg cykli amplifikacyjnych

Fig. 2. The standard curve obtained in the reaction with BSatRV and BSatF primers, and TagMan probe with a series of dilutions of
B. xylophilus DNA. The horizontal axis represents the amount of DNA in ng, in subsequent trials, and the vertical axis — the

number of amplification cycles
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Whioski / Conclusions

. Zastosowanie reakcji real-time PCR z wykorzystaniem

specyficznych starterow pozwolilo na precyzyjne
wykrywanie B. xylophilus nawet przy tak matych
wielko$ciach prob DNA, jak 3 pg.

Dzigki badaniu przyrostu ilosci produktu reakcji PCR
w czasie rzeczywistym analiza DNA jest znacznie
mniej pracochlonna i szybsza niz pozostale, wyko-
rzystywane do tego celu metody.

Wtaczenie do praktyki real-time PCR, jako metody
identyfikacji kwarantannowego gatunku B. xylophilus
umozliwia tatwa eliminacj¢ wszystkich pozostatych,
zblizonych morfologicznie nicieni, mogacych wystgpo-

Literatura / References

wac w probach drewna i tym samym moze okazac si¢
bardzo wartosciowym rozwiazaniem dla shuzb in-
spekcji granicznej.
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