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Development of reverse-transcription loop-mediated isothermal
amplification assay (RT-LAMP) for the detection
of Barley yellow mosaic virus

Opracowanie metody odwrotnej transkrypcji

i izotermalnej amplifikacji DNA z zastosowaniem starteréw

zapetlajacych (RT-LAMP) do wykrywania wirusa zéttej mozaiki jeczmienia
(Barley yellow mosaic virus)

Natasza Borodynko*, Matgorzata Jezewska

Summary

Barley yellow mosaic virus (BaYMV) is the causal agent of a dangerous disease of winter barley, identified in Poland for the first
time in 2008. It is transmitted by a root-inhabiting fungal-like plasmodiophorid Polymyxa graminis Led, and thus the disease is called
“soil-borne”. Taking into account the way of transmission of the pathogen, the only method of protection of winter barley crops
against this pathogen is breeding and cultivation of resistant/tolerant cultivars. The objective of investigations presented in this paper
was to develop an improved efficient diagnostic molecular method for precise detection of BaYMV in assessed materials. For the first
time a reverse-transcription loop-mediated isothermal amplification assay (RT-LAMP) was chosen and adopted for improved
diagnostics of BaYMV. The specific RT-LAMP primers for BaYMV detection were designed based on the coat protein gene. RT-LAMP
assay is inexpensive and easy to perform, so it may be used for the rapid and specific diagnosis of BaYMV.
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Streszczenie

Wirus z6ttej mozaiki jeczmienia (Barley yellow mosaic virus, BaYMV) jest sprawcy niebezpiecznej choroby jeczmienia ozimego.
W Polsce po raz pierwszy zostat zidentyfikowany w 2008 roku. BaYMV jest przenoszony przez pierwotniaka glebowego Polymyxa
graminis Led. i dlatego wiroza okreslana jest jako ,odglebowa”, a jedynym sposobem jej zwalczania pozostaje hodowla i uprawa
odmian odpornych/tolerancyjnych. Celem badan byto opracowanie bardziej czutych, molekularnych metod diagnostycznych,
pozwalajacych na precyzyjng ocene porazen roslin przez wirus. Po raz pierwszy zaadaptowano molekularng technike odwrotnej
transkrypcji i izotermicznej amplifikacji DNA z zastosowaniem starterow zapetlajagcych (RT-LAMP — reverse-transcription loop-
mediated isothermal amplification assay) i wykazano mozliwos¢ jej wykorzystania w diagnostyce BaYMV. Specyficzne startery
zaprojektowano w oparciu o sekwencje nukleotydéw genu kodujacego biatko ptaszcza. RT-LAMP ze wzgledu na niskie koszty
wykonania, jak i szybkos$¢ reakcji moze byé wykorzystywany do szybkiej i specyficznej diagnostyki wirusa.

Stowa kluczowe: wirus z6ttej mozaiki jeczmienia; jeczmien ozimy; diagnostyka; RT-LAMP
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Wstep / Introduction

Zbtta mozaika jeczmienia jest ekonomicznie wazng
choroba jeczmienia ozimego, wywolywana przez dwa
wirusy: zoltej mozaiki jeczmienia (Barley yellow mosaic
virus, BaYMYV) oraz tagodnej mozaiki jeczmienia (Barley
mild mosaic virus, BaMMV). Wystepuje w Europie i Azji
(Plumb i wsp. 1986; Kiihne 2009). W Europie BaYMV
zostal po raz pierwszy stwierdzony w Wielkiej Brytanii
w latach 80. XX wieku, a obecnie jest wykrywany w wigk-
szo$ci upraw jeczmienia ozimego w Europie (Hill i Wal-
pole 1989; Adams 1991). W Polsce BaYMV zostal ziden-
tyfikowany w 2008 roku (Jezewska i Trzmiel 2009).
Prowadzony w kolejnych latach monitoring wystepowania
wirusow na jeczmieniu ozimym wykazal, ze gldwnym
sprawca choroby jest BaYMV (Jezewska i wsp. 2010).
Dotychczasowe badania wykazaly, ze jedynym skutecz-
nym sposobem walki z choroba jest stosowanie odmian
odpornych na BaYMV (Adams i wsp. 1987; Hill i wsp.
1988).

Wirus nalezy do rodzaju Bymovirus (rodzina Potyviri-
dae), a jego wektorem jest pierwotniak glebowy Polymyxa
graminis Led. (Adams i wsp. 1988). Przenosi si¢ takze
mechanicznie. Czastki wirusa sg nitkowate (Huth i wsp.
1984), a genom dwudzielny i obejmuje RNA1 i RNA2
o wielkoéciach odpowiednio 7,6 i 3,5 kb (Chen i wsp.
1999). RNAI koduje pojedyncza poliproteing, z ktorej
w wyniku cigcia wirusowymi proteazami powstaje dziesig¢
biatek, w tym biatko plaszcza (CP — coat protein) (Berger
i wsp. 2005). RNA2 réwniez koduje jedna poliproteing,
z ktorej powstaja dwa biatka: P1 (niezbedne do wywotania
infekcji systemicznej) i P2 (warunkujace przenoszenie
przez wektora) (You i Shirako 2012).

W diagnostyce BaYMV stosowano: ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) (Adams 1991), RT-PCR (re-
verse transcription and polimerase chain reaction) (Vaiano-
poulos i wsp. 2003) czy real time PCR (polimerase chain
reaction) z sondg TagMan (Mumford i wsp. 2004). Cho-
ciaz s3 to metody powszechnie stosowane w diagnostyce
wirusow, w ostatnich latach opracowano nowa metode —
LAMP (Loop-mediated isothermal AMPlification), ktora
charakteryzuje si¢ wysoka czulo$cia i specyficznoscia,
a dodatkowo pozwala na szybka identyfikacj¢ wirusa
(okolo 45 minut). Nie wymaga specjalistycznego sprzetu,
z powodzeniem moze by¢ zastosowana z wykorzystaniem
fazni wodnej. Dotychczas technike te stosowano m.in.
w diagnostyce wirusa mozaiki ogorka (Cucumber mosaic
virus, CMV) (Peng i wsp. 2012), wirusa mozaiki pepino
(Pepino mosaic virus, PepMV) (Hasiow-Jaroszewska
i Borodynko 2013) oraz wirusa nekrotycznej pierscie-
niowej plamistosci wisni (Prunus necrotic ringspot virus,
PVRSV) (Zong i wsp. 2014).

Celem pracy bylo opracowanie warunkéw zastosowa-
nia metody RT-LAMP (reverse-transcription loop-media-
ted isothermal amplification assay) w diagnostyce wirusa
761tej mozaiki jeczmienia.

Materiaty i metody / Materials and methods

Do badan uzyto niemiecki izolat BaYMV, Glen Torf
Gruppel, otrzymany z The Institute for Epidemiology and

Pathogen Diagnostics, Federal Research Centre for
Cultivated Plants — Julius Kuehn Institute (BAZ) w Qued-
linburgu (Niemcy). Wirusa utrzymywano na jeczmieniu
odmiany Gil lub Merlot. Ro$liny w fazie 3 lisci inoku-
lowano mechanicznie wirusem. W tym celu licie porazo-
nych ro$lin rozcierano w 0,05 M buforze fosforanowym,
a nastgpnie otrzymanym sokiem zakazano zdrowe rosliny,
opylone wczesniej karborundem. Rosliny utrzymywano
w stalych warunkach temperatury (12°C w nocy, 15°C
w dzien). Ze 100 mg probek przygotowanych z roslin
wykazujacych objawy chorobowe izolowano calkowity
RNA, stosujac zestaw RNeasy®Plant Mini Kit (Qiagen),
zgodnie z zaleceniami producenta. Uzyskane RNA mierzo-
no na spektrofotometrze i doprowadzano st¢zenie do
0,5 pg/pl. Otrzymany calkowity RNA przechowywano
w temperaturze —20°C.

Startery do reakcji LAMP zaprojektowano w oparciu
o sekwencje nukleotydow genu kodujacego biatko plasz-
cza (Kiihne i wsp. 2003; Nishigawa i wsp. 2008) z wyko-
rzystaniem programu Primer Explorer V4 software
(http://primerexplorer.jp/e/v4_manual/index.html).  Sek-
wencje nukleotydow CP dla trzech réznych izolatow
BaYMYV uzyskano z Banku Genow.

W reakcji RT-LAMP uzyto nastgpujace startery:
zewnetrzny forward F3 (GGCAACGAAGCAAGTTAACQ),
zewnetrzny rteverse B3 (GCATTACTTGATTCTCAG
CATG), wewnetrzny forward FIP (CACAGCATCAGT
CCAGGCTTGCCTAAGTCTGTTATGGAACAT), wew-
netrzny reverse BIP (ACAACTGATGAGGCATGGATCG
TGAGGTGCCATTGTTGC), zapetlajacy forward LoopF
(AGATTCGAGTGCAACTGAGTT) oraz zapetlajacy re-
verse LoopB (CCTTCATCGGATGGTGCT). Reakcje
prowadzono w 25 pl, a mieszanina zawierata: 2 uM FIP
i2 uM BIP, 0,5 uM F31 0,5 uM B3, 1 uM LoopF i 1 pM
LoopB, 15 pl Isothermal Mastermix (ISO-001t) (Nova-
zym), 20 U odwrotnej transkryptazy (ROCHE), 2 ul RNA
oraz 1 pl wody. Reakcje prowadzono zgodnie z proto-
kotem producenta, w temperaturze 65°C przez 45 minut.
Reakcje prowadzono w aparacie do reakcji real time PCR
(Mx3000P, Stratagene) umozliwiajacym analiz¢ przyrostu
produktu w czasie (w kolejnych cyklach). Do amplifikacji
produktow wykorzystano rowniez tazni¢ wodng i termo-
blok, w ktorych utrzymywano stalg temperaturg. Uzyskane
produkty amplifikacji wykrywano po rozdziale elektro-
foretycznym w 1% zelu agarozowym z dodatkiem barw-
nika Midori Green DNA Stain (Nippon Genetics Europe
GmbH).

W celu potwierdzenia specyficzno$ci zastosowanych
starterow do reakcji RT-LAMP identyfikowano réwniez
material genetyczny innych wirusdéw porazajacych jecz-
mien: wirusa pasiastej mozaiki jeczmienia (Barley stripe
mosaic virus, BSMV) oraz grupe wirusow zéltej karto-
watosci jeczmienia (Barley yellow dwarf virus-PAV, Bar-
ley yellow dwarf virus-MAV i Cereal yellow dwarf virus-
RPV).

W celu przeprowadzenia konwencjonalnej reakcji RT-
PCR zaprojektowano startery w obregbie regionéw konser-
watywnych obejmujacych sekwencje nukleotydow genu
kodujacego biatko ptaszcza (BaYMV CPF: GCAGCCAT
GACTCAATCCTC i BaYMV CPR: GGGTGATGGTTT
AGGTTAGTTC).
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RT-PCR przeprowadzono jednoetapowo z wykorzy-
staniem zestawu Transcriptor One-Step RT-PCR (Roche)
zgodnie z zaleceniami producenta. Reakcje odwrotnej
transkrypcji prowadzono w temperaturze 50°C przez
30 min. Nastgpnie, po wstepnej denaturacji w 94°C przez
7 min, przeprowadzono 35 cykli PCR: denaturacja 94°C
przez 30 s; przylaczanie starterow: 57°C przez 30 s; wy-
dhuzanie nici 68°C przez 1 min oraz koncowe wydtuzenie
w 68°C przez 7 min.

Otrzymane produkty amplifikacji rozdzielano na 1%
zelu agarozowym z dodatkiem barwnika Midori Green
DNA Stain (Nippon Genetics Europe GmbH). Produkty
oczyszczano z zelu za pomocg NucleoSpin ® Gel and PCR
Clean-up (Machery-Nagel), zgodnie z zaleceniami produ-
centa, ligowano do wektora pGEM T-Easy (Promega)
i przeprowadzano transformacj¢ metoda szoku termicz-
nego do komorek kompetentnych Escherichia coli TOP10
(Invitrogen). Plazmidowe DNA izolowano z uzyciem
zestawu NucleoSpin ® Plasmid (NoLid) (Machery-Nagel),
a obecno$¢ insertow weryfikowano poprzez trawienie
enzymem restrykcyjnym EcoRI (Thermo Scientific). DNA
sekwencjonowano w firmie Genomed S.A. z uzyciem
uniwersalnych starterow MI13F/R w celu poznania
sekwencji wirusa, stwierdzenia jej poprawno$ci oraz
porownania z innymi sekwencjami dostegpnymi w Banku
Genéw. Poréwnywano czulo$¢ testow RT-PCR, RT-
LAMP i real time RT-LAMP do wykrywania wirusa,
stosujac seri¢ dziesigciokrotnych rozcienczen catkowitego
RNA o stezeniu 500 ng/pl.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Potrzeba adaptacji metody RT-LAMP do wykrywania
BaYMYV wyniknela z niewystarczajacej czulosci wykrywa-
nia tego wirusa w roslinach jeczmienia ozimego w Polsce
z zastosowaniem testu ELISA. Badania obejmowaty
diagnostyke wirusa zarOwno w zakresie monitoringu w na-
turalnych warunkach polowych, jak i doswiadczen nad
oceng odpornosci odmian zalecanych do uprawy w naszym
kraju (Jezewska i wsp. 2010; Jezewska 2013). Wyniki
otrzymane przy zastosowaniu testu ELISA wykazywaty
niskie odczyty absorbancji dla testowanych prob roslin-
nych. Produkty uzyskane w wyniku RT-LAMP sg miesza-
ning fragmentow DNA o roznej wielko$ci 1 roznej
strukturze. Potwierdzil to obraz elektroforezy, przepro-
wadzonej po amplifikacji wykonanej w tazni wodnej
(rys. 1), w obecnosci markera wielkosci DNA. Dla sze$ciu
kolejnych rozcienczen catkowitego RNA uzyskano pro-
dukty reakcji, nie uzyskano natomiast produktu dla steze-
nia 500 fg.

Specyficzno$¢ metody potwierdzono w reakcji real
time RT-LAMP, w trakcie ktorej otrzymano jeden produkt
amplifikacji, taki sam dla poszczegdInych rozcienczen. Nie
uzyskano produktow amplifikacji dla innych testowanych
wirusow porazajacych jeczmien. Uzyskane wyniki przed-
stawiono w formie wykresow krzywych amplifikacji i krzy-
wych topnienia (rys. 2, 3). Podobng czulo$¢ reakcji uzys-
kano w poréwnaniu z konwencjonalng reakcja RT-PCR

Rys. 1. Wykrywanie BaYMYV z zastosowaniem techniki RT-LAMP, w kolejnych rozcienczeniach catkowitego RNA
M — marker HyperLadder 1V(Bioline), K — kontrola negatywna, 1-7 — kolejne rozcienczenia: 500 ng, 50 ng, 5 ng, 500 pg, 50 pg,

5 pg, 500 fg

Fig. 1. Detection of BaYMV by RT-LAMP assay using of serial dilutions of the RNA
M — HyperLadder IV (Bioline), K — negative control, 1-7 — serial dilutions: 500 ng, 50 ng, 5 ng, 500 pg, 50 pg, 5 pg, 500 fg



Progress in Plant Protection 55 (3) 2015 349

Fluorescencja (dR) — Fluorescence (dR)

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

Rys. 2. Krzywe amplifikacji obserwowane w czasie rzeczywistym. 1-6 — kolejne rozcienczenia
Fig. 2. Amplification curves monitoring in real time. 1-6 — serial dilutions
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Rys. 3. Krzywe topnienia dla 6 kolejnych rozcienczen. Dla wszystkich rozcienczen uzyskano takie same produkty amplifikacji
Fig. 3. Six dissociation curves for serial tenfold dilutions. The same amplification products for all dilutions tested

(rys. 4), jednak ze wzgledu na krotki czas reakcji, metoda  Przedstawione dane wykazaly podobng czulo$¢ technik
RT-LAMP okazuje si¢ by¢ szczegdlnie przydatna w zasto-  RT-PCT, RT-LAMP i real-time RT-LAMP. Trudno jed-
sowaniu do prob wymagajacych szybkiej diagnostyki.  noznacznie to wyjasni¢, ale mozna przypuszczaé, ze we
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Rys. 4. Wykrywanie BaYMYV z zastosowaniem konwencjonalnego RT-PCR
M — marker HyperLadder 1V(Bioline), K — kontrola negatywna, 1-7 — kolejne rozcienczenia: 500 ng, 50 ng, 5 ng, 500 pg, 50 pg,
5 pg, 500 fg

Fig. 4. Detection of BaYMV using RT-PCR
M — HyperLadder IV (Bioline), K — negative control, 1-7 — serial dilutions: 500 ng, 50 ng, 5 ng, 500 pg, 50 pg, 5 pg, 500 fg

wszystkich przypadkach osiggnieto graniczny poziom wy-  Wnioski / Conclusions
krywania wirusa.
Jedyng trudno$¢ w przypadku tej techniki stanowi etap 1.
projektowania trzech par starterow, ktore wymagajg dhu-
gich sekwencji nukleotydow, jednak dostepne sg programy 2.
(rowniez bezplatne), ktore ulatwiaja dobor sekwenciji starte-
roéw tak, zeby zachowana zostata ich wysoka specyficznos¢.
Mozliwos$¢ wykrycia wirusa metodag RT-LAMP w pre-
paratach rozcienczonych do 500 fg $§wiadczy o czulosci

Zaprojektowane startery do testu RT-LAMP w sposob
specyficzny wykrywaja BaYMV.

Opracowana technika RT-LAMP pozwala na uzyskanie
wyniku w ciggu 45 minut i nie wymaga specjalistycz-
nego oraz drogiego sprzetu.

testu, co nie zawsze musi odpowiadac¢ skutecznosci de-
tekcji BaYMV w materiale roslinnym. Uzasadnione jest
podjecie dalszych badan w celu weryfikacji przydatnosci
metody w praktyce.
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