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The use of selected molecular biology techniques
for the detection of Tomato black ring virus in plant sap

Zastosowanie wybranych technik biologii molekularnej
do wykrywania wirusa czarnej pierscieniowej plamistosci pomidora
(Tomato black ring virus) w soku roslinnym

Beata Hasiow-Jaroszewska*, Daria Budzyniska, Natasza Borodynko-Filas, Henryk Pospieszny

Summary

Tomato black ring virus (TBRV) infects a wide range of economically important plants, ornamental species and trees. The
population of the virus is very diverse and the concentration of particles in plants depends on many factors such as isolate, host and
climatic conditions. This causes serious problems in the development of effective and rapid methods to detect genetically diverse
isolates. The methods used for the direct detection of the virus in the infected plant material, e.g. immunosorbent assays, do not
always give satisfactory results. An immunocapture reverse transcription loop-mediated isothermal amplification (IC-RT-LAMP) and
immunocapture real-time reverse transcription polymerase chain reaction (IC-RT-gPCR) protocols were developed for the detection of
TBRV in different hosts. Eight isolates from black locus (Robinia pseudoacacia L.), one from tomato (Solanum lycopersicum cultivar
Moneymaker) and one from zucchini (Cucurbita pepo convar. giromontiina cultivar Astra Polka) were tested. Both methods enabled
sensitive, reproducible and specific detection of TBRV in infected plants.
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Streszczenie

Wirus czarnej pierscieniowej plamistosci pomidora (Tomato black ring virus, TBRV) poraza szeroki zakres roslin gospodarczo
waznych, rosliny ozdobne oraz drzewa. Populacja wirusa jest bardzo zréznicowana, a stezenie czastek w roslinach zalezy od takich
czynnikow, jak: izolat, gospodarz i warunki klimatyczne. Powoduje to istotne problemy w opracowywaniu skutecznych i szybkich
metod umozliwiajgcych wykrywanie zréznicowanych genetycznie izolatéw wirusa. Stosowane dotychczas techniki do bezposredniego
wykrywania wirusa w porazonym materiale roslinnym, np. test immunoenzymatyczny ELISA, nie zawsze dawaly zadowalajace
rezultaty. Opracowano warunki taficuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym (poprzedzonej odwrotng transkrypcjg) oraz
izotermicznej amplifikacji kwaséw nukleinowych w potaczeniu z serologicznym zageszczaniem czastek wirusa z soku roslinnego. Do
badan wykorzystano 8 izolatow z robinii akacjowej (Robinia pseudoacacia L.) oraz jeden z pomidora (Solanum lycopersicum odmiana
Moneymaker) i jeden z cukinii (Cucurbita pepo convar. giromontiina odmiana Astra Polka). Obie metody wykrywaty wirusa
w specyficzny i czuty sposob w zainfekowanych roslinach.
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Wstep / Introduction

Wirus czarnej pier§cieniowej plamistoSci pomidora
(Tomato black ring virus, TBRV) nalezy do podgrupy B
rodzaju Nepovirus, rodziny Secoviridae (King i wsp. 2012;
Hasiéw-Jaroszewska i wsp. 2015a). TBRV po raz pierwszy
opisano w Anglii, gdzie jego obecno$¢ stwierdzono na po-
midorze (Smith 1946). Obecnie wirus wystgpuje w Euro-
pie (m.in. Finlandia, Niemcy, Norwegia, Wiochy), Amery-
ce Pohocnej (Kanada, USA), Ameryce Potudniowe;j
(Brazylia), Azji (Indie, Japonia, Turcja) i Afryce (Kenia)
(Sastry 1966; Kaiser i wsp. 1978; Jonczyk i wsp. 2004;
Yiicel i wsp. 2008; Sneideris i wsp. 2012; Rymelska i wsp.
2013). W Polsce TBRYV po raz pierwszy wykryto w 1969
roku na pomidorze (Twardowicz-Jakusz 1969). Charakte-
rystyczne dla wiruséw z rodzaju Nepovirus jest przenosze-
nie przez nicienie z rodzaju Longidorus i1 Xiphinema
(Harrison i wsp. 1961; Harrison 1964; Harrison i Murant
1977). Wirus moze by¢é roéwniez przenoszony przez
nasiona (Lister i Murant 1967).

TBRV poraza szeroki zakres roslin, w tym ro$liny
gospodarczo wazne, ozdobne oraz drzewa. Wystepowanie
wirusa potwierdzono miedzy innymi na pomidorze, cebuli,
ogorku, cukinii, winorosli, truskawce i robinii akacjowe;j
(Borodynko i wsp. 2011). Wirus na porazonych ro$linach
wywoluje takie objawy, jak chlorotyczne zmiany wyste-
pujace lokalnie lub systemicznie, nickiedy w postaci cha-
rakterystycznych pierscieni, mozaiki, nekrozy, deformacje
lisci, zahamowanie wzrostu rosliny (Pospieszny i Boro-
dynko 2005). Powszechnym dla nepowirusow zjawiskiem
jest tzw. pozorne ozdrowienie — zanik objawdw choro-
bowych w czasie (Giersch 1986).

Materiat genetyczny wirusa stanowia dwie czasteczki
RNA o polaryzacji dodatniej (+ ssRNA): RNA 1 o diu-
gosci okoto 7500 nukleotydow (nt) oraz RNA 2 o dlugosci
okoto 4500 nt (Jonczyk i wsp. 2004; Digiaro i wsp. 2015).
Kazda z czasteczek genomowego RNA upakowana jest
w osobny kapsyd. W obrgbie rodzaju Nepovirus ze wzgle-
du na podobienstwo sekwencji, wlasciwosci serologiczne
i dlugos$¢ czasteczki RNA 2, wyrdzniono trzy podgrupy:
A, B i C (King i wsp. 2012; Digiaro i wsp. 2015). Dlugos¢
nici RNA 2 w poszczegdlnych podgrupach wynosi
odpowiednio: 37004000 nt, 4400-4700 nt, 64007300 nt
(Steinkellner i wsp. 1992). W oparciu 0 wczesniej wymie-
nione kryteria TBRV zakwalifikowano do podgrupy B.
Obie czasteczki genomowego RNA zawieraja na koncu 5’
biatko VPg, a na koncach 3’ dolaczony jest ogon poli-
adenylowy (Rymelska i wsp. 2013). RNA 1 zawiera geny
istotne dla replikacji i ,,dojrzewania” wirusa, natomiast
RNA 2 geny biatka ptaszcza (CP — coat protein) oraz
biatka transportowego (MP — movement protein). Zaréwno
w przypadku RNA 1, jak i RNA 2 produktami translacji sa
poliproteiny, odpowiednio pl (okoto 254 kDa) oraz p2
(okolo 149 kDa), ktore ulegaja potranslacyjnemu cigciu na
funkcjonalne bialka (Steinkellner i wsp. 1992). Oprocz
genomowych czasteczek spotykane jest wystepowanie ma-
lych czasteczek satelitarnego RNA (sat-RNA) oraz defek-
tywnych RNA (Oncino i wsp. 1995; Jonczyk i wsp. 2004;
Hasiow-Jaroszewska i wsp. 2012).

Do wykrywania wirusa najczgsciej stosowane sa: test
immunoenzymatyczny ELISA (enzyme-linked immuno-

sorbent assay) oraz reakcja odwrotnej transkrypcji sprzg-
zona z fancuchowa reakcja polimerazy (RT-PCR — reverse
transcription polymerase chain reaction) (Jonczyk i wsp.
2004; Pospieszny i Borodynko 2005; Digiaro i wsp. 2007;
Wei i Clover 2008; Rymelska i wsp. 2013). W ostatnich
latach opisano rowniez rézne warianty lancuchowej reakcji
polimerazy w czasie rzeczywistym (qQPCR — quantitative
polymerase chain reaction) z zastosowaniem barwnikow
fluorescencyjnych lub sond molekularnych (Harper i wsp.
2011; Hasiow-Jaroszewska i wsp. 2015a, b). W 2015 roku
opisano metode izotermalnej amplifikacji RNA wirusa
(LAMP — loop mediated isothermal amplification), pozwa-
lajaca na szybkie wykrywanie genetycznie réznych izola-
tow w warunkach statej temperatury (Hasidw-Jaroszewska
i wsp. 2015a). Reakcja LAMP przeprowadzana jest przy
uzyciu polimerazy o aktywnoS$ci zastepowania nici DNA
oraz co najmniej dwoch par starterow: zewnetrznych (outer
primers) i wewngtrznych (inner primers) (Almasi i wsp.
2014). Izotermiczne warunki przebiegu reakcji umozli-
wiaja jej przeprowadzenie bez koniecznosci uzycia specja-
listycznej aparatury. Wykazano, ze reakcja LAMP moze
by¢ 10-100 razy czulsza w poréwnaniu z konwencjonalng
technika PCR (polymerase chain reaction) (Lee i wsp.
2011; Almasi i wsp. 2014; Hasiow-Jaroszewska i wsp.
2015a).

Dotychczasowe metody stosowane do bezposredniego
wykrywania TBRV w soku roslinnym czgsto nie dawaty
zadowalajacych rezultatéw ze wzgledu na niska koncen-
tracj¢ czastek wirusa. Z kolei wczesniej prowadzone
badania wykazaly, ze specyfika sktadu chemicznego soku
roslinnego moze inhibowac dziatanie enzyméw biorgcych
udzial w reakcji RT-PCR powodujac uzyskanie wyniku
falszywie negatywnego (Rowhani i wsp. 1995). Znacza-
cym problemem okazata si¢ tez niska wydajnos$¢ izolacji
RNA z materialu ro$linnego oraz jako$¢ uzyskanego
materiatu genetycznego.

Celem pracy bylo opracowanie skutecznych warunkow
wykrywania wirusa bezposrednio w soku roslinnym, bez
potrzeby izolacji RNA. Wykorzystano molekularne tech-
niki identyfikacji w polaczeniu z technikami serologicz-
nymi, tzw. serologiczne optaszczanie przeciwciatami (IC —
immunocapture) sprzezone z RT-qPCR (IC-RT-qPCR) lub
izotermalna amplifikacja DNA (IC-RT-LAMP) i spraw-
dzano ich uniwersalno$¢ wzgledem réznych gospodarzy.

Materiaty i metody / Materials and methods

Material roslinny

W badaniach wykorzystano 8 izolatéw TBRV pocho-
dzacych z robinii akacjowej (Robinia pseudoacacia L.)
pozyskanych w 2016 roku oraz jeden zebrany z pomidora
(Solanum Iycopersicum odmiana Moneymaker) (2011)
i jeden z cukinii (Cucurbita pepo convar. giromontiina
odmiana Astra Polka) (2005). Kontrolg negatywna stano-
wit materiat roslinny wolny od wirusa. Z kazdej probki
robinii akacjowej, pomidora i cukinii pobrano po 100 mg
tkanki roélinnej. Material nastgpnie homogenizowano
w 0,5 ml buforu PBS (phosphate buffered saline) z dodat-
kiem Tween 20 (PBS-T). Tak przygotowane probki tes-
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towano na obecno$¢ TBRV metodami IC-RT-qPCR oraz
IC-RT-LAMP.

Oplaszczanie probéwek przeciwcialami

Reakcja IC-RT-qPCR stanowi polaczenie konwencjo-
nalnej techniki RT-qPCR z technika serologiczna (Ling
i wsp. 2007; Pospieszny i wsp. 2012). W pierwszym etapie
ma miejsce wylapywanie i zageszczanie wirilondw wyste-
pujacych w soku ro$linnym przez specyficzne przeciw-
ciata. W drugim etapie przeprowadzana jest wlasciwa
reakcja amplifikacji materiatu genetycznego wirusa oparta
na technikach biologii molekularnej. Probowki do reakcji
IC-RT-qPCR i IC-RT-LAMP optaszczono przeciwciatami
TBRV-N1 uzyskanymi w Zaktadzie Wirusologii i Bakte-
riologii Instytutu Ochrony Roslin — Panstwowego Instytutu
Badawczego (IOR — PIB) w Poznaniu w 2000 roku oraz
komercyjnie dostgpnymi przeciwciatami IgG TBRV AS-
0884 (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen, DSMZ, Niemcy). W celu optymalizacji
warunkoéw reakcji przeciwciala rozcienczono w buforze
weglanowym (Loewe Biochemica GmbH, Niemcy) 100,
50 i 25 razy. Przeprowadzono godzinng inkubacj¢ w tem-
peraturze 37°C. Nastepnie probowki trzykrotnie przephu-
kano buforem PBS-T oraz naniesiono do nich po 50 pl
wczesniej przygotowanego ekstraktu roslinnego (badanych
préb oraz kontroli negatywnych) i calos¢ inkubowano
w temperaturze 37°C przez godzing. Probowki ptukano jak
wyzej.

RT-qPCR

Do optaszczonych probowek dodano 20 pl mieszaniny
do reakcji RT-qPCR przygotowanej zgodnie z zaleceniami
producenta (iTaq™ Universal SYBR® Green One-Step
Kit, Bio-Rad, USA). W skfad mieszaniny wchodzito: 10 pl
iTaq™ Universal SYBR® Green reaction mix, 0,25 pl
odwrotnej transkryptazy iScript, 1 pl startera 70R i 70F
(10 uM) (Harper i wsp. 2011) i 7,75 ul wody. Reakcje
prowadzono w aparacie LightCycler” 96 (Roche, Niemcy)
w nastepujacych warunkach termicznych: odwrotna
transkrypcja prowadzona przez 10 minut w 50°C, akty-
wacja polimerazy i wstgpna denaturacja 60 s w 95°C,
40 cykli amplifikacji (denaturacja 15 s w 95°C, przytacza-
nie starterow i wydiuzanie nici 60 s w 63°C), chlodzenie
37°C przez minute. Analiz¢ krzywych topnienia przepro-
wadzono w cyklu: 10 s w 95°C, 60 s w 65°C i1 s w 95°C.

RT-LAMP

Do tak przygotowanych proboéwek optaszczonych
przeciwcialami naniesiono mieszaning reakcyjng o obje-
tosci 25 pl. W sktad mieszaniny wchodzito 15 pl Isother-
mal Master Mix ISO-001 (OptiGene, Wielka Brytania),
0,25 pl (1 u/ul) odwrotnej transkryptazy (Novazym,
Polska), 2 pl starterow FIB/BIP, 0,5 ul starteréw F3/B3
(Hasiow-Jaroszewska i wsp. 2015a) i 4,75 pl wody. Reak-
cj¢ IC-RT-LAMP przeprowadzono w dwoch wariantach.
W pierwszym przypadku proboéwki inkubowano przez
30 minut w temperaturze 63°C w bloku grzejnym
(Biometra, Niemcy). Wyniki analizowano poprzez rozdziat
amplikonéw w 1,5% zelu agarozowym z dodatkiem barw-
nika Midori Green (Nippon Genetics, Japonia). W drugim

przypadku reakcj¢ prowadzono przez 30 minut w tempera-
turze 63°C w aparacie LightCycler” 96 (Roche, Niemcy),
co umozliwito analiz¢ powstajacych krzywych amplifikacji
W czasie rzeczywistym.

Czulo$¢ testu ELISA oraz reakcji IC-RT-qPCR
i IC-RT-LAMP

W celu okreslenia czulosci testowanych metod wyko-
nano dziesigtne rozciefnczenia soku z roslin porazonych
TBRV (10" do 107) i wykorzystano w tescie ELISA
(Clark 1 Adams 1977) oraz reakcjach IC-RT-qPCR
1 IC-RT-LAMP zgodnie z metodyka opisang powyzej.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

TBRYV nalezy do grupy wirusow, ktorych materiatlem
genetycznym jest RNA. Wirusy te charakteryzujg si¢ duza
zmiennoscig genetyczng. Zrdéznicowanie genetyczne jest
mechanizmem ewolucyjnym umozliwiajacym przystoso-
wanie si¢ patogena do warunkow srodowiskowych i zasie-
dlania nowych nisz ekologicznych (Hasiow-Jaroszewska
i Pospieszny 2008). W ostatnich latach stosunkowo liczne
wystepowanic TBRV w Polsce zaobserwowano przede
wszystkim w uprawie ros$lin dyniowatych (Borodynko
i wsp. 2011). W warunkach naturalnych TBRV jest takze
patogenem ro$lin dziko rosngcych i drzew wieloletnich,
w tym robinii akacjowej i bzu czarnego. Odmienna
zawarto$¢ zwigzkoéw chemicznych w réznych gatunkach
roslin oraz ich morfologia wplywaja na efektywnosé¢
detekcji wirusa poszczeg6lnymi metodami diagnostycz-
nymi. W przypadku materialu roslinnego pochodzacego
z robinii akacjowej czy pomidora, wykrywanie wirusa
technika ELISA lub RT-PCR okazalo si¢ malo skuteczne
i czgsto otrzymywano wynik negatywny, pomimo obec-
nosci wirusa w badanych probach. Wplyw na to mogla
mie¢ niska koncentracja wirusa lub/i niska wydajnosé
izolacji RNA wirusa i jako$¢ uzyskanego materialu gene-
tycznego.

Celem przeprowadzonych badan bylo opracowanie
skutecznych technik do bezposredniego wykrywania
wirusa w materiale ro$linnym. Opracowano warunki dla
zastosowania dwoch technik: IC-RT-qPCR oraz IC-RT-
LAMP z wykorzystaniem réznych przeciwcial; pozyska-
nych w Zakladzie Wirusologii i Bakteriologii IOR — PIB
(TBRV-N1) oraz dostgpnych komercyjnie przeciwciat
TBRVAS-0884. W celu optymalizacji reakcji probowki
oplaszczono przeciwcialami o réznych rozcienczeniach.
Najefektywniejszy przebieg reakcji zaobserwowano przy
zastosowaniu przeciwciat rozcienczonych 50 razy. Wynik
reakcji IC-RT-LAMP przebiegajacej w bloku grzejnym
wizualizowano w 1,5% zelu agarozowym. W probach,
w ktorych uzyto ekstrakt z chorych roslin obserwowano
typowe dla reakcji LAMP drabinowe ulozenie prazkéw
(rys. 1a). Analiza krzywych amplifikacji reakcji prowadzo-
nych w aparacie LightCycler® 96 potwierdzita obecnos¢
wirusa w testowanych probach, zard6wno w przypadku
IC-RT-LAMP, jak i IC-RT-qPCR (rys. 1b, 2a). Obecnos¢
specyficznego produktu reakcji IC-RT-qPCR potwierdzo-
no poprzez analiz¢ krzywych topnienia. Temperatura
topnienia dla produktow reakcji IC-RT-qPCR wyniosta
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Rys. 1. Wykrywanie izolatéw TBRV za pomocg reakcji [C-RT-LAMP. a) analiza produktow reakcji w zelu agarozowym: 1 — marker
wielkosci DNA HyperLadder IV (Bioline, Wielka Brytania); 2, 3 — kontrole negatywne, probki ze zdrowego pomidora i cukinii,
4-13 — badane probki TBRYV, b) krzywe amplifikacji powstale w wyniku reakcji RT-LAMP w aparacie LightCycler® 96 (Roche)
Detection of TBRV isolates by IC-RT-LAMP. a) analysis of reaction products on agarose gel: 1 — DNA weight marker
HyperLadder IV (Bioline, UK); 2, 3 — negative controls, samples from healthy zucchini and tomato plants, 4-13 — analyzed
samples of TBRV, b) amplification curves obtained in RT-LAMP in LightCycler® 96 (Roche)
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Rys. 2. Wykrywanie izolatdw TBRV za pomoca reakcji IC-RT-qPCR. a) krzywe amplifikacji powstate w wyniku reakcji IC-RT-qPCR
w aparacie LightCycler™ 96 (Roche), b) krzywe topnienia produktow reakcji IC-RT-qPCR w aparacie LightCycler™ 96 (Roche)
Fig. 2. Detection of TBRV isolates by IC-RT-qPCR. a) amplification curves obtained in IC-RT-qPCR reaction in LightCycler® 96
(Roche), b) melting curves of IC-RT-qPCR products obtained in LightCycler® 96 (Roche)

okoto 79°C (rys. 2b). W mieszaninach, gdzie uzyto eks- W przypadku obu metod mozliwe bylo wykrycie TBRV
trakt zdrowych roslin, stanowigcych kontrole negatywne, stosujac 10* rozcienczenie soku z porazonych roélin,
nie zaobserwowano zajécia reakcji. Czas przebiegu reakcji ~ natomiast w tescie ELISA tylko 107.

RT-LAMP byt o poloweg krétszy niz reakcji RT-qPCR.
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Zaréwno reakcja IC-RT-qPCR, jak i IC-RT-LAMP sa
przydatnymi narzedziami diagnostycznymi. Przeciwciata
skierowane przeciwko TBRV umozliwity efektywne
wylapanie i zaggszczanie czastek wirusa z ekstraktu roslin-
nego i przez to omini¢cie etapu izolacji RNA. Reakcje
IC-RT-qPCR stosowano wczesniej do wykrycia wirusa
pasiastej mozaiki jeczmienia (Barley stripe mosaic virus,
BSMYV) (Zarzynska i wsp. 2014). Wykazano, ze technika
ta pozwala na wykrycie wirusa w probach, ktére w tescie
ELISA oznaczono jako negatywne. Technik¢ wyko-
rzystano rowniez do wykrywania wirusa mozaiki tytoniu
(Tobacco mosaic virus, TMV) oraz wirusa odglebowej
mozaiki pszenicy (Soil-borne wheat mosaic Vvirus,
SBWMYV) z gleby (Yang i wsp. 2012; Trzmiel i Lewan-
dowska 2015). Przewaga technik IC-RT-qPCR oraz
IC-RT-LAMP nad powszechnie stosowanym testem
ELISA jest drugi, molekularny etap reakcji, zwigkszajacy
jej czuto$¢ i specyficznosé. Polaczenie metody serologicz-
nej z molekularng z powodzeniem moze by¢ stosowane
w wykrywaniu wirusa w probach o jego niskiej koncen-
tracji. Dodatkowo do przebiegu reakcji IC-RT-LAMP nie
jest wymagane zastosowanie specjalistycznej, drogiej
aparatury laboratoryjnej. Stata temperatura reakcji pozwala
na zastosowanie urzadzen typu laznia wodna. Wyniki
reakcji mogg by¢ analizowane za pomocg rozdziatu elek-
troforetycznego oraz w $wietle UV, po dodaniu odpowied-
nich barwnikéw laczacych si¢ z DNA. Zastosowanie
specjalistycznego sprzetu umozliwia z kolei monito-
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