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Detektion des Kartoffelspindelknollen Viroids mit Hilfe 
der Loop Mediated Isothermal Amplifi cation

Katja Schulze, Jörn Glökler, Marianne Kadolsky, Marcus Frohme

Zusammenfassung

PSTV ist ein hoch infektiöses Viroid, das in Kartoffeln ver-

kleinerte und spindelähnliche Knollen verursacht. Um 

Ernteverlusten vorzubeugen, ist eine Detektion in frühen 

Infektionsstadien von großer Bedeutung. Aufgrund ihrer 

hohen Sensitivität und Spezifi tät wird die PCR als Stan-

dardnachweisverfahren für PSTV verwendet. Nachteilig 

an dieser Methode sind der apparative Aufwand und die 

zeitaufwändige Durchführung.

Als viel versprechende Alternative konnte der Nachweis 

von PSTV mit Hilfe der Reverse Transcription Loop Media-

ted Isothermal Amplifi cation (RT-LAMP) gezeigt werden. 

Hierbei handelt es sich um eine einfache und schnelle 

Methode, für die wenig aufwändige Laborausrüstung 

benötigt wird. Dabei ermöglichte eine an den Amplifi ka-

tionsprozess gekoppelte Fluoreszenzreaktion die Detekti-

on von Produkten direkt nach der Nachweisreaktion mit 

dem bloßen Auge (bzw. unter UV-Licht). Die Ergebnisse 

konnten mit Hilfe einer Real Time Detektion des auftre-

tenden Fluoreszenzsignals bestätigt werden.

Abstract

PSTV is a highly infectious viroid which leads to small 

and spindle shaped tubers in potatoes. The detection 

at an early stage of infection is important to minimize 

loss of harvest. Normally PCR is used for the detection 

of PSTV, because of its high sensitivity and specifi city. 

Disadvantages of this method are the requirement of 

sophisticated equipment and the time consuming 

process.

As a promising alternative, the detection of PSTV 

with the reverse transcription loop mediated isother-

mal amplifi cation (RT-LAMP) was shown. LAMP is a 

very fast and simple detection method requiring only 

standard laboratory equipment. A fl uorescence reac-

tion, coupled to the amplifi cation process, allowed 

the detection of amplifi cation products directly after 

the reaction with the naked eye (or under UV light, 

respectively). Real time detection of the occurring 

fl uorescence signal was possible and confi rmed the 

obtained results.

1  Einleitung

Das Kartoffelspindelknollen Viroid (PSTV – Potato 

spindle tuber viroid) ist ein zirkuläres, einzelsträngiges 

RNA-Molekül von 359 Nukleotiden Länge mit charak-

teristischer Faltung, das die Spindelknollensucht in 

Kartoffeln hervorruft [1]. Hauptsymptom ist die Bil-

dung von kleinen spindelförmigen Kartoffelknollen. 

Dies kann zu großen Ernteverlusten führen und stellt 

eine ökonomische Bedrohung dar. PSTV kann neben 

der Kartoffel auch andere Mitglieder der Familie der 

Nachtschattengewächse infi zieren. Es ist hoch infekti-

ös und kann sowohl mechanisch als auch durch Insek-

ten übertragen werden [2, 3]. 

Für die Detektion des Viroids wurden verschiedene 

Methoden entwickelt; u. a. die Hybridisierung mit Di-

goxigenin gelabelten RNA Molekülen [4] und die Isolie-

rung von Viroiden mit Hilfe der Return Polyacrylamid 

Gelelektrophorese [5]. Aufgrund seiner hohen Sensiti-

vität ist das heutige Standardverfahren ein RT-PCR Pro-

tokoll, welches von Weidemann und Buchta entwickelt 

wurde [6]. Für eine parallele Detektion von weiteren 

Pfl anzenpathogenen wurde die Multiplex RT-PCR ein-

geführt [7, 8]. Mit Hilfe der Multiplex-ELISA-PCR [9] 

können Amplifi kationsprodukte durch eine enzymati-

sche Farbreaktion detektiert werden. Die Detektion von 

Amplifi kationsprodukten während der PCR wird durch 

einen Real Time RT-PCR Ansatz möglich [10]. 

Nachteil aller bestehenden Methoden ist, dass ent-

weder eine nicht ausreichende Sensitivität erreicht wird 

oder dass teure Spezialausrüstung wie Thermo cycler, 

Gelelektrophorese System oder Real Time PCR Gerät 

benötigt werden. Eine viel versprechende Alternative 

hierzu stellt die loop mediated isothermal amplifi cation 

(LAMP) dar [11]. Die Methode ist leicht durchzuführen, 

benötigt nur einfache Laborgeräte und ermöglicht die 
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Amplifi kation einer Zielsequenz unter isothermalen 

Bedingungen mit hoher Effi zienz und Geschwindig-

keit. Eine hohe Spezifi tät wird durch 4 verschiedene 

Primer gewährleistet, die an 6 spezifi sche Regionen der 

Zielsequenz binden (Abb. 1). Die Verwendung der Bst 

Polymerase, die eine Strangverdrängungsaktivität be-

sitzt, ermöglicht eine Amplifi kation bei gleich bleiben-

der Temperatur [11, 12]. 

Abb. 1: Schema der LAMP Reaktion. Durch 4 verschiedene Primer, die an 

6 unterschiedliche Regionen der Zielsequenz binden, und eine Strang-

verdrängungsreaktion wird die Hantelstruktur 5 gebildet. Anschließend 

wird die Sequenz durch selbstgeprimte Synthese und Strangverdrängung

über einen Kreislauf vervielfältigt. Hierbei kommt es zur Bildung von 

unterschiedlich großen Produkten (Abbildung verändert nach [12]).

Als Nebenprodukt der Reaktion reichern sich Pyro-

phosphationen in großen Mengen an, die mit vorhan-

denen Magnesiumionen Komplexe bilden. Diese prä-

zipitieren als weißer, deutlich sichtbarer Niederschlag 

und ermöglichen so eine Detektion von Reaktionspro-

dukten [13]. Tomita und Kollegen [12] konnten zeigen, 

dass durch den Einatz des Fluoreszenzfarbstoffes Cal-

cein und dem Quencher Mangandichlorid eine Ver-

besserung der Produktdetektion möglich wird. Dabei 

werden Manganionen während der Amplifi kation mit 

entstehenden Pyrophosphationen komplexiert und 

das anfängliche quenching des Calceins wird rückgän-

gig gemacht. Die entstehende Fluoreszenz des Calceins 

wird dabei zusätzlich durch die Komplexierung von 

vorhandenen Magnesiumionen verstärkt (Abb. 2). 

Abb. 2: Prinzip der Fluoreszenzreaktion zur direkten Produktdetektion 

mit Hilfe der LAMP-Methode. Zu Beginn der Reaktion ist das Calcein 

durch die Bindung von vorhandenem Mangan »gequenched«. Durch 

die Reaktion der Polymerase bildet sich Pyrophosphat, das mit dem 

Mangan komplexiert. Hierdurch wird das »quenching« des Calceins 

rückgängig gemacht (Abbildung verändert nach [12]).

Die Sensitivität von LAMP ist vergleichbar mit der 

von PCR basierten Detektionsmethoden und konnte 

für verschiedene Pfl anzenviren und -viroide bestimmt 

werden [14-18]. Im Folgenden wird die Detektion von 

PSTV mit Hilfe von LAMP und einer gekoppelten Fluo-

reszenzreaktion gezeigt.

2  Material und Methoden

PSTV infi ziertes positive Material wurde vom DSMZ 

Braunschweig – Deutsche Sammlung für Mikroor-

ganismen und Zellkultur (DSZMZ PV-No.: PV-0064) 

bezogen. Als Negativkontrolle dienten gesunde Kar-

toffelpfl anzen, die in einem kleinen Gewächshaus bei 

Raumtemperatur und 10 Stunden Beleuchtung gehal-

ten wurden. Primer für die LAMP Reaktion wurden mit 

Hilfe der Primer Explorer Software (http://primerex-

plorer.jpe) anhand der RefSeq Sequenz von PSTV (Gen-

Bank: NC_002030.1) konstruiert. Das Primerset besteht 

aus einem Forward Primer (F3), einem Backward Pri-

mer (B3), einem Forward Inner Primer (FIP) und einem 

Backward Inner Primer (BIP). 

Für die RNA Extraktion wurde das RNeasy Plant Mini 

Kit (Quiagen) verwendet. Es wurden 100 mg Pfl anzen-

material in ein 1.5 ml Reaktionsgefäß gegeben und 

gründlich mit einem Mikrohomogenisator in 450 μl 

RLC Puffer zerkleinert. Das Lysat wurde anschließend 

in eine Qiashredder Spin Säule überführt und für 2 min 

bei 10.000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde mit 0.5 

Volumen Ethanol (99 %) vermischt und in eine RNeasy 

Spin Säule überführt. Einer Zentrifugation (1 min bei 

8.000 g) folgte ein Waschschritt mit 700 μl RW1 Puffer 

bei 8000 g für 1 min. Nach zwei Waschschritten mit 500 

μl RPE Puffer (gemischt mit 4 Volumenteilen Ethanol 
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(99 %)) bei 8.000 g für 1 min und 2 min wurde die gerei-

nigte RNA mit RNAse freiem Wasser durch Zentrifugati-

on bei 8000 g für 1 min eluiert. Die Konzentration der 

RNA wurde mit einem Nanodrop Spectrophotometer 

bestimmt.

Die Reverse Transkription wurde in einem Volumen 

von 25 μl durchgeführt. 500 ng RNA der aufgereinigten 

RNA Probe wurden mit 1 μM des Backward Primers (B3) 

gemischt. Die Lösung wurde bei 90°C für 5 min denatu-

riert und für 5 min auf Eis gekühlt. 11 μl des Mastermi-

xes wurden anschließend zur Reaktionslösung gegeben. 

Der Mastermix bestand aus 50 Units M-MLV Reverse 

Transkriptase RNase H Minus Point Mutant (Promega); 

5 μl M-MLV RT 5x Reaktionspuffer (Promega); 0.5 mM 

dNTPs and 20 Units RNasin Ribonuklease Inhibitor 

(Promega). Die Reaktionslösung wurde bei 50°C für 60 

min inkubiert. Inaktivierung der Reaktion erfolgte bei 

70°C für 15 min. 

Die LAMP Reaktion wurde bei Reaktionstempera-

turen von 64°C, 65°C, 66°C, 67°C und 68°C durchge-

führt. Der Mastermix (Gesamtvolumen 24 μl) bestand 

aus 1.6 μM (jeder) der Inneren Primer FIP und BIP, 0.2 

μM des Forward Primers (F3) und des Backward Primers 

(B3), 2.5 μl 10x ThermoPol Reaktionspuffer (New Eng-

land BioLabs), 1.2 mM dNTPs, 2 mM MgSO4, 0.8 M 

Betaine, 1.5 mM MnCl2, 25 μM Calcein (Merck) und 1 

μl Ziel-DNA. Der Mastermix wurde bei 95°C für 5 min 

denaturiert. Nachdem die Temperatur für 5 min auf die 

Reaktionstemperatur reduziert wurde, wurden 8 Units 

Bst DNA Polymerase, large fragment (New England Bio-

Labs) hinzugefügt. Die Amplifi kation wurde für 1 Stun-

de durchgeführt. Die Reaktion wurde durch Inkubati-

on bei 95°C für 2 min beendet. Nach der Inaktivierung 

wurden die Reaktionsgefäße bei Tages- und UV-Licht 

(Emissionswellenlänge = 312 nm) betrachtet. Zusätz-

lich wurden die Reaktionsprodukte mit einer Gelelek-

trophorese bei 70 V für 40 min in einem 2.5 % Agaro-

segel und 1x TAE Puffer aufgetrennt. Das Gel wurde in 

einer Ethidiumbromidlösung (0.5 μg/ml) gefärbt und 

unter UV-Licht betrachtet. 

Die Real Time Detektion wurde mit einer Anregungs-

wellenlänge von 483 nm und einer Emissionswellen-

länge von 533 nm im LightCycler 480 (Roche) durch-

geführt. Die Reaktionslösung wurde analog der LAMP 

Reaktion vorbereitet. Nach Zugabe der Bst DNA Poly-

merase wurde die Reaktionslösung in eine LightCycler 

Inkubationsplatte gegeben, mit Sealing Folie verschlos-

sen und bei 65°C für 90 min inkubiert. Während der 

Reaktion wurde jede Minute die Fluoreszenz der Probe 

bestimmt. Die Reaktion wurde bei 95°C für 2 min ge-

stoppt. Die Amplifi kationsprodukte wurden mit einer 

Gelelektrophorese analysiert. 

3  Ergebnisse

Es wurden RNA Proben von PSTV infi ziertem Pfl an-

zenmaterial und gesunden Kontrollproben verwendet. 

Die Reverse Transkription wurde mit dem PSTV-spezifi -

schen B3 Primer durchgeführt. 

Die Reaktion wurde zuerst ohne Denaturierung des 

Mastermixes und der cDNA durchgeführt. Hierbei 

konnte kein Reaktionsprodukt und kein Farbumschlag 

in der Reaktionslösung für die Positivprobe festgestellt 

werde (Daten nicht gezeigt). Nach einer Denaturierung 

von Mastermix und cDNA konnte ein weißer Nieder-

schlag in der Positivprobe bei einer optimalen Reakti-

onstemperatur von 65°C festgestellt werden (Abb. 3a).  

Beobachtungen bei Tageslicht und UV-Licht zeigten ei-

nen deutlichen Farbumschlag (Abb. 3a) und ein starkes 

Fluoreszenzsignal (Abb. 3b) für die Positivprobe.

Abb. 3: Analyse der LAMP-Produkte bei (a) Tageslicht und (b) UV-Licht 

(links: nicht infi zierte Probe, rechts: Positivmaterial). Im roten Kreis in 

Abbildung (a) ist der Mn/Mg-Pyrophosphat-Niederschlag zu erkennen.

Zusätzlich wurde eine Real Time Detektion mit Hilfe 

des LightCycler 480 durchgeführt. Hierbei wurde jede 

Minute die Fluoreszenz der Reaktionslösung ermittelt 

(Abb. 4). Es wurden Triplikate der Positivprobe und der 

Kontrollprobe verwendet. Zu Beginn der Reaktion zeig-

ten alle Proben ein ähnliches Signal zwischen 180 und 

220 Fluoreszenzeinheiten. Nach ca. 45 Minuten konnte 

für die Positivprobe ein linearer Anstieg von ca. 190 auf 

1.200 Einheiten beobachtet werden. Die Kontrollprobe 

zeigte gleichzeitig einen nur sehr geringen Anstieg von 

ca. 50 Einheiten. Somit ergab sich nach 90 Minuten Re-

(a) (b)
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aktionszeit ein Unterschied von ca. 800 Fluoreszenzein-

heiten zwischen Positivmaterial und nicht infi ziertem 

Material. 

Abb. 4: Ergebnisse der Real Time Fluoreszendetektion (rot: Positivprobe, 

grün: nicht infi zierte Probe)

Die Proben der Standardreaktion und der Real Time 

Detektion wurden zusätzlich mit einer Gelelektropho-

rese analysiert (Abb. 5). Für beide Methoden zeigten die 

Positivproben typische LAMP Produkte unterschiedli-

cher Größe. Zudem zeigten beide Positivproben identi-

sche Amplifi kationsprodukte.

Abb. 5: Agarosegelelektropho-

rese der LAMP Produkte. Es sind 

jeweils Positivprobe (1) und 

nicht infi zierte Probe (2) für 

die Standardreaktion (St.) und 

die Real Time Reakiton (RT) zu 

sehen (M: GeneRuler™ 1 kb). 

Diskussion

Das Potato spindle tuber viroid ist ein Pathogen das gro-

ßen Schaden an Kartoffeln hervorrufen kann. Schnel-

le und sensitive Nachweismethoden werden immer 

wichtiger, um eine Verbreitung der Krankheit zu ver-

meiden. Obwohl RT-PCR eine sehr sensitive Detekti-

on des Viroids ermöglicht, hat die Methode mehrere 

Nachteile. Sie ist sehr komplex in der Durchführung 

und zeitaufwendig. Zudem wird toxisches Ethidium-

bromid für die Produktdetektion benötigt. Die Ent-

wicklung von Real Time RT-PCR Methoden führen 

zwar zu einer Verringerung von Dauer und Aufwand 

des Nachweises, benötigen aber teure und anspruchs-

volle Laborgeräte. 

Die loop mediated isothermal amplifi cation stellt 

hierbei eine sehr viel versprechende Alternative dar. 

Die isothermalen Reaktionsbedingungen ermöglichen 

eine sehr einfache Reaktion, für die nur ein günstiger 

Heizblock oder ein Wasserbad benötigt werden. Mehre-

re Ansätze zeigten, dass die Sensitivität dieser Methode 

mit der Sensitivität von PCR Reaktion vergleichbar ist 

[14, 16, 17]. Die Reaktion besitzt eine hohe Spezifi tät, 

da vier verschiedene Primer, die an 6 verschiedenen 

Regionen der Zielsequenz binden, verwendet werden. 

Während der Reaktion entstehende Pyrophosphatio-

nen, welche für eine gekoppelte Fluoreszenzreaktion 

genutzt werden können, ermöglichen eine sehr einfa-

che Produktdetektion im Reaktionsgefäß ohne toxische 

Reagenzien.

Die typischen Reaktionsprodukte unterschiedlicher 

Größe konnten für die infi zierte Probe nach einer De-

naturierung beobachtet werden. Da PSTV durch starke 

Selbsthybridisierung (Faltung) charakterisiert ist, war 

diese notwendig, um die Bindung der Reaktionskompo-

nenten zu ermöglichen. Es konnte eine optimale Reak-

tionstemperatur von 65°C bestimmte werden. Zusätz-

lich konnte durch einen sichtbaren Mn-Pyrophosphat 

Niederschlag der Quenchingeffekt für das zugegebene 

Calcein rückgängig gemacht werde. Die daraus resultie-

rende starke Fluoreszenz ermöglichte somit die Identi-

fi kation von PSTV infi zierten Proben mit dem bloßen 

Auge.

Die Real Time Detektion zeigte einen starken Sig-

nalanstieg nach 45 min für die infi zierte Probe und 

unterstützt somit die vorhergehenden Ergebnisse. 

Der geringe Signalanstieg für die Kontrollprobe wurde 

wahrscheinlich durch die Bildung von kleinen Mengen 

an Primerdimeren hervorgerufen. Der große Unter-

schied von 800 Fluoreszenzeinheiten zwischen nicht 

infi zierter und infi zierter Probe ermöglicht hierbei 

trotzdem eine klare Unterscheidung zwischen positiver 

und negativer Probe. 
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4  Schlussfolgerung und Ausblick

Wir schlagen die RT-LAMP als neue Nachweismethode 

für PSTV in Pfl anzen vor. Im Vergleich zur RT-PCR han-

delt es sich hierbei um eine sehr schnelle und einfache 

Methode, für die nur einfache Laborgeräte benötigt 

werden. Somit kann die Methode in fast jedem Labor 

durchgeführt werden. Aufgrund dieser Vorteile schla-

gen wir weiterhin vor, dass die verantwortlichen Nati-

onalen und Internationalen Autoritäten im Pfl anzen-

schutz wie z. B. die European and Mediterranean Plant 

Protection Organization (EPPO) LAMP als alternative 

Nachweismethode für PSTV in ihren Richtlinien in 

Erwägung ziehen, sobald die Sensitivität der Methode 

bestätigt ist. 

Forschungsergebnisse anderer Gruppen zeigen, dass 

die Bst Polymerase in der Lage ist LAMP unter Bedin-

gungen durchzuführen bei denen die Taq Polymerase 

inhibiert wird. Beispiele sind Reaktionen mit extrahier-

ter DNA aus Fäkalien [19] und mit Blut geblottetem Fil-

terpapier [20]. 

Für die Zukunft scheint auch eine Anwendung des 

LAMP Nachweises im Pfl anzensaft, trotz vorhandener 

inhibierender Substanzen wie z. B. Polysaccharide oder 

Phenolkomponenten, möglich. Mit weiteren Verbes-

serungen der Methode ist möglicherweise die Anwen-

dung im Feld denkbar. 

Die wesentlichen Experimente wurden im Rahmen der 

Masterarbeit der Erstautorin im Labor für Molekular-

biologe und Funktionelle Genomik der Technischen 

Hochschule Wildau [FH] durchgeführt. Wir danken 

Prof. Dr. rer. oec. habil. Lothar Brunsch für die Betreu-

ung des Teils dieser Arbeit, die sich mit wirtschaftlichen 

Aspekten auseinander gesetzt hat.

Wir danken der Firma Elsner pac® Jungpfl anzen GbR 

(Dresden) für ihre Unterstützung und dem Landes-

amt für Verbraucherschutz, Landwirtschaft und Flur-

neuordnung (LVLF), Brandenburg für die Hilfe bei der 

Schaffung von regulatorischen und administrativen 

Voraussetzungen. 
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