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Opis wynalazku 

Przedmiotem wynalazku jest zestaw starterów do powielania Fusarium oxysporum, sposób wy-

krywania Fusarium oxysporum, sposób diagnostyki fuzariozy oraz zestaw do diagnostyki fuzariozy. Wy-

nalazek ma zastosowanie w przemyśle rolniczym, a także diagnostyce medycznej. 

Zgłoszenie dotyczy opracowania sekwencji specyficznych oligonukleotydów dedykowanych de-

tekcji kwasu nukleinowego Fusarium oxysporum, jego genu 28S rRNA (GenBank HM057281.1) z wy-

korzystaniem technologii LAMP (loop mediated isothermal amplification), która to metoda została przy-

kładowo ujawniona w opisach patentowych WO0028082, WO0224902. Zgłoszenie dotyczy także opra-

cowania metody detekcji, składu mieszaniny reakcyjnej, warunków temperaturowych oraz warunków 

liofilizacji reagentów. Fusarium oxysporum jest wszechobecnym grzybem z rodziny Nectriaceae. Gatu-

nek został podzielony w zależności od gospodarzy, u których wywołuje daną chorobę. Należy do paso-

żytów wielu roślin. Jest czynnikiem etiologicznym fuzariozy. Objawia się ona więdnięciem naczyń, za-

żółceniem liści, gniciem korzeni, defoliacją. W konsekwencji prowadzi do śmierci rośliny. 

Fuzarioza powoduje duże straty w uprawach warzyw, owoców i roślin ozdobnych. W celu ochrony 

wykorzystuje się odmiany odporne na chorobę. Profilaktycznie przy podejrzeniu zagrożenia stosuje się 

chemiczne środki ochrony roślin. 

Fusarium oxysporum z chińskich zgłoszeń patentowych CN106434993; CN102690887; 

CN103773854; CN103409518; CN103352078 znane jest wykorzystanie starterów w metodzie LAMP 

do potwierdzania obecności Fusarium oxysporum w próbce badanej. Zgłoszenia te dotyczą zestawów 

starterów nieposiadających specyficzności do gatunków infekujących m.in. uprawy pomidora w Europie. 

Ponadto nie wykazują one właściwości umożliwiających ich wykorzystanie w diagnostyce polowej  

z uwagi na wydłużony czas amplifikacji. 

Nadal więc istnieje potrzeba zapewnienia takiego zestawu starterów oraz składu mieszaniny re-

akcyjnej wykorzystywanych w metodzie diagnostycznej do wykrywania Fusarium oxysporum z wyko-

rzystaniem metody LAMP, które będą skutkowały niskim limitem detekcji patogenu, uzyskiwanym  

w krótkim czasie. Nieoczekiwanie problem rozwiązał prezentowany wynalazek. 

Pierwszym przedmiotem wynalazku jest zestaw starterów zdolnych do powielania sekwencji nu-

kleotydowej Fusarium oxysporum charakteryzujący się tym, że zawiera zestaw starterów wewnętrznych 

zawierający następujące sekwencje nukleotydowe a) i b) oraz zestaw starterów zewnętrznych zawiera-

jący następujące sekwencje nukleotydowe c) i d): 

a) 5' GTTGCCTACCCTAGACCCGACT 3' (sekwencja nukleinowa SEQ ID NO: 5 lub sekwencja 

do niej komplementarna) połączona, korzystnie mostkiem TTTT, z sekwencją 5' GGTTCG-

CCAAATCCGTCAA 3' – (sekwencja nukleinowa SEQ ID NO: 3 lub sekwencja do niej kom-

plementarna 

b) 5 ' GAAGTGGTCTACCCGGTAGCCA 3' – (sekwencja nukleinowa SEQ ID NO: 6 lub sekwen-

cja do niej komplementarna) połączona, korzystnie mostkiem TTTT, z sekwencją 5' TCGT-

CATGCGAGGTCTGT 3' – (sekwencja nukleinowa SEQ D NO: 4 lub sekwencja do niej kom-

plementarna) 

c) 5' GGGTAGGTGACCAGGTTCA 3' sekwencja nukleinowa SEQ ID NO: 1 lub sekwencja do 

niej komplementarna 

d) 5' GAATCCGATGGTGGTAGTCC 3' sekwencja nukleinowa SEQ ID NO: 2 lub sekwencja do 

niej komplementarna. Równie korzystnie zestaw według wynalazku charakteryzuje się tym, 

że zawiera dodatkowo zestaw sekwencji nukleinowych starterów loop zawierający sekwencje 

nukleinowe o numerach SEQ ID NO: 7–5' CCTGTCCTTCGATTCAAGCC 3' i 8: 5' AAT-

CGCCTCTCACGGCC 3' lub sekwencje do niej komplementarne. 

Drugim przedmiotem wynalazku jest sposób wykrywania Fusarium oxysporum charakteryzujący 

się tym, że obejmuje powielanie wybranego regionu sekwencji nukleinowej Fusarium oxysporum z wy-

korzystaniem zestawu starterów zdefiniowanych w pierwszym przedmiocie wynalazku przy czym me-

todą powielania jest metoda LAMP, korzystnie o następującym profilu temperaturowym: 

1) 65°C, 40 min. 

2) opcjonalnie przy reakcjach typu end-point 80°C, 10 min. 

Trzecim przedmiotem wynalazku jest sposób diagnostyki fuzariozy charakteryzujący się tym, że 

obejmuje sposób wykrywania zdefiniowany w drugim przedmiocie wynalazku. 

Czwartym przedmiotem wynalazku jest zestaw do diagnostyki fuzariozy charakteryzujący się tym, 

że zawiera zestaw starterów zdefiniowany w pierwszym przedmiocie wynalazku oraz 12,5 ul Warmstart 
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LAMP 2X Master Mix), przy czym poszczególne startery mają następujące stężenia: 0,12 M F3;  

0,12 M B3; 0,93 M FIP; 0,93 M BIP; 0,23 M LoopF; 0,23 M LoopB, oraz znacznik fluorescencyjny 

oddziałujący z dwuniciowym DNA 

– Fluorescent dye 50X (New England Biolabs) w ilości 0,5 ul, GreenFluorescent Dye (Lucigen)  

w ilości 1 ul lub EvaGreen 1X lub Syto-13 16 M lub SYTO-82 16 M lub inny barwnik fluorescen-

cyjny oddziałujący z dwuniciowym DNA w stężeniu niewykazującym inhibicji reakcji amplifikacji. 

Przykładowe realizacje wynalazku przedstawiono na rysunku, na którym fig. 1 przedstawia cha-

rakterystykę specyficzności oraz czułości metody, gdzie specyficzny sygnał uzyskano z matrycą kwasu 

nukleinowego grzyba Fusarium oxysporum a fig. 2 ilustruje czułość metody wg wynalazku mierzonej 

przez nastawienie serii rozcieńczeń matrycy Fusarium oxysporum z minimalną ilością grzyba 177 ko-

pii/l, gdzie przyrost produktu mierzono w czasie rzeczywistym. 

P r z y k ł a d  1  Izolacja materiału genetycznego 

Autor: Schlechtendahl; Nazwa gatunku rośliny: gleba; Pochodzenie patogenu – kraj: PL; Pocho-

dzenie patogenu – miejsce: Tomaszkowo koło Olsztyna; Data akcesu: 2014.08.01; Data izolacji: 2013; 

Metoda konserwacji: olej * glicerol * ciekły azot; Ofiarodawca: Sebastian Przemieniecki UWM Olsztyn; 

Numer kolekcji obcej: 3, pozyskanego z Instytutu Ochrony Roślin, Państwowego Instytut Badawczego 

w Poznaniu. Materiał genetyczny wyizolowano zmodyfikowaną metodą Murraya-Thompsona wg poniż-

szego protokołu: 

– Materiał rozcierano w moździerzu przy użyciu ciekłego azotu, następnie 100 mg suchej masy 

przenoszono do probówki typu Eppendorf. 

– Do próbki dodawano 500 l buforu lizującego, a następnie inkubowano próbki w 60°C przez 

godzinę. 

Bufor do lizy:  

100 mM Tris pH 7,5 

100 mM EDTA 

1% SDS 

100 g/ml proteina K  

1% merkaptoetanol 

Proteinazę K oraz -merkaptoetanol do buforu lizującego dodawano tuż przed zastosowaniem 

buforu w izolacji. 

– Następnie dodawano 200 l 5M NaCl oraz 0,1 objętości 10% CTAB 

– Próbki inkubowano w 65°C przez 20 min. 

– Po inkubacji próbki schładzano, umieszczając je na lodzie. Dalej próbki wirowano przez 10 min 

w 4°C 10 000 rpm. 

– Nadsącz przenoszono do nowej probówki typu eppendorf. Do izolatów dodawano równą obję-

tość mieszaniny chloroform:alkohol izoamylowy (24:1), całość dokładnie mieszano przy użyciu worteksu 

przez 1 minutę. 

– Próbki wirowano przez 15 minut przy 10 000 rpm, w temperaturze 4°C. 

– Górną fazę przenoszono do nowej probówki, a następnie ponownie ekstrahowano dodając 

równą objętość mieszaniny: chloroform: alkohol izoamylowy (24:1), dokładnie mieszano i wirowano 

przez 15 minut przy 10 000 x g, w temperaturze 4°C. 

– Po wirowaniu górną fazę przenoszono do nowej probówki, a DNA wytrącano przez dodanie  

0,1 objętości 3M octanu sodu oraz trzech objętości 99,8% alkoholu etylowego. 

– Przygotowaną mieszaninę inkubowano w temperaturze -20°C przez noc. 

– Po inkubacji, próby wirowano przez 15 minut przy 16000 x g w temperaturze 4°C. 

– Nadsącz usuwano, a osad przemywano 70% roztworem etanolu i wirowano przez 5 minut, przy 

13 000 x g w 4°C. 

– Osad DNA suszono do momentu wyparowania etanolu. 

– Wyizolowane genomowe DNA rozpuszczano w 50 l wody wolnej od DNaz. Próby przechowy-

wano w -20°C. 

Izolat oceniono spektrofotometrycznie za pomocą NanoDrop ND2000 (ThermoFisher) a następ-

nie dokonano stosownego przeliczenia stężenia DNA na liczbę kopii genomu grzyba. Fusarium oxyspo-

rum. Na figurze widoczny jest charakterystyczny dla reakcji LAMP układ prążków w próbkach zawiera-

jących matryce DNA patogenu, brak natomiast produktu w NTC; Linia 1.: marker mas (Quick-Load® 

Purple 100 bp DNA Ladder, NewEngland Biolabs); linia 2.: NTC; linia 3.: 177 kopii Fusarium oxysporum; 

linia 4.: 887 kopii Fusarium oxysporum; linia 5.: 1773 kopii Fusarium oxysporum; linia 6.: 3546 kopii 
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Fusarium oxysporum; linia 7.: 8865 kopii Fusarium oxysporum; linia 8.: 17731 kopii Fusarium oxyspo-

rum; linia 9.: 35462 kopii Fusarium oxysporum; linia 10.: 88655 kopii Fusarium oxysporum; linia 11.: 

177309 kopii Fusarium oxysporum. 

P r z y k ł a d  2  Sekwencje starterów 

Sekwencje specyficznych oligonukleotydów wykorzystywanych do detekcji materiału genetycz-

nego Fusarium oxysporum z wykorzystaniem technologii LAMP przedstawiono i scharakteryzowano 

poniżej. 

1. Sekwencja oligonukleotydu Fusarium oxysporum 28S rRNAF3: 5' GGGTAGGTGACCA-

GGTTCA 3' stanowi sekwencję identyczną z genem 28S rRNA Fusarium oxysporum (nić  

5'–3'), który od strony 3' końca sąsiaduje ze starterem Fusarium oxysporum F2. 

2. Sekwencja oligonukleotydu Fusarium oxysporum 28S rRNAB3: 5' GAAT-

CCGATGGTGGTAGTCC 3' stanowi komplementarny fragment genu 28S rRNA Fusarium 

oxysporum (nić 5'–3') oddalona o 161 nukleotydów od końca 3' oligonukleotydu 1, który od 

strony 5' sąsiaduje ze starterem B2. 

3. Sekwencja oligonukleotydu Fusarium oxysporum 28S rRNAF2: 5' GGTTCGCCAAATCCGT-

CAA 3' stanowi sekwencję identyczną z genem 28S rRNA Fusarium oxysporum (nić 5'–3') 

oddalona o 5 nukleotydów od końca 3' oligonukleotydu 1, który sąsiaduje ze starterem F3 od 

strony 5'. 

4. Sekwencja oligonukleotydu Fusarium oxysporum 28S rRNAB2: 5' TCGTCATGCGA-

GGTCTGT 3' stanowi komplementarny fragment genu 28S rRNA Fusarium oxysporum (nić 

5'–3') oddalona o 141 nukleotydów od końca 3' oligonukleotydu 1, który od końca 3' sąsiaduje 

ze starterem B3. 

5. Sekwencja oligonukleotydu Fusarium oxysporum 28S rRNAF1c: 5' GTTGCCTACCCTAGAC-

CCGACT 3' stanowi komplementarny fragment genu 28S rRNA Fusarium oxysporum (nić 5'–

3') oddalona o 62 nukleotydy od końca 3' oligonukleotydu 1. 

6. Sekwencja oligonukleotydu Fusarium oxysporum 28S rRNAB1c: 5' GAAGTGGTCTAC-

CCGGTAGCCA 3' stanowi sekwencję identyczną z genem 28S rRNA Fusarium oxysporum 

(nić 5'–3') oddalona o 94 nukleotydy od końca 3' oligonukleotydu 1. 

7. Sekwencja oligonukleotydu Fusarium oxysporum 28S rRNALoopF: 5' CCTGTCCTTCGATT-

CAAGCC 3'. 

8. Sekwencja oligonukleotydu Fusarium oxysporum 28S rRNALoopB: 5' AATCGCCTCT-

CACGGCC 3'. 

Sekwencje oligonukleotydów F1c i F2 zostały połączone mostkiem TTTT i wykorzystane w po-

staci FIP. Sekwencje oligonukleotydów B1c i B2 zostały połączone mostkiem TTTT i wykorzystane  

w postaci BIP. 

P r z y k ł a d  3 

Metoda amplifikacji genu 28S Fusarium oxysporum z wykorzystaniem oligonukleotydów scharak-

teryzowanych w przykładzie 1 w technologii LAMP o następującym składzie mieszaniny reakcyjnej. 

12,5 ul WarmStart LAMP 2X Master Mix 

0,12 M F3 

0,12 M B3 

0,93 M FIP 

0,93 M BIP 

0,23 M LoopF 

0,23 M LoopB 

Znacznik fluorescencyjny oddziałujący z dwuniciowym DNA – Fluorescent dye 50X (New England 

Biolabs) w ilości 0,5 ul lub GreenFluorescent Dye (Lucigen) w ilości 1 ul lub EvaGreen 1X lub Syto-

13 16 M lub SYTO-82 16 M lub inny barwnik fluorescencyjny oddziałujący z dwuniciowym DNA  

w stężeniu niewykazującym inhibicji reakcji amplifikacji. 

Matryca DNA 1 kopia/reakcję. 

Całkowita objętość reakcyjna dopełniona do 25 l wodą wolną od DNaz i RNaz. 

P r z y k ł a d  4 

Metoda amplifikacji genu 28S rRNA dla Fusarium oxysporum z wykorzystaniem oligonukleotydów 

scharakteryzowanych w przykładzie 1 w technologii LAMP o składzie mieszaniny reakcyjnej scharakte-

ryzowanej w przykładzie 2 o następującym profilu temperaturowym: 



 PL 237 733 B1 5 

1) 65°C, 40 min. 

2) opcjonalnie przy reakcjach typu end-point 80°C, 10 min. 

P r z y k ł a d  5 

Metoda amplifikacji i detekcji genu 28S rRNA dla Fusarium oxysporum z wykorzystaniem oligo-

nukleotydów scharakteryzowanych w przykładzie 1 w technologii LAMP o składzie mieszaniny reakcyj-

nej scharakteryzowanej w przykładzie 2 o profilu temperaturowym scharakteryzowanym w przykładzie 

3 i sposobie detekcji opisanym poniżej. 

Użyty barwnik fluorescencyjny wykazujący zdolność odziaływania z dwuniciowym DNA dodany 

do mieszaniny reakcyjnej w ilości 0,5 ul lub stężeniu 1X; 16 M odpowiednio dla barwnika GreenFlu-

orescent Dye (Lucigen); EvaGreen; SYTO-13 i SYTO-82 przed rozpoczęciem reakcji, pomiar w czasie 

rzeczywistym i/lub typu end-point. Długość fali wzbudzenia w zakresie zbliżonym do barwnika FAM – 

490–500 nm (optymalnie 494 nm) dla barwników Fluorescent dye 50X (New England Biolabs), Green-

Fluorescent Dye (Lucigen); EvaGreen; SYTO-13 oraz dla barwnika SYTO-82 535 nm (optymalnie 541 

nm) długość fali emisji w zakresie 509–530 nm (optymalnie 518 nm) dla barwników GreenFluorescent 

Dye (Lucigen); EvaGreen; SYTO-13 oraz dla barwnika SYTO-82 556 nm (optymalnie 560 nm), sposób 

detekcji, czas rejestracji zmian począwszy od 15 minuty od rozpoczęcia reakcji dla Fusarium oxysporum 

oraz kontroli negatywnej. 

P r z y k ł a d  6 

Metoda przygotowania i liofilizacji odczynników do detekcji amplifikacji i detekcji genu 28S rRNA 

grzyba Fusarium oxysporum z wykorzystaniem oligonukleotydów scharakteryzowanych w przykładzie 

1 w technologii LAMP o składzie mieszaniny reakcyjnej scharakteryzowanej w przykładzie 2 o profilu 

temperaturowym scharakteryzowanym w przykładzie 3 i sposobie detekcji opisanym w przykładzie 4. 

P r z y k ł a d  7  Opis procesu liofilizacji 

Komponenty reakcji mieszano zgodnie ze składem opisanym w przykładzie 2, poza matrycą DNA, 

do całkowitej objętości 25 l. Mieszaninę przeniesiono do probówek o pojemności 0,2 ml i poddano 

procesowi liofilizacji zgodnie z poniższymi parametrami. 

Mieszanina umieszczona w probówkach została wstępnie schłodzona do -25°C. Następnie pro-

wadzono proces liofilizacji w temperaturze -80°C przez 3–8 godzin pod ciśnieniem 5-2 mBar. 

P r z y k ł a d  8  Czułość metody 

Czułość określono przez nastawienie serii rozcieńczeń matrycy kwasu nukleinowego grzyba uzy-

skanej w wyniku izolacji próbki kolonii grzyba Fusarium oxysporum; Autor: Schlechtendahl; Nazwa ga-

tunku rośliny: gleba; Pochodzenie patogenu – kraj: PL; Pochodzenie patogenu – miejsce: Tomaszkowo 

koło Olsztyna; Data akcesu: 2014.08.01; Data izolacji: 2013; Metoda konserwacji: olej * glicerol * ciekły 

azot; Ofiarodawca: Sebastian Przemieniecki UWM Olsztyn; Numer kolekcji obcej: 3, pozyskanego  

z Instytutu Ochrony Roślin, Państwowego Instytut Badawczego w Poznaniu, Fusarium oxysporum  

z minimalną ilością grzyba 177 kopii/l, gdzie przyrost produktu mierzono w czasie rzeczywistym – Fi-

gura 2 (RealTime-LAMP dla serii rozcieńczeń Fusarium oxysporum). 

Czas, po którym możliwa jest detekcja emitowanej fluorescencji dla poszczególnych próbek 

przedstawiono w tabeli 1. 

Scharakteryzowane startery umożliwiają detekcję Fusarium oxysporum przy minimalnej ilości  

177 kopii/l. 

T a b e l a  1  Czas niezbędny do detekcji fluorescencji  

dla poszczególnych stężeń Fusarium oxysporum 

Próbka Czas przekroczenia linii  
bazowej fluorescencji [min ] 

Fusarium oxysporum NTC Nieokreślony 

Fusarium oxysporum 177 kopii 33,511887 

Fusarium oxysporum 887 kopii 30,302065 

Fusarium oxysporum 1773 kopii 29,911076 

Fusarium oxysporum 3546 kopii 27,424047 

Fusarium oxysporum 8865 kopii 23,639772 

Fusarium oxysporum 17731 kopii 20,899029 

Fusarium oxysporum 35462 kopii 20,484673 

Fusarium oxysporum 88655 kopii 18,59475 
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Wyższość metody amplifikacji oraz oligonukleotydów scharakteryzowanych w niniejszym opisie 

patentowym nad testami bazującymi na technologii RealTime-LAMP polega na znacznie wyższej czu-

łości, którą przedstawiono na figurze 1 oraz skróceniu czasu analiz przedstawionego na figurze 2 oraz 

tabeli 1. 

Lista sekwencji 
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Zastrzeżenia patentowe 

1. Zestaw starterów zdolnych do powielania sekwencji nukleotydowej Fusarium oxysporum, zna-

mienny tym, że zawiera zestaw starterów wewnętrznych zawierający następujące sekwencje 

nukleotydowe a) i b) oraz zestaw starterów zewnętrznych zawierający następujące sekwencje 

nukleotydowe c) i d): 

a) 5' GTTGCCTACCCTAGACCCGACT 3' (sekwencja nukleinowa SEQ ID NO: 5 lub sekwencja 

do niej komplementarna) połączona, korzystnie mostkiem TTTT, z sekwencją 5' GGTTCGC-

CAAATCCGTCAA 3' – (sekwencja nukleinowa SEQ ID NO: 3 lub sekwencja do niej komple-

mentarna 

b) 5' GAAGTGGTCTACCCGGTAGCCA 3' – (sekwencja nukleinowa SEQ ID NO: 6 lub sekwen-

cja do niej komplementarna) połączona, korzystnie mostkiem TTTT, z sekwencją 5' TCGT-

CATGCGAGGTCTGT 3'– (sekwencja nukleinowa SEQ ID NO: 4 lub sekwencja do niej kom-

plementarna) 

c) 5' GGGTAGGTGACCAGGTTCA 3' sekwencja nukleinowa SEQ ID NO: 1 lub sekwencja do 

niej komplementarna 

d) 5' GAATCCGATGGTGGTAGTCC 3' sekwencja nukleinowa SEQID NO: 2 lub sekwencja do 

niej komplementarna. 

2. Zestaw według zastrz. 1, znamienny tym, że zawiera dodatkowo zestaw sekwencji nukleino-

wych starterów loop zawierający sekwencje nukleinowe o numerach SEQ ID NO: 7–5' 

CCTGTCCTTCGATTCAAGCC 3' i 8: 5' AATCGCCTCTCACGGCC 3' lub sekwencje do niej 

komplementarne. 

3. Sposób wykrywania Fusarium oxysporum, znamienny tym, że obejmuje powielanie wybra-

nego regionu sekwencji nukleinowej Fusarium oxysporum z wykorzystaniem zestawu starte-

rów zdefiniowanych w zastrz. 1 albo 2 przy czym metodą powielania jest metoda LAMP, ko-

rzystnie o następującym profilu temperaturowym: 

1) 65°C, 40 min. 

2) opcjonalnie przy reakcjach typu end-point 80°C, 10 min. 
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4. Sposób diagnostyki fuzariozy, znamienny tym, że obejmuje sposób wykrywania zdefiniowany 

w zastrz. 3. 

5. Zestaw do diagnostyki fuzariozy, znamienny tym, że zawiera zestaw starterów zdefiniowany 

w zastrz. 1 albo 2 oraz 12,5 ul Warmstart LAMP 2X Master Mix), przy czym poszczególne 

startery mają następujące stężenia: 0,12 M F3; 0,12 M B3; 0,93 M FIP; 0,93 M BIP;  

0,23 M LoopF; 0,23 M LoopB, oraz znacznik fluorescencyjny oddziałujący z dwuniciowym 

DNA – Fluorescent dye 50X (New England Biolabs) w ilości 0,5 ul, GreenFluorescent Dye 

(Lucigen) w ilości 1 ul lub EvaGreen 1X lub Syto-13 16 M lub SYTO-82 16 M lub inny 

barwnik fluorescencyjny oddziałujący z dwuniciowym DNA w stężeniu niewykazującym inhibi-

cji reakcji amplifikacji. 

 

 

Rysunki 
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