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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zestaw starteréw do powielania Fusarium oxysporum, sposéb wy-
krywania Fusarium oxysporum, sposob diagnostyki fuzariozy oraz zestaw do diagnostyki fuzariozy. Wy-
nalazek ma zastosowanie w przemysle rolniczym, a takze diagnostyce medyczne;.

Zgtoszenie dotyczy opracowania sekwencji specyficznych oligonukleotydéw dedykowanych de-
tekcji kwasu nukleinowego Fusarium oxysporum, jego genu 28S rRNA (GenBank HM057281.1) z wy-
korzystaniem technologii LAMP (loop mediated isothermal amplification), ktéra to metoda zostata przy-
ktadowo ujawniona w opisach patentowych W00028082, W00224902. Zgtoszenie dotyczy takze opra-
cowania metody detekgji, skladu mieszaniny reakcyjnej, warunkéw temperaturowych oraz warunkéw
liofilizacji reagentéw. Fusarium oxysporum jest wszechobecnym grzybem z rodziny Nectriaceae. Gatu-
nek zostat podzielony w zaleznosci od gospodarzy, u ktérych wywotuje dang chorobe. Nalezy do paso-
zytow wielu roslin. Jest czynnikiem etiologicznym fuzariozy. Objawia sie ona wiednieciem naczyn, za-
z6tceniem lisci, gniciem korzeni, defoliacjg. W konsekwencji prowadzi do $mierci rosliny.

Fuzarioza powoduje duze straty w uprawach warzyw, owocow i roslin ozdobnych. W celu ochrony
wykorzystuje sie odmiany odporne na chorobe. Profilaktycznie przy podejrzeniu zagrozenia stosuje sie
chemiczne $rodki ochrony roslin.

Fusarium oxysporum z chinskich zgtoszeh patentowych CN106434993; CN102690887;
CN103773854; CN103409518; CN103352078 znane jest wykorzystanie starteréw w metodzie LAMP
do potwierdzania obecnosci Fusarium oxysporum w prébce badanej. Zgtoszenia te dotyczg zestawow
starteréw nieposiadajgcych specyficznosci do gatunkdéw infekujgcych m.in. uprawy pomidora w Europie.
Ponadto nie wykazujg one wiasciwosci umozliwiajgcych ich wykorzystanie w diagnostyce polowej
z uwagi na wydtuzony czas amplifikaciji.

Nadal wiec istnieje potrzeba zapewnienia takiego zestawu starteréw oraz sktadu mieszaniny re-
akcyjnej wykorzystywanych w metodzie diagnostycznej do wykrywania Fusarium oxysporum z wyko-
rzystaniem metody LAMP, ktére bedg skutkowaty niskim limitem detekcji patogenu, uzyskiwanym
w krotkim czasie. Nieoczekiwanie problem rozwigzat prezentowany wynalazek.

Pierwszym przedmiotem wynalazku jest zestaw starteréw zdolnych do powielania sekwencji nu-
kleotydowej Fusarium oxysporum charakteryzujacy sie tym, ze zawiera zestaw starteréw wewnetrznych
zawierajgcy nastepujgce sekwencje nukleotydowe a) i b) oraz zestaw starteréw zewnetrznych zawiera-
jacy nastepujgce sekwencje nukleotydowe c) i d):

a) 5 GTTGCCTACCCTAGACCCGACT 3' (sekwencja nukleinowa SEQ ID NO: 5 lub sekwencja
do niej komplementarna) potgczona, korzystnie mostkiem TTTT, z sekwencjg 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) potgczona, korzystnie mostkiem TTTT, z sekwencjg 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. Réwnie korzystnie zestaw wedlug wynalazku charakteryzuje sie tym,
ze zawiera dodatkowo zestaw sekwencji nukleinowych starteréw loop zawierajgcy 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 sposéb wykrywania Fusarium oxysporum charakteryzujgcy
sie tym, ze obejmuje powielanie wybranego regionu sekwencji nukleinowej Fusarium oxysporum z wy-
korzystaniem zestawu starterow zdefiniowanych w pierwszym przedmiocie wynalazku przy czym me-
todg powielania jest metoda LAMP, korzystnie o nastepujgcym profilu temperaturowym:

1) 65°C, 40 min.

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

Trzecim przedmiotem wynalazku jest sposéb diagnostyki fuzariozy charakteryzujacy sie tym, ze
obejmuje sposéb wykrywania zdefiniowany w drugim przedmiocie wynalazku.

Czwartym przedmiotem wynalazku jest zestaw do diagnostyki fuzariozy charakteryzujgcy sie tym,
ze zawiera zestaw starterow zdefiniowany w pierwszym przedmiocie wynalazku oraz 12,5 ul Warmstart
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LAMP 2X Master Mix), przy czym poszczegdlne startery majg nastepujace stezenia: 0,12 uM F3;
0,12 uM B3; 0,93 uM FIP; 0,93 uM BIP; 0,23 uM LoopF; 0,23 uM LoopB, oraz znacznik fluorescencyjny
oddziatujgcy z dwuniciowym DNA

— Fluorescent dye 50X (New England Biolabs) w ilosci 0,5 ul, GreenFluorescent Dye (Lucigen)
w ilosci <1 ul lub EvaGreen <1X lub Syto-13 <16 uM lub SYTO-82 <16 uM lub inny barwnik fluorescen-
cyjny oddziatujgcy z dwuniciowym DNA w stezeniu niewykazujacym inhibicji reakcji amplifikacji.

Przyktadowe realizacje wynalazku przedstawiono na rysunku, na ktérym fig. 1 przedstawia cha-
rakterystyke specyficznosci oraz czutosci metody, gdzie specyficzny sygnat uzyskano z matrycg kwasu
nukleinowego grzyba Fusarium oxysporum a fig. 2 ilustruje czuto$¢ metody wg wynalazku mierzonej
przez nastawienie serii rozcienczen matrycy Fusarium oxysporum z minimalng iloscig grzyba 177 ko-
pii/ul, gdzie przyrost produktu mierzono w czasie rzeczywistym.

Przyktad 1 Izolacja materiatu genetycznego

Autor: Schlechtendahl; Nazwa gatunku rosliny: gleba; Pochodzenie patogenu — kraj: PL; Pocho-
dzenie patogenu — miejsce: Tomaszkowo koto Olsztyna; Data akcesu: 2014.08.01; Data izolacji: 2013;
Metoda konserwaciji: olej * glicerol * ciekly azot; Ofiarodawca: Sebastian Przemieniecki UWM Olsztyn;
Numer kolekcji obcej: 3, pozyskanego z Instytutu Ochrony Roslin, Panstwowego Instytut Badawczego
w Poznaniu. Materiat genetyczny wyizolowano zmodyfikowang metodg Murraya-Thompsona wg poniz-
szego protokotu:

— Materiat rozcierano w mozdzierzu przy uzyciu ciektego azotu, nastepnie 100 mg suchej masy
przenoszono do probowki typu Eppendorf.

— Do prébki dodawano 500 ul buforu lizujgcego, a nastepnie inkubowano prébki w 60°C przez
godzine.

Bufor do lizy:

100 mM Tris pH 7,5

100 mM EDTA

1% SDS

100 pg/ml proteina K

1% merkaptoetanol

Proteinaze K oraz B-merkaptoetanol do buforu lizujgcego dodawano tuz przed zastosowaniem
buforu w izolacji.

— Nastepnie dodawano 200 ul 5M NaCl oraz 0,1 objetosci 10% CTAB

— Prébki inkubowano w 65°C przez 20 min.

— Po inkubacji probki schtadzano, umieszczajgc je na lodzie. Dalej prébki wirowano przez 10 min
w 4°C 10 000 rpm.

— Nadsgcz przenoszono do nowej probéwki typu eppendorf. Do izolatéw dodawano réwng obje-
tos¢ mieszaniny chloroform:alkohol izoamylowy (24:1), cato$¢ doktadnie mieszano przy uzyciu worteksu
przez 1 minute.

— Prébki wirowano przez 15 minut przy 10 000 rpm, w temperaturze 4°C.

— Gorng faze przenoszono do nowej probowki, a nastepnie ponownie ekstrahowano dodajac
réwng objetos¢ mieszaniny: chloroform: alkohol izoamylowy (24:1), doktadnie mieszano i wirowano
przez 15 minut przy 10 000 x g, w temperaturze 4°C.

— Po wirowaniu gorng faze przenoszono do nowej probéwki, a DNA wytrgcano przez dodanie
0,1 objetosci 3M octanu sodu oraz trzech objetosci 99,8% alkoholu etylowego.

— Przygotowang mieszanine inkubowano w temperaturze -20°C przez noc.

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

— Nadsgcz 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 ul wody wolnej od DNaz. Proby przechowy-
wano w -20°C.

Izolat oceniono spektrofotometrycznie za pomocg NanoDrop ND2000 (ThermoFisher) a nastep-
nie dokonano stosownego przeliczenia stezenia DNA na liczbe kopii genomu grzyba. Fusarium oxyspo-
rum. Na figurze widoczny jest charakterystyczny dla reakcji LAMP ukfad pragzkéw w probkach zawiera-
jacych 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.

Przyktad 2 Sekwencje starterow

Sekwencje specyficznych oligonukleotydéw wykorzystywanych do detekcji materiatu genetycz-

nego Fusarium oxysporum z wykorzystaniem technologii LAMP przedstawiono i scharakteryzowano
ponize;.

1. Sekwencja oligonukleotydu Fusarium oxysporum 28S rRNAF3: 5° GGGTAGGTGACCA-
GGTTCA 3' stanowi sekwencje identyczng z genem 28S rRNA Fusarium oxysporum (nié¢
5'-3"), ktoéry od strony 3' kohca sgsiaduje ze starterem Fusarium oxysporum F2.

2. Sekwencja oligonukleotydu Fusarium oxysporum 28S rRNAB3: 5 GAAT-
CCGATGGTGGTAGTCC 3' stanowi komplementarny fragment genu 28S rRNA Fusarium
oxysporum (ni¢ 5'-3') oddalona o 161 nukleotydéw od konca 3' oligonukleotydu 1, ktéry od
strony 5' sgsiaduje ze starterem B2.

3. Sekwencja oligonukleotydu Fusarium oxysporum 28S rRNAF2: 5' GGTTCGCCAAATCCGT-
CAA 3' stanowi sekwencje identyczng z genem 28S rRNA Fusarium oxysporum (ni¢ 5'-3")
oddalona o 5 nukleotyddw od konca 3' oligonukleotydu 1, ktéry sgsiaduje 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 (nic¢
5'-3") oddalona o 141 nukleotyddw od konca 3' oligonukleotydu 1, ktéry od konca 3' sgsiaduje
ze starterem B3.

5. Sekwencja oligonukleotydu Fusarium oxysporum 28S rRNAF1c: 5 GTTGCCTACCCTAGAC-
CCGACT 3' stanowi komplementarny fragment genu 28S rRNA Fusarium oxysporum (ni¢ 5'—
3') oddalona o 62 nukleotydy od konca 3' oligonukleotydu 1.

6. Sekwencja oligonukleotydu Fusarium oxysporum 28S rRNABlc: 5 GAAGTGGTCTAC-
CCGGTAGCCA 3' stanowi sekwencje identyczng z genem 28S rRNA Fusarium oxysporum
(ni¢ 5'-3') oddalona o 94 nukleotydy od konca 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 oligonukleotydéw F1c i F2 zostaty potgczone mostkiem TTTT i wykorzystane w po-

staci FIP. Sekwencje oligonukleotydow B1c i B2 zostaty potgczone mostkiem TTTT i wykorzystane
w postaci BIP.

Przyktad 3

Metoda amplifikacji genu 28S Fusarium oxysporum z wykorzystaniem oligonukleotydéw scharak-
teryzowanych w przyktadzie 1 w technologii LAMP o nastepujgcym sktadzie mieszaniny reakcyjnej.

12,5 ul WarmStart LAMP 2X Master Mix

0,12 uM F3

0,12 uM B3

0,93 uM FIP

0,93 uM BIP

0,23 uM LoopF

0,23 uM LoopB

Znacznik fluorescencyjny oddziatujgcy z dwuniciowym DNA — Fluorescent dye 50X (New England
Biolabs) w ilosci 0,5 ul lub GreenFluorescent Dye (Lucigen) w ilosci <1 ul lub EvaGreen <1X lub Syto-
13 <16 uM lub SYTO-82 <16 uM lub inny barwnik fluorescencyjny oddziatujgcy z dwuniciowym DNA
w stezeniu niewykazujgcym inhibicji reakcji amplifikacji.

Matryca DNA >1 kopia/reakcje.

Catkowita objetosc¢ reakcyjna dopetniona do 25 pl wodg wolng od DNaz i RNaz.

Przyktad 4

Metoda amplifikacji genu 28S rRNA dla Fusarium oxysporum z wykorzystaniem oligonukleotydéw
scharakteryzowanych w przyktadzie 1 w technologii LAMP o sktadzie mieszaniny reakcyjnej scharakte-
ryzowanej w przykfadzie 2 o nastepujgcym profilu temperaturowym:
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1) 65°C, 40 min.

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

Przyktad 5

Metoda amplifikacji i detekcji genu 28S rRNA dla Fusarium oxysporum z wykorzystaniem oligo-
nukleotydéw scharakteryzowanych w przyktadzie 1 w technologii LAMP o sktadzie mieszaniny reakcyj-
nej scharakteryzowanej w przyktadzie 2 o profilu temperaturowym scharakteryzowanym w przyktadzie
3 i sposobie detekcji opisanym ponize;.

Uzyty barwnik fluorescencyjny wykazujgcy zdolnos¢ odziatywania z dwuniciowym DNA dodany
do mieszaniny reakcyjnej w iloci 0,5 ul lub stezeniu <1X; <16 uM odpowiednio dla barwnika GreenFlu-
orescent Dye (Lucigen); EvaGreen; SYTO-13 i SYTO-82 przed rozpoczeciem reakcji, pomiar w czasie
rzeczywistym i/lub typu end-point. Dlugos¢ fali wzbudzenia w zakresie zblizonym do barwnika FAM —
490-500 nm (optymalnie 494 nm) dla barwnikéw Fluorescent dye 50X (New England Biolabs), Green-
Fluorescent Dye (Lucigen); EvaGreen; SYTO-13 oraz dla barwnika SYTO-82 535 nm (optymalnie 541
nm) dtugos¢ fali emisji w zakresie 509-530 nm (optymalnie 518 nm) dla barwnikéw GreenFluorescent
Dye (Lucigen); EvaGreen; SYTO-13 oraz dla barwnika SYTO-82 556 nm (optymalnie 560 nm), sposéb
detekcji, czas rejestracji zmian poczgwszy od 15 minuty od rozpoczecia reakcji dla Fusarium oxysporum
oraz kontroli negatywne;.

Przyktad 6

Metoda przygotowania i liofilizacji odczynnikéw do detekcji amplifikacji i detekcji genu 28S rRNA
grzyba Fusarium oxysporum z wykorzystaniem oligonukleotydéw scharakteryzowanych w przyktadzie
1 w technologii LAMP o skfadzie mieszaniny reakcyjnej scharakteryzowanej w przyktadzie 2 o profilu
temperaturowym scharakteryzowanym w przyktadzie 3 i sposobie detekcji opisanym w przyktadzie 4.

Przyktad 7 Opis procesu liofilizacji

Komponenty reakcji mieszano zgodnie ze sktadem opisanym w przykfadzie 2, poza matrycg DNA,
do catkowitej objetosci 25 ul. Mieszanine przeniesiono do probéwek o pojemnosci 0,2 ml i poddano
procesowi liofilizacji zgodnie z ponizszymi parametrami.

Mieszanina umieszczona w probéwkach zostata wstepnie schiodzona do -25°C. Nastepnie pro-
wadzono proces liofilizacji w temperaturze -80°C przez 3-8 godzin pod ci$nieniem 52 mBar.

Przyktad 8 Czulos¢ metody

Czutos¢ okreslono przez nastawienie serii rozcienczeh matrycy kwasu nukleinowego grzyba uzy-
skanej w wyniku izolacji prébki kolonii grzyba Fusarium oxysporum; Autor: Schlechtendahl; Nazwa ga-
tunku rosliny: gleba; Pochodzenie patogenu — kraj: PL; Pochodzenie patogenu — miejsce: Tomaszkowo
koto Olsztyna; Data akcesu: 2014.08.01; Data izolacji: 2013; Metoda konserwacji: olej * glicerol * ciekty
azot; Ofiarodawca: Sebastian Przemieniecki UWM Olsztyn; Numer kolekcji obcej: 3, pozyskanego
Z Instytutu Ochrony Roslin, Panstwowego Instytut Badawczego w Poznaniu, Fusarium oxysporum
z minimalng iloscig grzyba 177 kopii/ul, gdzie przyrost produktu mierzono w czasie rzeczywistym — Fi-
gura 2 (RealTime-LAMP dla serii rozcienczen Fusarium oxysporum).

Czas, po ktéorym mozliwa jest detekcja emitowanej fluorescenciji dla poszczegdlinych prébek
przedstawiono w tabeli 1.

Scharakteryzowane startery umozliwiajg detekcje Fusarium oxysporum przy minimalnej ilosci
177 kopii/pl.

Tabela 1 Czas niezbedny do detekc;ji fluorescencji
dla poszczegolnych stezen Fusarium oxysporum

Probka Czas przekroczenia linii
bazowej fluorescencji [min ]

Fusarium oxysporum NTC Nieokreslony

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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Wyzszos¢ metody amplifikacji oraz oligonukleotydéw scharakteryzowanych w niniejszym opisie
patentowym nad testami bazujgcymi na technologii RealTime-LAMP polega na znacznie wyzszej czu-
tosci, ktorg przedstawiono na figurze 1 oraz skroceniu czasu analiz przedstawionego na figurze 2 oraz
tabeli 1.

Lista sekwenciji

<110> Genomtec S.A.

<120> Zestaw starterdw do wykrywania Fusarium oxysporum,
sposdb wykrywania Fusarium oxysporum z wykorzystaniem
zestawu starterdw oraz zestaw do wykrywania Fusarium

oxysporum

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1 28S rRNAF3
<211> 24

<212> DNA

<213> artificial

<223> primer

<400> 1

GGGTAGGTGACCAGGTTCA 19

<210> 2 28S rRNAB3
<211> 24

<212> DNA

<213> artificial

<223> primer

<400> 2
GAATCCGATGGTGGTAGTCC 20

<210> 3 285 rRNAF2: 5’
<211> 24
<212> DNA

<213> artificial
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<223> primer

<400> 3

GGTTCGCCAAATCCGTCAA 19

<210> 4 28S rRNAB2
<211> 24

<212> DNA

<213> artificial

<223> primer

<400> 4

TCGTCATGCGAGGTCTGT 18

<210> 5 28S rRNAFlc
<211> 24

<212> DNA

<213> artificial

<223> primer

<400> 5

GTTGCCTACCCTAGACCCGACT 22

<210> 28S rRNABlc
<211> 24

<212> DNA

<213> artificial

<223> primer

<400> 6
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GAAGTGGTCTACCCGGTAGCCA 22

<210> 7 28S rRNALoopF
<211> 24

<212> DNA

<213> artificial
<223> primer

<400> 7

CCTGTCCTICGATTCAAGCC 20

<210> 8 285 rRNALcopB
<211> 24

<212> DNA

<213> artificial
<223> primer

<400> 8

AATCGCCTCTCACGGCC 17

<210>

<211> 24

<212>
<213>
<223>

<400> 9

cgctcgagceg
tttgcagacg
cgatctgctg
tggagacttg
tagtcgagtt
tgtgttggac
gceggectgt
galllLgalgL
ggcagcttag

9 285 rRNA

DNA

gen

cgtcgtggta
acttagctgt
agggtaagcc
taggggttgt
agacttggtg
ggtgtagggt
cgatgatgtg
cggclceegl
atttggtcga

tttcgegtat
gcgaaacggt
gtccttegece
gggatttttg
gaattcecgte
aggctgettg
tgatgtatgc
gcaggccaga
tctggaggtce

tgtaatttca
cctgtaagca
tcgatttcece
atgtgtegtce
gataggagtt
gacatggtcg
ggtctagggt
glgaggggygyg
gattctccgg

acacgagcgg
gtagagtagc
caatgggttce
tceggacgeg
ccgtecgagte
gttegaggat
aggttggttt
Lccaggglag
ctggcggatce

ggtcaaatcc
cttgttgtta
tceggatttc
cggtgcaggg
tggtcagctyg
cgattcgaqgqg
gtcttggttce
glgcaggglLa
tgacactgtc

50
120
180
240
300
360
420
480
540



gaaacgagat
acgagatatg
agttttctgt
tctegtggte
aaagtggctc
gagagggagt
aaaaglLiLgtt
ggtgctgggt
ttctggtgtyg
ggtagccaga
actttgccct
ggcttaattt
tctgatcaca
aattatatgt
tgagagcacg
ccatgtgttg
gtgtagggta
cgaaggacag
agtggtctac
cgacgggact
aaaaatgcgt
catacaaatg
ccactaaaac
gtgaggacaa
tcectetgta

gcgaggggtg
tggtttaggg
gggtgtatgg
gtgagtcgat
gggagtcccg
aatccggccee
aagaggcygcyg
agccgggaag
gtgtagggta
cgtctggtat
tcgectttagt
acgattacat
tttggtgaag
gattttgcaa
tttgaggtgce
gtecgggcetece
ggtgaccagg
glclaggglLa
ccggtagceca
accaccatcg
gcaaaatggt
aattttgcgg
ggtctcggag
accgggcgag

tagggtagge
taggctctag
taggtacagg
ttttttgttt
cctggegtge
ggccggggcce
gbgtcggcglL
acttggacgg
gggtaggegt
atagtatggg
cgagggagga
gatctgtgtce
aggtggtttg
aagtgggtgt
catgagatge
tgtgcggeceg
ttcagggtag
ggccagaglc
acttcaatcg
gattcgcctt
tttgtggttt
aaaataaaaa
ggtatatgag
caacctctca
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tagtttcgta
ggtaagtaga
gtaggcaaat
tgccatacta
gtcecgactecg
catcgcgage
gcliglLalLtt
atctggcccg
agatagatga
ggtgtagggt
tgatcttggce
actctagggt
gctggtgaga
gaaattggaa
acctctccga
tccagggegg
gttcgccaaa
ggglclaggg
cctetcecacgg
ggtcgaaata
ggtggctgtyg
gtggcccacg
aagggagcaa
gtatcagatc

cttgccaggt
attcgagttt
ctctctecgg
ttgaattttg
aacatcgtcg
tgcecgggtag
gcgggagaga
ggaatgggtc
gtggtctagyg
aggtctggac
tgggacggag
aggtgaaaat
Lggacaaaag
agtcggtttt
gacgacctca
gataagtaga
tccgtcaate
Laggcaaccyg
ccgcecacaga
gctggtatat
agtcgatttt
aggcagtcct
atccggccga
ttgcagactt

Zastrzezenia patentowe

tgcgatttgg
cgtcgeccgat
ccagtacttg
cggaaattca
gt.gtacatat
gtaaaagtaa
attatclggg
tgggcctgga
gtagatacag
accgttttce
gtgtagggta
cccatatata
tgcaatgtag
cccgcacaga
acggtaccac
gaatgtggtg
cggcttgaat
Lcaccclega
cctecgcatga
gcacttttga
tttgttttce
ggcgtgcgge
gcctgaaagg
ccactgegtg

600

650

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1550
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
1990

1. Zestaw starterow zdolnych do powielania sekwencji nukleotydowej Fusarium oxysporum, zna-
mienny tym, ze zawiera zestaw starteréw wewnetrznych zawierajgcy nastepujace sekwencje
nukleotydowe a) i b) oraz zestaw starteréw zewnetrznych zawierajgcy nastepujgce sekwencje

nukleotydowe c) i d):

a) 5'GTTGCCTACCCTAGACCCGACT 3' (sekwencja nukleinowa SEQ ID NO: 5 lub sekwencja
do niej komplementarna) potgczona, korzystnie mostkiem TTTT, z sekwencjg 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) potagczona, korzystnie mostkiem TTTT, z sekwencjg 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 wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze zawiera dodatkowo zestaw sekwencji nukleino-

wych starteréw loop zawierajgcy sekwencje nukleinowe o numerach SEQ ID NO: 7-5'

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

komplementarne.

3. Sposob wykrywania Fusarium oxysporum, znamienny tym, ze obejmuje powielanie wybra-
nego regionu sekwencji nukleinowej Fusarium oxysporum z wykorzystaniem zestawu starte-
row zdefiniowanych w zastrz. 1 albo 2 przy czym metoda powielania jest metoda LAMP, ko-

rzystnie o nastepujgcym profilu temperaturowym:

1) 65°C, 40 min.
2) opcjonalnie przy reakcjach typu end-point 80°C, 10 min.
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4. Sposob diagnostyki fuzariozy, znamienny tym, ze obejmuje sposob wykrywania zdefiniowany
w zastrz. 3.

5. Zestaw do diagnostyki fuzariozy, znamienny tym, ze zawiera zestaw starterow zdefiniowany
w zastrz. 1 albo 2 oraz 12,5 ul Warmstart LAMP 2X Master Mix), przy czym poszczegolne
startery majg nastepujagce stezenia: 0,12 uM F3; 0,12 uM B3; 0,93 uM FIP; 0,93 uM BIP;
0,23 uM LoopF; 0,23 uM LoopB, oraz znacznik fluorescencyjny oddziatujgcy z dwuniciowym
DNA — Fluorescent dye 50X (New England Biolabs) w ilosci 0,5 ul, GreenFluorescent Dye
(Lucigen) w ilosci <1 ul lub EvaGreen <1X lub Syto-13 <16 uM lub SYTO-82 <16 uM lub inny
barwnik fluorescencyjny oddziatujgcy z dwuniciowym DNA w stezeniu niewykazujgcym inhibi-
cji reakcji amplifikaciji.

Rysunki

Rl T 1§ k.3 Gng
—_ A 2 2 2 I

Fiuorescence
Signal
ARD

1.000 E+2
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