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Streszczenie: 1zotermalna amplifikacja DNA za posrednictwem petli (ang. Loop-Mediated Isother-
mal Amplification, LAMP) jest skuteczna technika amplifikacji wybranej sekwencji DNA, stanowiaca
szybkie i proste narzedzie w diagnostyce roslin. Metoda wymaga zestawu czterech (lub szesciu) spec-
jalnie zaprojektowanych starter6w oraz polimerazy DNA o aktywno$ci wymiany nici. Produktami
amplifikacji sg struktury petli zawierajace powtorzenia sekwencji docelowych, wykrywane poprzez
elektroforeze agarozowa lub metody oparte na ocenie jakosciowej ubocznych produktow reakc-
ji LAMP — jonéw pirofosforanowych. LAMP to metoda detekcji specyficznych sekwencji kwasow
nukleinowych, ktéra pokonuje wiele ograniczen metod opartych na reakcji tancuchowej polimerazy.
Metoda LAMP przeprowadzana jest w warunkach izotermalnych i eliminuje konieczno$¢ stosowania
termocyklerow, co umozliwia jej zastosowanie przy wykorzystaniu mato skomplikowanego sprze-
tu (blok grzejny lub taznia wodna). Ponadto uproszczona metoda detekcji produktow amplifikacji
pozwala na jej wdrozenie w stabiej wyposazonych laboratoriach lub warunkach polowych. Metoda
LAMP znalazta zastosowanie w diagnostyce patogendow roslinnych, identyfikacji genetycznie mody-
fikowanych organizmoéw ro§linnych oraz identyfikacji gatunkowej roslin.

Stowa kluczowe: LAMP, izotermalna amplifikacja, diagnostyka roslin

Summary: Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) is an effective method for amplification of
a target DNA sequence, representing a fast and simple plant diagnostic tool. This method requires a set
of four (or six) specifically designed primers and a DNA polymerase with strand displacing activity.
Amplification products contain single-stranded loops with repeated target sequences, detected by agarose
electrophoresis or methods based on the qualitative assessment of reaction by-products — pyrophosphate
ions. Detection of specific nucleic acid sequences by LAMP overcomes many limitations of methods
based on polymerase chain reaction — PCR. LAMP method is performed in isothermal conditions, which
eliminates the need for thermocyclers and enables the reaction with no need for sophisticated equipment
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(heating block or water bath). In addition, a simplified method for detection of amplification products
makes it applicable in the field or less equipped laboratories. LAMP is a highly effective method for plant
pathogens diagnosis, identification of genetically modified organisms or authentication of plant species.

Key words: LAMP, isothermal amplification, plant diagnostics

WSTEP

Sprawna detekcja patogendéw u roslin jest konieczna dla skutecznego zapobiega-
nia lub ograniczania rozprzestrzeniania si¢ chordb roslinnych, ktorych wystepowanie
maznaczace konsekwencje ekonomiczne. Patogeny roslinne moga by¢ wykrywane za
pomoca wielu metod, poczynajac od oceny symptomoéw choroby lub obserwacji mi-
kroskopowej patogenow, do metod opartych nazastosowaniu przeciwciat (analizy im-
munochromatograficzne) lub metod opartych na amplifikacji kwaséw nukleinowych.

Klasyczne metody identyfikacji patogenow stanowig testy fizjologiczne i bio-
chemiczne okreslajace wlasciwosci fenotypowe. Ich najwigkszym ograniczeniem
jest niska czuto$¢ oraz czasochtonnos$é, ktora w przypadku bakterii polega na ko-
niecznosci prowadzenia hodowli kultur bakterii izolowanych z zainfekowanych
roslin. Powszechnie stosowane sg rowniez metody serologiczne, test posredniej
immunofluorescencji — IIF (ang. Indirect Immunofluore-scence) [6] oraz test immu-
noenzymatyczny — ELISA (ang. Enzyme Linked Immunosor-bent Assay) [7]. Test
ELISA jest jednak metoda niedostatecznie czutg do identyfikacji matych ilosci ino-
kulum patogena [3].

Czulos¢ detekcji patogennych mikroorganizmoéw zostata wyraznie poprawio-
na przez wykorzystanie tanicuchowej reakcji polimerazy — PCR (ang. Polymerase
Chain Reaction) do amplifikacji fragmentow DNA genomowego lub plazmidowego
patogenow [21]. Metody oparte na PCR [28] sg bardzo czgsto stosowane w diagno-
styce ze wzgledu na ich wysoka czulos¢ oraz specyficzno$¢. Metoda PCR posia-
da jednak kilka podstawowych wad, takich jak: konieczno$¢ stosowania drogich
termocyklerow (zwtaszcza Real-Time PCR), ograniczona specyficznos¢ i wydaj-
no$¢ amplifikacji [8], moze wymagaé stosowania wysoko oczyszczonych kwasoéw
nukleinowych [38] oraz rozdzielania elektroforetycznego produktow reakcji [48].
Powyzsze czynniki ograniczajg czgsto stosowanie diagnostyki bazujacej na PCR
do wyspecjalizowanych laboratoriow dysponujacych wykwalifikowanymi pracow-
nikami. W sprawnej diagnostyce chordb roslinnych istotna jest mozliwos$¢ natych-
miastowego przeprowadzenia testow, wskazujacych na zakazenie danym patoge-
nem, juz w warunkach polowych. Jednym ze sposobow pokonania wspomnianych
ograniczen jest stosowanie izotermalnych metod amplifikacji DNA takich jak me-
toda LAMP (ang. Loop-Mediated Isothermal Amplification of DNA).

Po raz pierwszy LAMP zostala opisana w 2000 roku przez zespdt japon-
skich badaczy prowadzony przez Tsugunori Notomi [34]. Metoda ta umozli-
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wia szybka, doktadng i niskonakladowa amplifikacje kwasow nukleinowych,
co znalazto oddzwiek w licznych doniesieniach, oraz pozwolito na opracowa-
nie dostepnych komercyjnie zestawow diagnostycznych. Metoda LAMP zo-
stata zaliczona do metod diagnostycznych opartych na amplifikacji kwasow
nukleinowych, oficjalnie rekomendowanych do przeprowadzania rutynowe;j
identyfikacji oraz analizy patogenow [27]. Metody izotermalnej amplifikacji,
w przeciwienstwie do PCR, nie wymagaja uzycia drogich termocykleréow, umoz-
liwiajac przeprowadzenie reakcji w kapieli wodnej lub na prostym bloku grzej-
nym [12]. LAMP jest molekularng metoda umozliwiajaca amplifikacj¢ wybranej
sekwencji DNA z duza czuloscig oraz specyficznoscia w warunkach izotermal-
nych. Pozwala ona na namnozenie fragmentu DNA w ilosci 10° kopii w przecia-
gu godziny, a wigc w czasie krotszym niz standardowe procedury metody PCR.

Poréwnujac metode LAMP z innymi metodami wykrywania patogenow roslin-
nych, gléwnie z metoda PCR, stwierdzono wigksza czutos¢ i specyficzno$¢ metody
LAMP [9, 17, 38, 47]. Chen i wsp. [5] podaja, ze granica detekcji DNA genetycz-
nie modyfikowanej kukurydzy w mieszaninie reakcyjnej przy zastosowaniu metody
LAMP oraz PCR wynosi odpowiednio 0,65 fg i 6,5 fg. Moradi i wsp. [26] podaja
granice detekcji DNA Erwinia amylovora wynoszacg dla metody LAMP i nested
PCR 2x10'CFU/ml, a dla konwencjonalnej PCR 2x10°CFU/ml. Zatem zar6wno
LAMP jak i wewnetrzny PCR (ang. nested PCR) sa 100-krotnie czulsze od kla-
sycznej PCR. Prace Li i wsp. [22] oraz Tomlinson i wsp. [45] wskazuja, iz metoda
czulsza od wyzej wymienionych jest Real-Time PCR. Prowadzono takze badania
poréwnujace metody RT-LAMP (ang. Reverse Transcription Loop-Mediated Iso-
thermal Amplification) oraz RT-PCR (ang. Reverse Transcription PCR), w wyniku
ktorych uznano, ze pierwsza metoda jest 10-krotnie [52] lub 100-krotnie [2, 25,
51] czulsza od drugiej. Metoda LAMP jest takze bardziej specyficzna niz PCR ze
wzgledu na zastosowanie co najmniej czterech starteréw, rozpoznajacych szes¢ se-
kwencji na matrycowym DNA, podczas gdy w metodzie PCR stosowane sa zwykle
dwa startery specyficzne dla danej sekwencji DNA.

Metoda LAMP ma takze pewne ograniczenia, ktore niekiedy powstrzymuja ba-
daczy przed jej zastosowaniem, dotycza one gléwnie trudnosci w projektowaniu
starterow. Wybor starterow LAMP jest bardzo ztozona i skomplikowana procedu-
ra, wymagajaca przeszukiwania wielu sekwencji genomowych. Jest to decyduja-
cy krok w wykorzystaniu tej metody i jedynie bardzo precyzyjny dobor starterow
moze stanowi¢ o powodzeniu amplifikacji wybranej sekwencji. Gdy odpowiedni
zestaw starterow zostanie zaprojektowany, sama metoda LAMP jest prosta do prze-
prowadzenia. Do projektowania starteréw wykorzystywany jest program Primer
Explore (Fujitsu, Tokyo, Japan) [27].

Celem pracy jest przeglad literatury na temat metody LAMP, obejmujacy zasa-
de dziatania i przebieg reakcji, ze szczegdlnym uwzglednieniem wykorzystania tej
metody w diagnostyce chordb roslinnych.
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ZASADA DZIALANIA METODY LAMP

SKEADNIKI REAKCJI LAMP

Metoda LAMP oparta jest na cyklicznej amplifikacji wybranego fragmentu DNA
z zastosowaniem polimerazy DNA o aktywnos$ci wymiany (przemieszczania) nici
(ang. strand displacement). Stosowanym enzymem jest duzy fragment umiarkowa-
nie termostabilnej polimerazy Bst izolowany z Bacillus stearothermophilus. Enzym
ten bardzo dobrze nadaje si¢ do syntezy DNA w reakcjach wymagajacych wymiany
nici DNA, poniewaz jest pozbawiony aktywnosci 5’—3’ egzonukleazy. Dzigki tej
wiasciwosci w trakcie syntezy nowej nici na bazie cze¢sciowo dwu-niciowego DNA,
stara ni¢ nie ulega degradacji tylko jest uwalniana do roztworu. Polimeraza Bst wy-
kazuje optymalng aktywnos$¢ w temperaturze 65°C, natomiast powyzej 80°C ulega
inaktywacji [34]. Wiele innych polimeraz, w tym bakteriofaga ®29 i Escherichia coli,
wykazuje aktywno$¢ wymiany nici, chociaz w znacznie nizszej temperaturze opty-
malnej, co wyklucza ich stosowanie w reakcji LAMP [49].

Metoda LAMP wykazuje duza specyficznos¢, poniewaz do reakcji amplifikacji
dochodzi jedynie wtedy, gdy dwa wewnetrzne (ang. inner primers) oraz dwa ze-
wnetrzne startery (ang. outer primers) prawidlowo rozpoznaja sze$¢ regionéw na
matrycowym DNA. Do starterow wewnetrznych naleza: FIP (ang. Forward Inner
Primer) oraz BIP (ang. Backward Inner Primer), oba zawierajace po dwie sekwencje
odpowiadajace odcinkom sensownej i antysensownej nici matrycowego DNA. Jak
juz wspomniano wczesniej, podstawa projektowania starteréw LAMP jest wyodreb-
nienie na matrycy DNA sekwencji flankujacych wybrany fragment.

Ogolna budowa starterow oraz pozycje na matrycowym DNA, do ktérych one
hybrydyzuja zostaly przedstawione na rycinie 1. Sekwencje o dtugosci 23-24 nukle-
otydow znajdujace si¢ najblizej sekwencji docelowej (na obu wewnetrznych koncach
sekwencji flankujacych) zostaly oznaczone jako Flc i B1. Sekwencje znajdujace si¢
w $rodku obu koncoéw sekwencji docelowej nazwano F2c¢ i B2 (najczgsciej o dtugosci
23-24 nukleotydow), natomiast fragmenty DNA znajdujace si¢ na obu zewnetrznych
koncach matrycowego DNA — F3c oraz B3 (zazwyczaj o dlugosci 17-21 nukleoty-
dow). Biorac pod uwagg taka strukture matrycowego DNA, starter FIP sktada si¢ z re-
gionu Flc¢, tacznika TTTT oraz sekwencji F2 (komplementarnej do F2¢). Podobnie
starter BIP ztozony jest z sekwencji Blc (komplementarnej do B1), tacznika TTTT
oraz fragmentu B2. Startery zewnetrzne zbudowane sg z sekwencji F3 oraz B3, kom-
plementarnych odpowiednio do sekwencji F3c oraz B3¢ na DNA matrycowym [34].
Trzecia, opcjonalna para starterow petli F oraz B (ang. loop primers) moze by¢ dodana
do reakcji w celu jej przyspieszenia oraz zwigkszenia specyficznosci [23]. Mieszanina
zawierajaca probke DNA z sekwencja docelowg oraz co najmniej czterema (opcjo-
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nalnie szeScioma) starterami jest poddawana denaturacji cieplnej i natychmiastowo
schiadzana na lodzie, w celu zapobiezenia powtdrnej hybrydyzacji rozdzielonych nici
DNA. Nastepny krok stanowi wiasciwa reakcja LAMP, inicjowana dodaniem Bst po-
limerazy DNA 1 przeprowadzana przez godzing w temperaturze 65°C [34].
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RYCINA 1. Schemat budowy starterow reakcji LAMP z uwzglednieniem miejsc ich hybrydyzacji
w rejonach flankujacych wybrane sekwencje DNA. Startery wewngtrzne: A. BIP, B. FIB; startery
zewngtrzne: B3, F3; startery petli: BLP, FLP

FIGURE 1. Schematic representation of primer design for LAMP assay showing the position of
primers spinning the target DNA sequences. Inner primers: A. BIP, B. FIB; outer primers: B3, F3;
loop primers: BLP, FLP

MECHANIZM LAMP

Mechanizm dziatania reakcji LAMP mozna podzieli¢ na trzy etapy: wstepny,
cyklicznej amplifikacji oraz elongacji (ryc. 2). Etap wstepny jest inicjowany poprzez
hybrydyzacje startera FIP do regionu F2¢ na matrycy DNA, co prowadzi do rozpo-
czecia syntezy nici komplementarnej. Starter zewnetrzny F3, ktérego ilos¢ w mie-
szaninie jest mniejsza od FIP, powoli hybrydyzuje do regionu F3c na matrycy DNA.
Rozpoczyna to syntez¢ nowej komplementarnej do matrycy nici DNA. Proces ten
moze zaistnie¢ ze wzgledu na zastosowanie polimerazy DNA o aktywno$ci wymia-
ny nici DNA. W wyniku tych reakcji powstaja dwa produkty w postaci podwojne;j
nici oraz nici DNA tworzacej strukture petli na koncu 5°, dzigki wezsniejszemu do-
laczeniu startera z regionem F1c hybrydyzujacym z regionem F1 na nowopowstalej
nici. Pojedyncza ni¢ DNA stuzy jako matryca zarowno do syntezy DNA inicjowane;j
przylaczeniem startera BIP, jak i pdzniejszej syntezy DNA, inicjowanej przytacze-
niem startera B3 oraz przesunigciem nowo powstatej nici DNA. Powstaje w ten
sposob struktura hantli, ktora zostaje szybko przeksztatcona w strukturg spinki do
wlosow (ang. stem-loop lub ang. hairspin), w ktdrej mozna wyodrebnic petle zawie
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rajaca region F2c oraz pien z regionem hybrydyzacji startera BIP. Struktura ta sta-
nowi produkt wyjéciowy do nastepnego etapu reakcji LAMP: cyklicznej amplifi-
kacji. Opisane wyzej reakcje stanowia podstawe reakcji LAMP z zastosowaniem
polimerazy DNA o aktywnos$ci wymiany nici [27, 37].

Na etapie cyklicznej amplifikacji, w wyniku syntezy DNA zapoczatkowanej
przytaczeniem starteréw FIP lub BIP oraz inicjowanej przesunigciem nici DNA pod
wplywem dziatania polimerazy DNA, powstaja bardziej ztozone struktury. Wsrod
nich wystepuja: struktury bedace produktami posrednimi posiadajace podwojona
sekwencje docelowa (produkty wyjsciowe do kolejnego etapu reakcji LAMP—elon-
gacji) oraz oryginalne struktury spinki do wtosow bedace zarazem produktami wyj-
sciowymi 1 koncowymi etapu cyklizacji zapewniajgc jego ciagtos¢. W momencie
dotaczania startera BIP do struktur posrednich etapu cyklicznej amplifikacji, czyli
w potowie tego etapu, dochodzi do potrojenia ilosci sekwencji docelowych [34].

Produkty koncowe reakcji LAMP, powstalte na etapie elongacji, stanowi mie-
szanina struktur DNA o r6znej dlugosci i zlozonosci form, przypominajacych
w wygladzie kalafior (ang. cauliflower-like structures), ze zwielokrotnionymi pe-
tlami oraz sekwencjami docelowymi. Oprdcz czterech starterow rozpoznajacych
sze$¢ roznych sekwencji, we wstepnych etapach reakcji LAMP mozna rowniez
zastosowa¢ dwa dodatkowe, tzw. startery petli (ang. Loop Primers — FLP oraz
BLP [37] lub F-loop oraz B-loop [48]), rozpoznajace dwie rozne sekwencje, co
zapewnia wysoka specyficzno$¢ amplifikacji sekwencji docelowej oraz skraca
czas przebiegu reakcji [42]. W przeciwienstwie do czterech starteréw: FIP, BIP,
F3 oraz B3, ktoére sg wykorzystywane na etapie inicjacji reakcji LAMP, dodatko-
we startery sg aktywne dopiero, gdy powstang produkty stem-loop, wyjsciowe
do etapu cyklicznej amplifikacji. Zatem przy zastosowaniu takiej duzej liczby
starterow, selektywnos$¢ amplifikacji sekwencji docelowych w metodzie LAMP
jest znacznie wyzsza niz w reakcjach PCR lub SDA (ang. Stand Displacement
Amplification) [37].

Zastosowanie starterow petli moze przyspieszy¢ przebieg reakcji LAMP
[10, 29]. Produkty amplifikacji DNA przy zastosowaniu czterech starteréw
(F3, B3, FIP oraz BIP) pojawity si¢ w mieszaninie po 50 minutach od rozpoczgcia
reakcji, natomiast przy zastosowaniu szesciu starterow (dodatkowe dwa startery
petli) produkty uwidocznione byty juz po 20 minutach (pomiar metnos$ci miesza-
niny, czyli obecnosci produktéw ubocznych reakcji — jonow pirofosforanowych).
Inne badania [38, 43] wskazuja, iz uzycie dodatkowych starteréw petli destabili-
zuje reakcje LAMP i wymaga dodatkowej optymalizacji warunkéw reakc;ji.
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RYCINA 2. Schemat reakcji LAMP zgodnie z Notomi i wsp. [34], zmodyfikowano, opis w tekscie
FIGURE 2. LAMP reaction according to Notomi et al. [34] with modifications, description in the text
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SPOSOBY DETEKCJI PRODUKTOW REAKCJI LAMP

W diagnostyce chorob roslinnych istotna jest informacja o pozytywnym lub ne-
gatywnym wyniku reakeji, czyli wystepowaniu lub braku DNA danego czynnika
chorobotworczego w probee. W detekcji produktéw reakcji LAMP wykorzystywa-
ne sg metody detekcji o zréznicowanych wymaganiach sprzgtowych. Produkty am-
plifikacji metoda LAMP mogg by¢ wykrywane poprzez elektroforeze w zelu aga-
rozowym, pomiar metnosci roztworu przy uzyciu spektrofotometru, zastosowanie
fluorescencyjnych barwnikow interkalujacych z DNA lub poprzez wzrokowsg oceng
zmian metnosci lub koloru roztworu, czy tez immunodetekcje znakowanych pro-
duktéw amplifikacji [48].

Czesta metodg sprawdzenia wynikow reakcji LAMP jest elektroforeza na zelu
agarozowym z wybarwianiem bromkiem etydyny. Jest to metoda standardowa, sto-
sunkowo czasochtonna i kosztowna, wymagajaca specjalistycznych sprzetow dia-
gnostycznych. Nie [30] badat wplyw dtugosci amplifikowanych fragmentow na efek-
tywno$¢ reakcji LAMP. Stosujac elektroforeze na zelu agarozowym stwierdzono, ze
intensywnos$¢ amplifikacji fragmentow cDNA o dlugosciod 209 do 977 par zasad jest
wigksza w porownaniu do amplifikacji produktow o dlugosci 1197 par zasad [30].

Prostym testem wykrywajacym produkty amplifikacji LAMP jest pomiar met-
nosci roztworu. Zwigkszenie metnosci zachodzi poprzez reakcje produktow ubocz-
nych amplifikacji DNA — jondéw pirofosforanowych z jonami magnezu, tworzac
w rezultacie nierozpuszczalny pirofosforan magnezu. Metno$¢ roztworu moze
by¢ oceniana za pomoca spektrofotometru lub wzrokowo. Na podstawie reakcji
jonow pirofosforanowych z magnezem, Tomita 1 wsp. [44] zaproponowali uzycie
do detekcji produktow amplifikacji barwnika fluorescencyjnego — kalceiny. Fluore-
scencja kalceiny jest wygaszana wystepowaniem wolnych jond6w magnezu w roz-
tworze, ktore w przypadku metody LAMP s3 wigzane przez jony pirofosforanu.
Dobér metody detekeji pozwala na zwickszenie czutosci i specyficznosci reakcji
LAMP. Problemy z zanieczyszczeniem krzyzowym, zwigzanym z duzg iloscia pro-
duktéw reakcji LAMP, moga prowadzi¢ do pojawienia si¢ pozytywnych wynikow
w probkach kontrolnych, nie zawierajacych matrycy DNA. Przeprowadzanie de-
tekcji produktéw amplifikacji za pomoca barwnika fluorescencyjnego — kalceiny,
bezposrednio w probowce reakcyjnej zamiast elektroforezy na zelu agarozowym
wyeliminowato ten problem [31].

Do kolorymetrycznej oceny efektow amplifikacji stosowany jest rowniez
wskaznik metali — biekit hydroksynaftolowy (HNB), ktorego barwa ulega zmianie
od fioletowej (negatywny wynik, brak produktow amplifikacji) do niebieskiej (po-
zytywny wynik). Hadersdorfer i wsp. [14] zaproponowali nazwe¢ Blue LAMP dla
metody wykorzystujacej btekit hydroksynaftolowy (HNB) do wizualizacji efektow
reakcji LAMP.
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Barwnikiem fluorescencyjnym interkalujacym DNA jest SYBR Green, ktory
w przypadku pozytywnej reakcji zmienia swoj oryginalny pomaranczowy kolor na
zielony, widoczny zaréwno w §wietle naturalnym, jak i UV (302 nm) [37]. Jest to
barwnik dodawany do roztworu po zakonczonej reakcji LAMP; otwarcie probki pro-
wadzi do zwigkszonego ryzyka jej zanieczyszczenia i falszywie pozytywnych wyni-
kow detekcji. W przeciwienstwie do SYBR Green, kalceina oraz bgkit hydroksynaf-
tolowy sg dodawane do mieszaniny reakcyjnej przed rozpoczeciem amplifikacji, co
redukuje problem kontaminacji probki [13].

Kolejng metoda wykrywania produktéw amplifikacji jest immunodetekcja prze-
prowadzana za pomocg rozdziatu chromatograficznego z przeptywem poprzecznym
(ang. Lateral-Flow Devices, LFD). Reakcja LAMP jest przeprowadzana przy wyko-
rzystaniu znakowanych starterow, np. starter BLP znakowany na koncu 5’ biotyna,
a starter FLP znakowany na koncu 5° digoksygening lub izotiocyjanianem fluore-
sceiny. Metoda LFD dziata na zasadzie immunochromatografii. Wynik pozytywny
zostaje uzyskany jedynie wtedy, gdy oba znakowane startery zostaty wbudowane
w produkt w reakcji amplifikacji. W wyniku przeprowadzonej chromatografii na pty-
tce uwidoczniona jest linia testowa, wskazujaca na pozytywny przebieg reakcji am-
plifikacji oraz linia kontrolna, ktoéra wskazuje czy rozdziat chromatograficzny zostat
przeprowadzony poprawnie [48].

ZASTOSOWANIE METODY LAMP W DIAGNOSTYCE ROSLIN

Od czasu opisania metody LAMP przez Notomi i wsp. w 2000 roku [34] znalazta
ona wszechstronne zastosowanie w diagnostyce klinicznej chorob zakaznych, a tak-
ze identyfikacji zwierzecych czynnikow chorobotworczych, w szczegolnosci bakterii
1 wirusoOw. Pierwsza praca na organizmach roslinnych zostata opublikowana w 2003
roku przez Fukuta i wsp. [8] i dotyczyla identyfikacji japonskiego wirusa mozaiki
jama (ang. Japanese Yam Mosaic Virus, JYMV) w ekstraktach zainfekowanych lisci
pochrzynu japonskiego. Od tego czasu ilos¢ doniesien naukowych dotyczacych zasto-
sowania metody LAMP u roslin regularnie si¢ zwigksza.

Metoda LAMP taczy czutos¢ i swoistos¢ metod opartych na kwasach nukleino-
wych ze skroconym czasem potrzebnym do przeprowadzenia reakcji oraz brakiem
koniecznosci zastosowania zaawansowanego sprzetu diagnostycznego. Cechy te
sprawiaja, iz nadaje si¢ ona do wykonywania testow w warunkach polowych lub
w przemysle zywno$ciowym, bezposrednio w tancuchu produkcyjnym [47]. Wiele
badan zmierza do stworzenia szybkich i wiarygodnych metod rutynowej identyfikacji
zainfekowanych roslin w celu niedopuszczenia do rozprzestrzenienia si¢ patogendw
poprzez szybkie przeprowadzenie ich w stan kwarantanny [8, 15, 33]. Istotnym za-
stosowaniem metody LAMP jest wykrywanie genetycznie zmodyfikowanych orga-
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nizmow (ang. Genetically Modified Organisms, GMO) roslinnych [5, 19, 20, 24].
Ahmed 1 wsp. [1] badali lini¢ CBH 351 kukurydzy, zwang StarLink™, w kierun-
ku detekcji genu cry9c z Bacillus thuringiensis ssp. Tolworthi, ktérego produkt
zmniejsza uszkodzenia powstate przez dziatanie owadoéw z rzedu Lepidoptera.
Kukurydza StarLink™ poczatkowo wprowadzona do konsumpcji, zostata z niej
wycofana, gdyz na skutek zapylenia gen cry9c dostat si¢ do innych odmian ku-
kurydzy, pierwotnie niezmodyfikowanych genetycznie. Technika LAMP zostala
zaproponowana przez Ahmed i wsp. [1] do bardzo szybkiej detekcji organizmow
niosgcych dodatkowy gen. Lee 1 wsp. [19] stworzyli procedur¢ LAMP opartg na
szybkiej ekstrakcji DNA z genetycznie modyfikowanej kukurydzy oraz rzepa-
ku, zmiazdzonych w wodzie za pomoca tluczka, z pominigciem dtugotrwatego
oczyszczania. Wydajna amplifikacja DNA wskazywala na brak inhibicji reakcji
LAMP, pomimo zastosowania nieoczyszczonego materialu biologicznego [19].
Z kolei w innych badaniach wystgpowanie w mieszaninie reakcyjnej PCR takich
czynnikow biologicznych jak biatka, weglowodany, czy chlorofil hamowato am-
plifikacje DNA [40]. W badaniach Lee i wsp. [19] specyficzno$¢ i czuto$¢ metody
LAMP pozwolita na wykrycie obecnosci od 0,01% domieszek do pojedynczych
kopii sekwencji wektorowych, tj. promotora 35S wirusa mozaiki kalafiora (ang.
Cauliflower Mosaic Virus 35S promotor) oraz promotora i terminatora genu syn-
tazy nopaliny z Agrobacterium spp.

Gatunkowo-specyficzna identyfikacja z wykorzystaniem metody LAMP zna-
lazta zastosowanie w zielarstwie, gdy klasyczne metody identyfikacji bazujace na
obserwacjach makro- i mikroskopowych staty si¢ niewystarczajace. Pierwszym do-
niesieniem o wykorzystaniu LAMP u roslin leczniczych byta praca Sasaki i wsp.
[41], ktora opisuje procedurg umozliwiajgcg identyfikacje wsrdéd wielu jego imitacji
zenszenia wlasciwego — Ginseng Radix, pochodzacego z korzenia Panax ginseng.
Chaudhary i wsp. [4] dostosowali metod¢ LAMP do potwierdzania autentycznosci
barwinka ré6zowego (Catharanthus roseus), rosliny stosowanej w leczeniu niekto-
rych typow nowotwordw (ziarnica ztosliwa, nowotwor sutka).

Najliczniejsza grupe badan z zastosowaniem metody LAMP stanowig pra-
ce nad detekcja chorobotworczych patogenow roslinnych. W 2003 roku pierwsza
prace opisujaca zastosowanie metody LAMP do detekcji genomowego RNA wi-
rusa mozaiki jama przedstawili Fukuta i wsp. [8], wykorzystujac odwrotng tran-
skryptaze AMV (ang. Avian Myeloblastosis Virus, wirus ptasiej biataczki) w celu
transkrypcji RNA wirusa na cDNA. Stad nazwa metody RT-LAMP (ang. Reverse
Transcription Loop-Mediated Isothermal Amplification), ktora taczy w sobie dwie
reakcje, odwrotng transkrypcje oraz reakcje LAMP [34]. Mimo, ze optimum aktyw-
no$ci odwrotnej transkryptazy AMV to okoto 40°C, zastosowanie wyzszej tempe-
ratury nie wptywa niekorzystnie na jej aktywno$¢. Umozliwia to przeprowadzenie
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odwrotnej transkrypcji oraz amplifikacji DNA na wysokim poziomie w tempera-
turze aktywnos$ci Bst polimerazy DNA (okoto 65°C). Ostatecznie Fukuta i wsp.
[8] zaproponowali wykonanie reakcji RT-LAMP w jednej probowce w warunkach
izotermalnych w 65°C, przez 60 minut. Badacze wprowadzili takze dodatkowa
modyfikacj¢ procedury LAMP poprzez przeprowadzanie ekstrakcji RNA wirusa
z lisci pochrzynu japonskiego (Dioscorea japonica) przy uzyciu jedynie 0,5 M
NaOH, co znacznie przyspieszyto catg procedure. Prace badawcze Varga i Jamesa
[50] na wirusie ospy $liw (ang. Plum Pox Virus, PPV) potwierdzily, ze nie ma
istotnych réznic pomigdzy dwustopniowg procedura RT-LAMP (r6zne tempera-
tury reakcji odwrotnej transkrypcji oraz LAMP) oraz jednostopniowa RT-LAMP
(obie reakcje w temperaturze 63°C). W celu identyfikacji wirusa brazowej pla-
misto$ci pomidora (ang. Tomato Spotted Wilt Virus, TSWV) wyekstrahowanego
z chryzantem (Dendranthema grandiflora) zmodyfikowano metode RT-LAMP do
IC/RT-LAMP (ang. ImmunoCapture RT-LAMP) [10]. Modyfikacja ta pozwala na
wychwytywanie wirionow na drodze immunosorpcji z nieoczyszczonych mate-
riatow roslinnych w celu zaggszczenia i wstepnego oczyszczenia czgstek wirusa.
W 2005 roku pojawito si¢ pierwsze doniesienie naukowe o zastosowaniu me-
tody LAMP do badan nad patogenami bakteryjnymi [36]. Prowadzono badania
nad rozréznieniem izolatow bakteryjnych wywotujacych chorobe zielenienia cy-
trusow (ang. citrus greening) przenoszong przez insekty Diaphorina citri oraz
Trioza erytreae. Udowodniono, ze szczepy bakterii pochodzace z Japonii i Indo-
nezji roznig si¢ w sekwencji genu tufB-secE-nusG-rplKAJL-rpoB trzema nukle-
otydami, co wystarczy do ich odréznienia. Harper i wsp. [15] zwracaja szczegdlng
uwage na mozliwos¢ wykorzystania metody LAMP do opracowywania szybkich,
prostych i uniwersalnych procedur stuzacych eliminacji patogenéw roslinnych.
Metoda LAMP zostala wykorzystana do szybkiej detekcji miedzy innymi Xyllella
fastidiosa [15], Erwinia amylovora [26], Ralstonia solanacearum [18], Xantho-
monas citri [39], wywotujacych choroby o istotnym znaczeniu ekonomicznym.
Niessen i Vogel [31] zastosowali metode LAMP do wykrywania genu
gaoA obecnego w izolatach Fusarium graminearum, grzyba wywolujace-
go rdzg¢ zdzbtowa zbdz. Metode LAMP wykorzystano réwniez do wykrywania
obecnosci arbuskularnych grzybow mikoryzowych (AGM), majacych znacz-
ny wptyw na ekosystemy ladowe, wspotzyjac w obligatoryjnej symbiozie z co
najmniej 80% wszystkich roslin kuli ziemskiej [11, 16]. Procedura LAMP
stworzona zostala przy uzyciu starteréw zaprojektowanych na podstawie kon-
serwatywnego genu f-tubuliny, wystgpujacego u grzybow z gromady Glome-
romycota, a DNA izolowano z zarodnikoéw pochodzacych zhodowli in vitro
[11]. Metoda LAMP znalazla réwniez zastosowanie w detekcji nicieni paso-
zytniczych roslin z gatunku Meloidogyne spp. [32] a takze fitoplazm [35, 46].
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PODSUMOWANIE

Zwickszajaca si¢ liczba pozycji Swiatowej literatury naukowej jest dowodem
na uzytecznosc¢ i skuteczno$¢ metody LAMP. W czasie ostatnich 10 lat metoda ta
byla z powodzeniem stosowana w molekularnej detekcji i diagnostyce chordb ro-
slinnych wywotanych przez patogeniczne mikroorganizmy. Biorgc pod uwagg zale-
ty metody, do ktorych naleza szybka amplifikacja sekwencji docelowych, prostota
wykonania oraz mozliwos¢ szybkiej detekcji, metoda LAMP jest odpowiednia do
obserwacji chorob roslin i szybkiej diagnostyki, a takze szeroko rozumianej iden-
tyfikacji roslin (np. GMO), bez konieczno$ci stosowania zaawansowanego sprzetu
oraz wysoko wykwalifikowanej kadry.

PODZIEKOWANIA

Praca dofinansowana w ramach projektu MRiRW HORhn-801-2/12 pt. Wpro-
wadzenie odpornosci na wirus zoltej karfowato$c jeczmienia oraz odpornosci na
rdz¢ brunatng Lr 19 do polskich materialowhodowlanych pszenicy.
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