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1ZVLECEK

Da bi prepretili vnos in girjenje karantenske fitopatogene bakterije, povzroditeljice rjave gnilobe
krompirjevih gomoljev (Ralstonia solanacearum (Smith) Smith}, smo razvili shemo za rutinsko
laboratorijsko testiranje semenskega in jedilnega krompirja, ki dopolnjuje vizualne preglede
gomaijev in rastlin krompirja ob uvozu ali med rastio na pelju. V postopku laboratorijskega testiranja
uporabliamo vse metode, ki jih predpisuje organizacija EPPQO. Uvedene standardne metode
zajemajo serolodke tehnike Kot sta ELISA in IF, gojenje bakterij na polselektivnih in neselektivnih
bakterijskin gojis¢ih in uporabo paradiznika in jajéevca kot testnih rastiin. Kot dopolnile k hitrejsemu
in zanesljivejSemu potrijevanju rezultatov pa smo uvedli tudi dologitev bakterijiske DNA s testom
FPCR in dolocitev profila mascobnih kislin z uporabo plinske kromatografije.

Kljuéne besede: doloanje, laboratorijske metode, rastiinske patogene bakterije, rjava gniloba
krompirjevih gomoljev

ABSTRACT

IMPORTANCE OF USE DIFFERENT LABORATORY METHODS IN ROUTINE
TESTING OF PGTATO BROWN ROT (RALSTONIA SOLANACEARUM (SMITH)
SMITH)

In order to prevent the introduction and spread of quarantine phylopathogenic bacteria causel agent
of potato brown rot in Slovenia, we have developed a routine laboratory testing scheme, for seed
and ware potato, which complete visual inspection of potato tubers and plants at sites of import as
well as in the fields. in laboratory testing procedure all methods recommended by EPPO are used.
Applied standard methods include serological techniques as ELISA and IF, growth of bacteria on
semiselective and nonselective nutrient media and use of tomato and eggplant as test plants. For
quicker and more reliable confirmation of resuilts, detection of bacterial DNA with PCR and
determination of fatty acid profil with gas chromategraphy were introduced.
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1 uvoD

Bakterijn, povzrociteljica rjave guilobe pomoljev krompirja, Ralstonia solanacearum
(Smith) Smith, je #c¢ dolgo zastopana v Lvropi. vendar so do leta 1994 porocali e o
posameznih pojavih - boleznt na krompirju. Po letu 1994 pa je izbruhnila okuZba na
paradizniku v Franciji, kasneje pa Se na krompirju v ltaliji, na Portugalskem in Spaniji.
Leta 19935 so upotovili epidemijo na krompirju na Nizozemskem. leto kasneje pa Se v
Angliji (EPPO Reporting service No, 6, 1997). V Sloveniji je Se nismo nadli, intenzivni
pregledi skupaj 2 laboratorijskim testiranjem pa potekajo od zime 96/97,

Bakterija okuzuje poleg rastiin, pri katerih povzroca moéna in jasna bolezenska znamenja
kot so krompir, paradiznik in jajcevee, wdi grenkoslad (Solamm duleamarea). Vorastlinah
grenkoslada se bakterija nahaja ves ¢as v latentni obliki, tore) ne povzroca vidnih znamenj
okuzbe, ker pa je to rastlina, ki naseljuje vodotoke tako rekoé po vsej Fvropi, zastopana je
wdi v Sloveniji, je izredno nevaren vir okuzb. Bakterije prezimijo v grenkosladu in se v
pomladnih in poletnih mesecih sprod¢ajo v vodotoke v velikem Stevilu. Ta nadin Sirjenja
predstavlja veliko nevarnost zlasti v predelih Kjer polja namakajo. V Sloveniji je zlasti
ogrozeno Dravsko polie, Prekmugje in predeli na Primorskem. Primarni nadin Sirjenja
bakterije poteka predvsem prek sadilnega materiala ~ semenski krompir, v katerem se
bakterija lahko nahaja v latentni obliki. Prav tako pa se bakterija lahke prenasa z strojnim
obdelovanjem, tore] mebansko, z okuZenimi temi, zlasti ¢e zimske temperature ne
ostangjo dlje Zasa pod ledii¢em, z gospodinjskimi in industrijskimi odpadki predelave
krompirja in kakor je Zze omenjeno z namakanjem. Glavni ukrepi zatiranja so predvsem
pregled in ugotavljanje okuzenosti na poliih in v gomoljih semenskega in jedilnega
krompirja, pregled okuzenesti rasilin grenkosiadu in povrdinskih voda.

Ker v Sloveniji ta nevarna bakterijo, uvriéena v Evropsko All listo karantenskih
organizmov &e ni bila ugotovijena, smo razvili shemo labortorijskega dolocanja bakierije v
gomoljilt semenskega in jedilnena krompirja, ki nam pomaga pri preprefevanju vrosa in
Sirjenja bakterije v Sloveniji. Ugotavlianje okuZenosti na terenu vodi Sluzba za varstvo
rastlin pri Ministrstva za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano, skupaj z Inspektoratom
Republike Slovenije, Fitosanitarno enoto in ob pomoéi strokovijakov Kmetijskega
indtituta Slovenije. Za vzorce gomoljev, ki jih sodelavei omenjenih indtitucij dostavijo na
Nacionalni indtitut za biologijo smo razvili laboratorijsko shemo testiranja. ki stedi
navodilom EPPO.

Namen tega prispevka je predvsem razloZiti pomen uporabe posameznih laboratorijskih
tehnik v shemi testiranja Rafstonia solanacearum (Smith) Smith.

2 MATERIALI IN METODE

Za ugotovitev latentnih ckuZb bakterije, povzrotiteliice rjave gniloge gomoliev krompirja Ralstonia
solanacearum (Smithy Smith, (v nadaljevanju uporabliamo kratico Rs), v gomeljik krompirja, smo
razvili shemo laboratorijskega testiranja, ki je uporabna za obdelavo velikega stevila vzorcev
{Ravnikar, 1888). Pri tem smo upostevali navodila EPPO (EPPO Legislation (1997) L 273, Vol. 40).
tz 200 gomoljev izrezemo hilum — popek gomolja, kjer je koncentracijfa bakterij te so zastopane,
najvedja, in z maceracijo in zaporednimi centrifugiranji pripravimo bakteriisko zgoséino. V nadaljnih
testiranjih uporakbimo seroloski tehniki ELISA in IF kot prvi pregledni testni metod:, poleg tega pa
tudi razmaz bakterijske zgo&cine na polselektivno gojisée SMSA. Poleg tega gojisa v nadaljevanju
testirany uporabljame $e dve gojiséi, pri katerih opazujemo specifizno morfologijo kolenij, to sta SPA
in TSBA gojisdi.
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Ce uspe izolacija Ciste kuiture na gojiséu, lahko uporabimo metodo dolotanja profila maséohbnih
kisfin s plinsko krematografijo. Baklerije izoliramo po postopku opisanem v Stead (1992).

PCR s katerim dokazujemo ONK bakterije lahko izvedemo na zgo$cini bakterij ali z uporabo
izolirane bakterije na gojiséu.

Za specifitno DNA pomnoZevanje bakterije Rs v vzorcih uporabljamo nespecifitno lovko Y2
(SCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTY (Young el al., 1891) skupaj s specificno lovko QLI
(5'GGGGGTAGCTTGCTACCTGCCS) (Seal et al, 1993). PCR procedure izvedemo po opisu
Seala in avtorjev (1993).

3 REZULTATIIN DISKUSLIA

Kot prvi preglednt testni metodi uporabimo seroloski tehniki BLISA ali IF (imuno-
fluerescenéna  mikroskopija), poleg tega pa wdi razmaz bakteriiske zgoftine na
polselektivino gojiite SMSA_ bakierije veepimo tudi v ekode gojisée SMSA. Slednje slugi
za obogatitev Stevila bakterij v vzorew in hkrati za razredéitev inhibilorjev soka gomoljev,
ki so lahke zastopani v pripravijenem koncentratu veorca, To e posebej pomembno zu
rezuitate testov ELISA in PCR, suj lahke pri teh testih prihaja v postopku do inhibicije
reakel} zaradi zastopanosti inhibitorjev, Po dveh dneh pregledamo rast na gojiscih in
prenesemo bakterijske kolonije. ki so morfolesko podobne bakateriji Rs na tri gojisca
{SMSAL SPA in TSBA), na katerih bakterija raste s tipigno morfologijo. V primeru, da ni
negativen. V oprimeru da je seroloski test pozitiven ali da se na vseh treh gojiseih rasvijeio
kolonije s tipiéno morfologijo. nadaljujemoe s testiranji. Najprej moramo okuziti tesine
rastline paradiZznika ali jajéeveev v katerih se bakterija selektivno razmnozuje. Ce je bila
bakterijo. ki je reagirala s protitelesi res Ralstonia solanueearum se bodo v Stirih tedanih
gojenja izrazili simptomi v obliki venenja in nato odmiranja rastlin. Ce je bila v izvornem
vzoreu bakierija zastopana v zelo nizki koncentraciji, se bo verjetno namnozila v rastlinah
brez vidnih znamenj okuzbe. zzto moramo widi ke rastline uporabiti na koncu poskusa za
izotacijo bakterij g gojiste in pripravo potrditvencga testa. Za potrditveni test lahka
uporabimo 1F. PCR ali profit mascobnih kislin.

Med vsemi uporabljenimi metodami je uporaba polsclektiviega trdnepa gojisca SMSA
najobéutliiveisa metoda za dokazovanje bakterije Ralstonia solanacearim v zp03&ini
bakterij izoliranil iz popkov gomoljev krompirja. Ugotovimo lahke tudi do 10 bakierij v
koncentratu  vzorca. Le nckoliko nizjo obfutljivest lahko dosezemo z  uporabo
pomnozevanja DNA s PCR. vendar le, ¢e uporabljamo predhodno obogatitev vzorea na
tekofem SMSA gojiséu (Elphinstone er af.. 1996}, Aviorji navajajo. da pri nekaterih sortah
krompiria lahko inhibitetfi v soke gomoljev inhibirajo reakeijo. tako da dobimo lazne
negativen rezultat, zato metoda ni ustrezna za uporabo kot prvi pregledni test, je pa
iziemno ustrezna za dokazovanje éiste kulture, saj so iovke ki temeljijo na oligonukleotidih
Rs 165 ribosomalne DNA zclo specificne. PCR test Jahko uporabimoe kot edini specificni
potrditveni test tadi v primeru, da so bakterije v vzorcu mrtve, V tem primeru bomo dobili
pozitiven rezultat pri serolodki reakciji, vendar bakterija ne bo zrasla na wojiseu. niti se ne
bo razmnoFila v lestih rastiinah,

£a razliko od drugih testov, pa lahko dolotanje profila mascobnih kislin poteka le 2
uporabo Ciste bakterijske kulture iz katere izoliramo mai¢obne kisline. Rexultat analize
profila. mastobnih kislin temelji v nasem primeru na uporabi kontrolne bakterije in
nekateril bakterij. ki imajo zelo podoben profil maséobnih kislin, Na podlagi stndarda in
primerjave s kontrolno bakterijo ugotovimo za preiskovani vzoree ali so prisoine vse
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specificne maséobne kisline in &e je med njimi ustrezno razmerje velikosti. Citanje
kromatograma je dokaj zahievno, ker nimamo na voljo racunalnitkega MIDI sistema. ki
vaebuje knjiznico podatkov do sedaj pregledanih bakterij, ki bi seveda zelo olajial delo v
prihodnie na vegjem Stevilu vzoreev in na drugih bakterijah.

4 SKLEPI

Serologke metode Se posebno v kombinaciji z uporabo polsclektivnih in drugth izbranih
2ojid¢ s0 najustrezngj$e v zaceini fazi lestiranja vzorcev, pripravljenib iz gomoljev
krompirja na latentno ukuZbo 2 bakterijo, povzrociteljico rjave gnilobe krompirjevih
gomoljev Ralstonia solanacearum {Smith) Smith. Za zanesljive potrjevanje dobljenih
pozitivnih rezultatov pa uporabljumo poleg tesinih rastin paradiznika ali jajéevea §e
pomnozevanje ciljne DNA bakterije s PCR in dolocanje profila mas¢obnih kislin s plinsko
kromatografijo. Pri teh testih ne prihaga do kriznih reakeij z dosedsj znanimi bakierijami, ki
povzrocajo krizne reakeije pri serologkih testih, zato so izjemno pomemben del sheme za
dokazovanje bakterije Ralstonia solanacearum, tako pri rutinskem testiranju gomodjev na
latentne okuzbe, kakor tudi pri dokazovanju bakterije v rastdinah, ki kaZejo vidna znamenja
okuzbe.
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