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Wstep

Bakterie Pseudomonas solanacearum (SMITH) SMITH powoduja wiednigcie na-
czyniowe wielu gatunkow roslin i sa jednymi z ich najwazniejszych patogenéw bakte-
ryjnych, ktérym poswigcono wiele badan [18, 25]. Wywolywana przez te bakterie na
roslinach ziemniaka choroba zwana $luzakiem jest najgrozniejsza choroba tego ga-
tunku w strefie tropikalnej i subtropikalnej, a w ostatnim okresie objawy tej choroby
obserwowano takze na ro$linach rosnacych w strefie umiarkowanej [15, 23, 28]. W
wyniku badan biochemicznych, serologicznych i molekularnych, w drugiej potowie
lat dziewigédziesiatych, gatunek P. solanacearum wydzielono z rodzaju Pseudomo-
nas;, klasyfikujac go jako osobny takson Ralstonia solanacearum (SMiTH) Y ABUUCHI
(wcezesniej klasyfikowano go czasowo jako Burhkolderia solani (SMITH) Y ABUUCHI)
[45]. W niniejszej pracy bedziemy postugiwacé si¢ nazwa Ralstonia solanacearum,
nawet gdy cytowana literatura pochodzi z okresu, gdy stosowano nazwe Pseudomo-
nas solanacearum lub Burhkolderia solani.

Gatunek R. solanacearum obejmuje duza grupg szczepow [8] majaca szeroki i
ciagle powigkszajacy sie zasieg gospodarzy — obecnie kilkaset gatunkéw roslin na-
lezacych do okoto 50 rodzin, w tym Compositae (ztozone), Solanacae (psiankowate) i
Leguminosacae (motylkowe) [28]. R. solanacearum wywotuje objawy chorobowe na
wielu waznych gospodarczo gatunkach roslin, takich jak: ziemniak, pomidor, oberzy-
na, orzeszek ziemny, pieprz, tyton, banan czy oliwka [18]. R. solanacearum we
wszystkich stadiach rozwoju rosliny moze powodowac zétkniecie lisci, wiednigcie i
karfowacenie roslin, a w rezultacie ich zamieranie [25]. Charakterystycznym obja-
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wem choroby jest, obserwowany po przekrojeniu fodyg, wyciek mlecznobiatego $lu-
zu z wiazek przewodzacych. Na bulwach ziemniaka obserwuje si¢ szarobrazowe
przebarwienia najczgsciej zlokalizowane w sasiedztwie oczek.

Szczepy bakterii nalezacych do gatunku R. solanacearum stanowia, pod wzgle-
dem taksonomicznym, grupe bardzo heterogenna. Duze zr6znicowanie ma odzwier-
ciedlenie w funkcjonowaniu dwéch systemow klasyfikacji w obrebie tego gatunku.
Szczepy R. solanacearum podzielono, ze wzgledu na zakres gospodarzy i morfologie
kolonii bakteryjnych, poczatkowo na 3 [8], a nastgpnie na 5 ras [10]. Drugi podzial,
uwzgledniajacy réznice w zdolnosci do utleniania dwucukréw (maltozy, laktozy i ce-
lobiozy) oraz alkoholi szesciowgglowych (mannitolu, sorbitolu i dulicytolu), grupuje
szczepy R. solanacearum w 4 biowary (biotypy) [18]. Stwierdzono, iz z wyjatkiem
biowaru 3, do ktérego zaliczane sa te same szczepy co do rasy 2, nie ma korelacji po-
miedzy wlasciwos$ciami fizjologicznymi, warunkujacymi przynaleznos$¢ do biowaru i
zakresem gospodarzy, decydujacym o przynaleznos$ci do rasy [10].

Bakteryjne zgnilizny wywotywane przez R. solanacearum sa szeroko rozpo-
wszechnione w regionach klimatu tropikalnego, subtropikalnego, a takze w strefach
cieptych temperatur [25]. Odnotowano takze wystepowanie infekcji powodowanych
przez te bakterie na roslinach drzewiastych, majacych znaczenie w sadownictwie i
lesnictwie, wystepujacych na terenie Australii oraz Azji [18]. Jednakze w ostatnich la-
tach coraz wigcej jest doniesien o ich wyst¢powaniu w regionach klimatu umiarkowa-
nego [23]. W latach siedemdziesiatych stwierdzono obecnosé bakterii nalezacych do
gatunku R. solanacearum w Szwecji [31], a ostatnio takze w innych krajach europe;j-
skich: Belgii, Francji, Hiszpanii, Holandii, Portugalii, Wielkiej Brytanii i Wloszech
[15, 23]. Sa dane wskazujace, 1z bakterie z gatunku R. solanacearum dotarty do Bel-
gii, Holandii, Szwecji i Wielkiej Brytanii wraz z zainfekowanymi bulwami ziemniaka
sprowadzonymi z krajow Afryki Péinocnej. Mogly zosta¢ sprowadzone na bulwach
ziemniaka importowanych do Europy przede wszystkim wiosng, a w mniejszym za-
kresie takze w okresie letnim i jesiennym 1 stuzacych jako ziemniaki konsumpcyjne.
W wyniku mycia zakazonych bulw i1 niekontrolowanego badz tez niewystarczajaco
kontrolowanego odprowadzania uzytej wody do zbiornikéw naturalnych bakterie
mogly rozprzestrzeni¢ si¢ w wodach gruntowych, a nastgpnie kanatach i rzekach. Tak
w wypadku Holandii, jak i Wielkiej Brytanii stwierdzono obecno$¢ i rozmnazanie si¢
tych bakterii na powierzchni zywicieli posrednich, roslin zrodziny Solanaceae, zasie-
dlajacych zbiorniki wodne. Jezeli woda stuzaca do nawadniania plantacji ziemniaka
jest pobierana ze zbiornikéw naturalnych, w ktérych znajduja si¢ bakterie z gatunku
R. solanacearum, to stanowi ona doskonate Zrodto infekcji. W Europie objawy $luza-
ka obserwowane byty na plantacjach nawadnianych latem 1994 1 1995 roku, prawdo-
podobnie fakt ten zwigzany byt takze ze stosunkowo wysoka srednig temperaturg w
sezonie wegetacyjnym.

Znane s3 réwniez opisy wystgpowania tego patogena na obszarze Polski przed
1945 rokiem [29, 45], atakze w 1961 roku [31]. Jednakze p6zniejsze dane nie potwier-
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dzaja doniesien o wystgpowaniu tych bakterii na terenie naszego kraju, wskazujac na
niewlasciwg identyfikacje czynnika wywotujacego objawy chorobowe [23].

W wielu krajach europejskich R. solanacearum jest patogenem kwarantannowym
podlegajacym obowiazkowi zwalczania. Z tego wzgledu wszystkie kraje nalezace i
stowarzyszone z Unig Europejska, w obrocie sadzeniakami ziemniaka, maja obo-
wigzek przedstawiania certyfikatow gwarantujacych brak obecnosci tego patogena w
materiale roslinnym. Réwniez w Polsce patogen ten jest umieszczony w wykazie or-
ganizmoéw szkodliwych, podlegajacych obowiazkowi zwalczania i ktorych przywoz
do kraju jest zabroniony [5]. W celu oceny wystepowania R. solanacearum w Polsce
stosuje si¢ przyjete w ramach dyrektyw Europejskiej i Srédziemnomorskiej Organi-
zacji Ochrony Roslin (ang. European Plant Protection Organisation, EPPO) metody
wykrywania i identyfikacji R. solanacearum, wigkszos$¢ z nich zostanie opisana w
drugiej czg¢sci niniejszego opracowania.

Charakterystyka gatunku R. solanacearum

Bakterie R. solanacearum naleza do Gram-ujemnych, nietworzacych przetrwalni-
koéw 1 otoczek bezwzglednych tlenowcow. Komarki sa zwykle urz¢sione mono- lub po-
litrichalnie [18]. W pozywce plynnej dzikie szczepy R. solanacearum zazwyczaj nie
wytwarzaja wici i nie wykazuja zdolnosci ruchu, natomiast szczepy awirulentne wyka-
zuja w pozywkach plynnych aktywno$¢ ruchowa. Optymalna temperaturg wzrostu dla
wigkszos$ci szczepdw R. solanacearum jest 30-32°C, chociaz bakterie te moga rosnaé
takze w temperaturach nizszych. Bakterie R. solanacearum sa oksydazododatnie, wy-
kazuja zdolno$¢ redukcji azotandw 1 hydrolizy asparaginy, nie uptynniaja albo uptyn-
niaja bardzo powoli Zelatyng, nie maja zdolnosci rozktadu skrobi [32].

Na statych pozywkach bakterie R. solanacearum wytwarzaja przynajmniej dwa
typy kolonii: pierwszy to kolonie gtadkie, I$nigce 1 wypukle, drugi — to kolonie lekko
szorstkie, suche i ptaskie. Niektore szczepy posiadaja zdolno$¢ wytwarzania brazo-
wego barwnika [32]. Kelman [26] wyrdznit trzy typy kolonii R. solanacearum ros-
nacych na podlozu zawierajacym chlorek tetrazoliowy. Szczepy dzikiego typu ros-
nace na tej pozywce charakteryzuja si¢ nieregularnymi, gtadkimi koloniami z rézo-
wym $rodkiem (typ pierwszy), natomiast najczg¢sciej wystgpujace mutanty tworzg
czerwone, regularne kolonie z niebieskawym brzegiem (typ drugi). Trzeci typ kolonii
wystepuje znacznie rzadziej; kolonie sg szorstkie 1 przejrzyste [26]. Bakterie tworzace
rézne typy kolonii réznia si¢ takze patogenicznoscig oraz zdolnoscia do wytwarzania

egzopolisacharydow [7, 26].

2 - Postepy nauk
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Rozprzestrzenianie si¢ bakterii
i warunki Srodowiskowe sprzyjajace infekcji

Jako patogeny fakultatywne bakterie z gatunku R. solanacearum moga przezywac
w glebie, w wodzie lub na powierzchni ro$liny jako epifity lub saprofity [18]. Zrédtem
infekcji sa najczesciej zakazone rosliny uprawne (np. sadzeniaki) lub dziko rosnace ros-
liny zywicielskie (np.: Solanum dulcamara L. — psianka stodkog6rz, Solanum nigrum
L.EM.MILL. — psianka czarna), takze zakazona gleba lub woda. Rosliny — gospodarze
posredni — nie wykazuja objawdéw chorobowych, ale bakterie rozmnazaja si¢ w ich
tkankach 1 moga by¢ z nich przenoszone na inne rosliny [9]. Zwieksza to szanse¢ bakterii
na przezycie, sprzyja rozmnazaniu si¢ i rozprzestrzenianiu bakterii.

Infekcja rozpoczyna si¢ od wniknigcia bakterii do systemu korzeniowego rosliny
poprzez drobne zranienia tkanki, powodowane przez wystepujace w glebie nicienie,
lub uszkodzenia mechaniczne, zwigzane z technologia uprawy [19, 25]. Wykazano, iz
zranienia nie zawsze sg niezbe¢dne do zainfekowania rosliny. Bakterie te moga wnika¢
do systemu korzeniowego rosliny w miejscach tworzenia si¢ korzeni bocznych i dalej,
poprzez system naczyn przewodzacych, rozprowadzane s3 po calej roslinie [27].

Bakterie z gatunku R. solanacearum maja wysoka zywotno$¢ w warunkach duze;j
wilgotnosci, a znacznie nizsza, gdy wilgotno$¢ spada do 50%. W krajach klimatu
umiarkowanego infekcje ziemniaka sa wywotywane przede wszystkim przez szczepy
R. solanacearum nalezace do rasy 3 i biowaru 2, dla ktérej optimum temperaturowe
wynosi 27°C, a choroba moze si¢ rozwijaé przy Sredniej temperaturze dobowe;j
13-16°C [9]. Bakterie nalezace do rasy 3 przezywaja tylko kilka dni w temperaturze
40°C, natomiast stosunkowo dobrze tolerujg zamrazanie i przechowywanie w —20°C
[24]. Szczepy nalezace do rasy 3 dobrze rozmnazaja si¢ na powierzchni korzeni go-
spodarzy posrednich, takich jak psianka stodkogérz i psianka czarna — chwastow z
rodziny psiankowatych [16] — oraz pokrzywy zwyczajnej (Urtica dioicaL.) [47], po-
wszechnie wystepujacych w krajach europejskich. W wypadku psianki stodkogérz,
rosnacej przy brzegach zbiornikéw wodnych, bakterie zasiedlajg system korzeniowy i
rozmnazaja si¢ w wodzie, ktdra staje si¢ rezerwuarem patogena, a zastosowana do na-
wadniania plantacji — zrédtem infekcji [16].

Zainfekowane latentnie bulwy ziemniaka nie wykazuja symptoméw chorobo-
wych do czasu wystapienia sprzyjajacych rozwojowi choroby warunkéw srodowi-
skowych. Waznym czynnikiem wptywajacym na interakcje ro§lina—patogen, a takze
na przezycie R. solanacearum w glebie jest temperatura. Czynnik ten odgrywa takze
istotna rol¢ w geograficznym rozprzestrzenieniu si¢ tego patogena, poniewaz gatunek
R. solanacearum rzadko wystg¢puje na terenach, gdzie Srednia roczna temperatura gle-
by jest nizsza niz 15°C [25].
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Czynniki genetyczne warunkujgce patogenicznosé
R. solanacearum

Czynniki genetyczne warunkujace patogeniczno$¢ bakterii Ralstonia solanace-
arum sa od wielu lat intensywnie badane, ciagle jednak nie sg onie w pelni poznane. Ba-
dania biochemiczne 1 genetyczne wykazaly, ze istotne znaczenie w patogenicznosci
bakterii maja wytwarzane przez nie zewnatrzkomorkowe polisacharydy (EPS) [11, 36]
oraz zewnatrzkomorkowe poligalakturonazy (PGs) [3] i endoglukanazy (Egl) [35].

Rozwj procesu chorobowego wywotywanego przez R. solanacearum wiaze sie z
produkcja duzych ilosci zewnatrzkomoérkowych polisacharydéw [7, 13, 19]. Roz-
mnazajace si¢ w przestrzeniach mi¢gdzykomorkowych tkanek roélinnych bakterie wy-
dzielajq EPS w postaci §luzu. Sluz sprzyja agregacji komorek bakterii i powoduje za-
tykanie wigzek przewodzacych. Rezultatem tego procesu jest zahamowanie przewo-
dzenia wody i1 wystgpowanie charakterystycznego wigdniecia rosliny [7]. Rosliny
wigdna nie z powodu braku wody w podlozu, ale w wyniku zatkania naczyn $luzem.
Wedtug niektorych badaczy, EPS moga takze zapobiegac lub op6znia¢ uruchomienie
systemu obronnego rosliny [13]. Scharakteryzowano kilka zewnatrzkomoérkowych
polisacharydow wytwarzanych przez bakterie z gatunku R. solanacearum, ostatnie
prace wykazuja, iz najwazniejszym z nich jest kwasny polisacharyd EPS1, o duzej
masie czasteczkowej (10° Da). Utatwia infekcje systemu korzeniowego, odgrywajac
rol¢ w procesie ,,przyczepiania” (ang. attachment) bakterii i kolonizacj¢ systemu
przewodzacego rosliny przez bakterie [4]. Jednak precyzyjne okreslenie roli kwasne-
go polisacharydu EPS1 w procesie patogenezy wymaga dalszych badan.

Regulacja ekspresji genoéw warunkujacych biosyntezg EPS, PG i Egl jest nie-
zwykle ztozona i istotna dla rozwoju procesu chorobowego w roslinie gospodarza.
Zaden z wymienionych zwiazkéw nie jest niezbedny do rozwoju infekcji, ale kazdy
z nich odgrywa istotng role w patogenezie [38]. Szczepy R. solanacearum wytwa-
rzaja endo- i egzopoligalakturonazy — ich liczba jest charakterystyczna dla po-
szczego6lnych biowaréw patogena. Badania molekularne umozliwiajace mutacje i
»wylaczanie” genéw warunkujacych biosynteze polisacharydow lub biatek pozwo-
lity na opisanie ztozonego systemu regulacji ekspresji i wydzielania na zewnatrz ko-
morki zwiazkéw determinujacych patogenicznos¢ [2]. W wyniku prowadzonych
badan stwierdzono takze, iz aktywnos$¢ wytwarzanych przez bakterie R. solanace-
arum poligalakturonaz jest okoto 100-krotnie wyzsza, gdy bakterie rozmnazajg si¢
w tkankach lisci tytoniu, niz wtedy, gdy rosng na bogatej pozywce mikrobiologicz-
nej. Efekt ten moze wynikac z faktu, 1z sktadniki pozywki moga hamowaé aktyw-
no$é PG badz ze niezidentyfikowane czynniki zawarte w tkance roslinnej moga in-
dukowa¢é ekspresje¢ genéw warunkujacych ich biosynteze [3]. Zapoczatkowanie
produkcji EPS, PGs i Egl bezposrednio po infekcji jest uwarunkowane liczebnoscia
populacji bakteryjnej i jest regulowane poprzez tzw. wspoélczynnik gestosci popula-
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cji (ang. quorum sensing mechanisms). Biosynteza tych zwiazkéw moze by¢ urucha-
miana poprzez endogenne elicytory, np. estry metylowe kwasu palmitynowego, gro-
madzace si¢ w przestrzeniach migdzykomoérkowych zainfekowanych roslin. Indukcja
ekspresji genoéw warunkujacych biosyntez¢ EPS 1 PGs nastgpuje zwykle dopiero wte-
dy, gdy liczebnos¢ bakterii osiaga poziom 10 jtk [jednostek tworzacych kolonie] w 1
g $wiezej masy tkanki [3].

Jak wspomniano wczes$niej, tak produkowane przez R. solanacearum polisacha-
rydy, jak i poligalakturonazy musza by¢ wypompowane na zewnatrz komorki bakte-
ryjnej. Stad tez niezwykle istotna rola w procesie patogenezy calego systemu genow
kodujacych biatka wydzielnicze systemu sekrecyjnego typu Il oraz calg seri¢ biatek
regulatorowych tego systemu [1]. Geny kontrolujace proces sekrecji naleza do grupy
gendw hrp (ang. hypersensitive response) i sa kluczowymi czynnikami warun-
kujacymi patogeniczno$¢ duzej czesci bakterii Gram-ujemnych. Geny z grupy hrp
warunkuja powstawanie objawow chorobowych w tkankach roslinnych, ale takze in-
dukuja reakcje obronna, nazywang reakcja nadwrazliwosci, na roslinach odpornych
na danego patogena. Geny hrp w pierwszym etapie interakcji komorek bakteryjnych z
tkanka roslinng warunkuja formowanie si¢ na powierzchni komoérek bakteryjnych po-
dobnych do pili struktur, laczacych te komorki z komérkami roslinnymi [1]. Wcezes-
niejsze prace wykazywaly, iz ekspresja genow hrp jest niska, gdy bakterie rozmnazaja
sie na bogatej pozywce, wzrasta natomiast znacznie w wyniku interakcji roslina—pa-
togen. Dopiero jednak prace grupy Bouchera, w ktérych zastosowano fuzje genu hrp z
genem reporterowym GFP (ang. green fluorescent protein), wykazaly bezposrednio,
iz indukcja ekspresji tych gendw nastepuje w wyniku bezposredniego kontaktu komo-
rek bakterii i rosliny [1]. Co wigcej, grupa ta opisata pierwszy bakteryjny receptor,
bedacy niedyfundujaca czasteczka sygnalna, ktora indukuje ekspresj¢ genow ko-
dujacych biatka lub inne zwiazki warunkujace patogenicznos¢.

Wykrywanie i identyfikacja bakterii nalezgcych do gatunku
Ralstonia solanacearum

Testy biochemiczne i biologiczne

Tradycyjne metody wykrywania bakteryjnych patogenéw roslin polegaja na po-
siewie badanego materiahu (np. homogenatu zainfekowanej tkanki roslinnej) na odpo-
wiednie podtoza selekcyjne, izolacji jednorodnych kultur oraz ich charakterystyce
biochemicznej [41]. Zwykle identyfikacja biochemiczna potwierdzana jest testami
patogenicznosci, polegajacymi na inokulacji ro$lin testowych (np. w wypadku R. so-
lanacearum kilkutygodniowych roslin pomidora). Testy patogeniczno$ci moga byc¢
prowadzone na réznych roslinach, na tej podstawie bakterie s klasyfikowane do od-
powiednich ras (patowar6w) [10], a na podstawie zdolnosci do utleniania dwucukroéw
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i alkoholi 6-weglowych do biowarow [18, 19]. Metody te wymagaja jednak uzyskania
czystych kultur bakterii, co znacznie wydtuza czas wykrywania i identyfikacji spraw-
cy choroby (zwykle do 2-3 tygodni). Elphinstone i in. [16] wykazali, ze zastosowanie
polselektywnego podioza SMSA (zawierajacego chlorek tetrazoliowy 1 szereg anty-
biotykéw) do wysiewu seryjnych rozcienczen ekstraktu uzyskanego z tkanki bulw
ziemniaka pozwala na wykrycie komoérek R. solanacearum, gdy ich liczba jest nie
mniejsza niz 10*jtk - 0,001 dm™ ekstraktu. Poniewaz metoda ta pozwala na wykrycie
zywych (infekcyjnych) komorek patogena, jest polecana do stosowania w eksperty-
zach fitopatologicznych [16, 17].

Potrzeba skrdcenia czasu identyfikacji patogena, zwlaszcza w wypadku organiz-
moéw kwarantannowych, oraz zagrozenie infekcja R. solanacearum w krajach Unii
Europejskiej spowodowaly wzrost zainteresowania nowoczesnymi technikami iden-
tyfikacji tego groznego patogena [20, 39, 41, 48].

W latach osiemdziesiatych zaczeto wykorzystywac do identyfikacji R. solanace-
arum takie metody, jak analiza profilu metabolicznego [6, 41] oraz profilu kwasow
thuszczowych [22, 41]. Metody te znacznie przyspieszyty proces identyfikacji, jednak
tak jak poprzednie wymagaty izolacji czystych kultur patogena. Badanie profilu me-
tabolicznego jest technikg oparta na klasycznych testach biochemicznych, ale wyko-
rzystujaca specjalnie przygotowane gotowe zestawy odczynnikow, ktore znacznie
usprawniaja proces identyfikacji bakterii. Zestawy typu BIOLOG czy API pozwalaja
na analize profilu metabolicznego identyfikowanego szczepu na podstawie badania
zdolnos$ci do wzrostu na danym podtozu (obserwacja zmetnienia podioza) lub badania
aktywnosci metabolicznej (zmiana pH, zmiana potencjatu redoks obserwowana jako
zmiana zabarwienia wskaznika znajdujacego si¢ w podiozu).

Firma BIOLOG Inc (Hayward, California, USA) opracowata system analizujacy
zdolno$¢ do wykorzystywania (utleniania) przez testowane bakterie 95 réznych zro-
det wegla. W systemie BIOLOG znalazty zastosowanie mikroptytki o 96 studzien-
kach, z ktérych 95 zawiera rozne podtoza bakteryjne, a jedna jest studzienka kontrol-
na. Uzyskiwany wzoér aktywnosci metabolicznej jest charakterystyczny dla danego
gatunku i podgatunku, a jego poréwnanie do profili zamieszczonych w komputerowe;j
bazie danych umozliwia szybka identyfikacj¢ patogena [6, 41, 44].

Szerokie zastosowanie do identyfikacji R. solanacearum znalazla analiza skiadu
jakosciowego i ilosciowego, czyli profilu kwasow ttuszczowych obecnych w btonach
komoérkowych. Bakterie w obrgbie jednostek systematycznych (rodzaj, gatunek) roz-
nia sie jakosciowym i ilosciowym sktadem kwasow ttuszczowych [41]. W ekstrak-
tach z komorek bakteryjnych scharakteryzowano ponad 300 réznych kwasow thusz-
czowych i ich pochodnych. W pierwszym etapie wyizolowane kwasy ttuszczowe
poddawane sa estryfikacji poprzez gotowanie w metanolu z wodorotlenkiem sodu.
Uzyskane estry metylowe kwasow tluszczowych rozdzielane s za pomoca kapilarne;
chromatografii gazowej [44]. Analiza uzyskanych profili kwasow ttuszczowych oraz
poréwnanie uzyskanych wynikéw z komputerowg baza profili wyzszych kwasow
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thuszczowych wystgpujacych w réoznych taksonach umozliwia szybka identyfikacje
patogena. Metody analizy profili thuszczowych stosowane sa do klasyfikowania bak-
terii z rodzajow: Agrobacterium, Clavibacter, Pseudomonas, Ralstonia, Xanthomo-
nas [44]). W Europie tego typu analizy patogenéw roslin wykonuje ustugowo Central
Science Laboratory w York w Wielkiej Brytanii oraz Plant Protection Service w Wa-
geningen w Holandii.

Metody immunologiczne

Metody immunologiczne stosowane do wykrywania R. solanacearum opieraja
sie na wykorzystaniu specyficznych przeciwcial poli- lub monoklonalnych skierowa-
nych przeciwko charakterystycznym antygenom patogena. W wypadku R. solanace-
arum wyodrebniono cztery kategorie antygenow: zewnatrzkomorkowe polisachary-
dy (EPS), sktadniki strukturalne $ciany komoérkowej — antygen ,,0”, zewnatrzko-
morkowe glikoproteiny oraz wici — antygen ,,H” [14]. Takze enzymy wytwarzane
przez te bakterie i odgrywajace niewatpliwa rol¢ w rozwoju procesu chorobowego
byly wykorzystywane do produkcji przeciwcial. Schell [38] wykazal, iz antygeny dla

oczyszczonych preparatéw zewnatrzkomorkowej B-1,4-endoglukanazy R. solanace-
arum pozwalaja na efektywng identyfikacje bakterii nalezacych do tego gatunku.
Réwniez antygeny uzyskane dla poligalakturonazy wytwarzanej przez bakterie z ga-
tunku R. solanacearum znalazly zastosowanie w testach immunologicznych [3, 13].
W immunologicznej identyfikacji bakterii z gatunku R. solanacearum wykorzysty-
wano rézne techniki, natomiast do badan rutynowych stosuje si¢ testy ELISA (ang.
Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay) oraz testy immunofluorescencyjne ze zna-
kowanymi fluorescencyjnie przeciwciatami (ang. indirect Immuno-Fluorescence An-
tibody Staining, indirect IFAS) [20, 41] badz testy, w ktoérych barwnikiem fluorescen-
cyjnym znakuje si¢ bezposrednio komorki bakteryjne (ang. Immuno-Fluorescence
Colony Staining, IFCS) [46].

W tescie ELISA antygen wigzany jest ze specyficznym przeciwciatem sprzggnig-
tym z enzymem (np. alkaliczng fosfataza, peroksydaza). W wyniku reakcji enzymu z
substratem powstaje barwny produkt, intensywnos¢ barwy jest wprost proporcjonal-
na do stezenia antygenu i moze by¢ oznaczana spektrometrycznie. W zmodyfikowa-
nych testach ELISA (ang. indirect ELISA) stosuje si¢ dwa rodzaje przeciwciat: pierw-
szorzedowe nie sa znakowane enzymem, natomiast drugorz¢gdowe znakowane enzy-
mem lub biotyna. Testy ELISA stosowane do wykrywania R. solanacearum w eks-
traktach roélinnych i glebie s ciagle udoskonalane w celu zwigkszenia czulosci testu,
a takze wyeliminowania niespecyficznych reakcji migdzy stosowanymi w tescie prze-
ciwcialami a czasteczkami gleby, tkanki roslinnej czy innymi bakteriami [20]. Jak
wynika z doniesien literaturowych, czutos¢ reakcji ELISA rézni si¢ w zaleznosci od
stosowanych w poszczegd6lnych laboratoriach badawczych przeciwciat poli- lub mo-
noklonalnych i waha sie od 10°~10*jtk - 0,001 dm™ do 6 x 10°jtk - 0,001 dm™> [40].



Charakterystyka, wykrywanie i identyfikacja... 23

Zastosowanie metody IFAS wykorzystujacej przeciwciata poliklonalne sprzg-
zone z fluorescencyjnym znacznikiem — izotiocyjaning fluoresceiny (FITC — ang.
fluorescein isothiocyanate), pozwala na uzyskiwanie powtarzalnych wynikéw i umo-
zliwia wykrywanie bakterii, gdy ich liczebnos¢ wynosi okoto 10* jtk - 0,001 dm™ [16,
20]. Jednakze zaréwno w wypadku testu ELISA, jak i IFAS stosowane dotychczas
przeciwciala poliklonalne wykazuja tendencje do tracenia specyficznosci gatunkowej
i dlatego ich stosowanie czgsto prowadzi do uzyskiwania falszywie pozytywnych wy-
nikéw [15, 20, 40]. Wykorzystanie przeciwcial monoklonalnych zwigksza specyficz-
no$é reakcji, ale czesto redukuje jej czutos¢ w wypadku testu ELISA. Przeciwciala
monoklonalne nie byly dotychczas stosowane do wykrywania kolonii bakteryjnych
metoda IFAS [40].

W ostatnich latach wykazano, iz czutos$¢ testow opartych na reakcjach immunolo-
gicznych mozna znacznie podwyzszy¢, jezeli w pierwszym etapie wykrywania pato-
gena stosuje si¢ tzw. wzbogacenie populacji (ang. enrichment), prowadzace do roz-
mnozenia si¢ patogena. Elphinstone i in. [16] wykazal przydatnos¢ do tego celu zmo-
dyfikowanego podtoza SMSA. Posiew badanej proby na to podtoze hamuje wzrost
czesci bakterii saprofitycznych wystgpujacych w badanej prébie i umozliwia inten-
sywniejsze rozmnazanie si¢ bakterii z gatunku R. solanacearum.

Metody molekularne

Do identyfikacji bakterii R. solanacearum prébowano stosowa¢ rozne metody
oparte na identyfikacji specyficznych sekwencji kwaséw nukleinowych. Pierwsze te-
sty oparte byly na sondach oligonukleotydowych (sondy molekularne), zawiera-
jacych DNA o specyficznej sekwencji i znakowane izotopowo lub fluorescencyjnie.
W wypadku obecnosci w badanej probie patogena, w wyniku kontaktu sondy z wyizo-
lowanym z tej proby DNA genomowym, nastepuje hybrydyzacja DNA ze znakowang
sonda. Duze trudnosci stwarza jednak w tym wypadku fakt, iz gatunek R. solanace-
arum wykazuje duze zréznicowanie genetyczne [10] (sonda molekularna powinna
pozwalaé na wykrywanie catego spektrum patogena), a z drugiej strony DNA niekto-
rych szczepow tego gatunku wykazuje znaczna homologi¢ do DNA Pseudomonas sy-
zygii (Ralstonia syzygii), co moze prowadzi¢ do uzyskiwania fatszywie pozytywnych
wynikéw. Opisana przez Seal i in. [43] sonda molekularna PS2096 pozwalata na szyb-
kie wykrycie i identyfikacje bakterii w $rednio porazonym materiale roslinnym, ale
nie umozliwiata wykrywania infekcji latentnych, czyli miata ograniczona przydat-
no$¢ w badaniach organizméw kwarantannowych. Wykrywanie latentnych infekcji
R. solanacearum umozliwia zastosowanie sond molekularnych zawierajacych frag-
menty DNA komplementarnego do sekwencji DNA kodujacej 16S rybosomalny

RNA [12, 43].
W ostatniej dekadzie szczegdlna rolg w badaniach epidemiologicznych odgrywa
metoda lanicuchowej reakcji polimerazy (PCR, ang. Polymerase Chain Reaction) i jej
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modyfikacje. Rowniez w fitopatologii do identyfikacji patogenow bakteryjnych, wiru-
sowych, wiroidowych i1 grzybowych wykorzystuje si¢ testy PCR polegajace na identy-
fikacji sekwencji DNA charakterystycznych dla danego czynnika chorobotworczego
(np. geny determinujace patogenicznos¢). Reakcja PCR opiera sie na zastosowaniu
dwoch starterow (oligonukleotyd DNA), komplementarnych do regionéw flanku-
jacych fragment genomowego DNA bakteryjnego, ktéry ma sekwencje specyficzng i
charakterystyczna dla danego gatunku. Kopie tego fragmentu sa nast¢pnie syntetyzo-
wane in vitro, w wyniku powtarzajacych si¢ cykli polegajacych na termicznej denatura-
cji dwuniciowego DNA, przylaczaniu starteréw do sekwencji komplementarnych i do-
budowywaniu komplementarnego tanicucha DNA przez termostabilng polimeraze
DNA. W wyniku tego procesu, w czasie okoto dwoch godzin, mozna uzyskac znaczne
ilosci DNA o okreslonej sekwencji 1 dlugosci, ktore nastgpnie mogg by¢ identyfikowa-
ne metodg elektroforezy w zelu agarozowym lub poliakrylamidowym. PCR umozliwia
wykrywanie nawet pojedynczych komorek patogena, poniewaz w trakcie amplifikacji
dochodzi do powstania miliondéw kopii matrycowego DNA.

Startery (PS96-H 1 PS96-1) do identyfikacji R. solanacearum za pomoca reakcji
PCR zostaly opracowane na bazie sekwencji sondy molekularnej PS2096 [42] 1 poz-
walaja na amplifikacje specyficznego dla tego gatunku fragmentu DNA zawie-
rajacego 148 par zasad. Startery te pozwalaja na wykrycie R. solanacearum, gdy w
1 gramie zainfekowanej tkanki roslinnej lub gleby znajduje si¢ okoto 100 komoérek
tych bakterii.

Sekwencje genéw kodujacych 16S rRNA sa specyficzne dla gatunku i stad wyko-
rzystuje si¢ je w badaniach filogenetycznych. Na podstawie sekwencji 16S rDNA R.
solanacearum i innych blisko spokrewnionych gatunkéw zostaty skonstruowane trzy
rozne startery do testu PCR [43]. Natomiast do identyfikacji szczepow nalezacych do
gatunku R. solanacearum wykorzystano dwa z nich: OLI-11Y-2, ktére w tescie PCR
daja produkt wielkosci okolo 288 par zasad, specyficzny dla tego gatunku [39, 43].
Obecnie testy PCR z wykorzystaniem powyzszych starteréw znajduja zastosowanie
w rutynowych badaniach dotyczacych wykrywania i identyfikacji R. solanacearum w
wielu laboratoriach badawczych 1 diagnostycznych w Europie [39]. W wypadku tych
testow czulosé reakcji PCR wahassie od 10°>-10° jtk - 0,001 dm™ do 6 x 10°jtk - 0,001 dm™
w zalezno$ci od laboratorium [40]. Na specyficznos¢ i czutos¢ reakcji PCR w probach
zainfekowanej tkanki ro$linnej lub gleby moga mie¢ wplyw czynniki znajdujace si¢ w
tkance roslinnej lub glebie i hamujace aktywno$¢ polimerazy DNA [41].

Wieksza czutos$é reakcji PCR mozna uzyskaé poprzez zastosowanie w pierwszym
etapie podloza selektywnego SMSA do ,,wzbogacenia” populacji R. solanacearum
tzw. enrichment-PCR [16] lub Bio-PCR [37]. Preinkubacja préb z selektywna po-
zywka pozwolita na okolo czterokrotne podwyzszenie czutosci stosowanych testow
PCR [16].

Elphinstone i in. [16] wykazali, iz zwiekszenie czulo$ci testu opartego na reakc;ji
PCR mozna uzyskaé takze poprzez zastosowanie dwoch kolejnych reakcji PCR, tzw.
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nested-PCR. W pierwszej reakcji stosuje si¢ startery o szerokiej specyficznosci, a w
drugiej charakterystyczne dla $cisle okreslonego gatunku mikroorganizmow.

Ze wzgledu na wrazliwo$¢ polimerazy stosowanej w testach PCR na czynniki
hamujace, znajdujace si¢ w tkance roslinnej czy glebie, istnieje koniecznosé stoso-
wania tzw. kontroli wewngtrznej (ang. internal control, internal standard) dodawa-
nych do badanych za pomoca testu PCR prob [40]. Kontrola wewnetrzna to zwykle
fragment DNA, wykazujacy homologi¢ do stosowanych starteréw i wprowadzony
do badanej préby w formie wolnego DNA badz plazmidu, badz dodany do préby w
komorkach innych bakterii blisko spokrewnionych z R. solanacearum (np. Burkhol-
deria pikettii). W tym ostatnim wypadku w procedurze poprzedzajacej test PCR
fragment ten musi by¢ wprowadzony do komorek Burkholderia pikettii i zrekombi-
nowany z ich genomem.

Wprowadzony w ten sposéb standard wewngtrzny w wyniku amplifikacji daje
produkt DNA o innej (wigkszej lub mniejszej) wielkosci oraz odmiennej sekwencji
niz produkt specyficzny dla R. solanacearum [Van der Wolf, informacja ustna]. W
wypadku obecnosci w tkance roslinnej komorek patogena i braku inhibitoréw polime-
razy uzyskuje si¢ dwa produkty reakcji PCR o r6znej wielkosci. Jeden z nich jest spe-
cyficzny dla patogena, drugi to produkt amplifikacji standardu wewngtrznego. Jezeli
w badanej tkance nie ma komoérek patogena uzyskuje si¢ jeden produkt, o wielkosci
charakterystycznej dla standardu wewngtrznego. Brak produktéw reakcji PCR wska-
zuje na hamowanie polimerazy przez skladniki tkanki roslinnej, niewtasciwy sktad
mieszaniny reakcyjnej badz niewtasciwe warunki amplifikacji (np. brak lizy komérek
bakteryjnych, Zle dobrana temperatura reakcji).

Waullings i in. [48] zaproponowali zastosowanie do wykrywania R. solanace-
arum metody opartej na fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (ang. Fluorescent in
situ Hybridisation, FISH). Na podstawie sekwencji DNA kodujacej 23S rRNA opra-
cowano dwie specyficzne dla R. solanacearum, R. syzygii 1 BDB (ang. blood disease
bacterium) sondy RSOLA i RSOLB [48]. Uzyskane sondy wykazuja specyficznosé
wzgledem RNA izolowanego ze szczepdw R. solanacearum. Stwierdzono, ze w wy-
padku zastosowania sondy RSOLA do wykrywania komoérek R. solanacearum uzy-
skano slabszy sygnal hybrydyzacji niz przy stosowaniu sondy RSOLB, dlatego tez
do analiz FISH wybrano sond¢ RSOLB. W celu potwierdzenia petnej specyficzno-
sci metody FISH niezbedne sa dalsze badania z wykorzystaniem préb polowych.
Waullings i in. [48] rekomenduja FISH jako szybka metode wykrywania R. solanace-
arum, uzupetniajaca badz potwierdzajaca wyniki uzyskane za pomoca IFAS lub
PCR.

Zgodnie z wymogami EPPO [5, 30], pozytywne wyniki uzyskane za pomoca me-
tod serologicznych wymagaja potwierdzenia przez wysiew badanego materiatu (eks-
traktu roslinnego) na podtoze selekcyjne SMSA [16, 17]. Nastgpnie typowe kolonie
uzyskane na tym podtozu sa izolowane i ponownie identyfikowane za pomoca analizy
profilu kwasdéw tluszczowych, mikroskopii IIF (ang. inderect immuno-fluorescence)
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oraz testu patogenicznosci na roslinach pomidora [48]. Testy PCR wykonuje si¢ alter-
natywnie do mikroskopii IIF oraz jako testy potwierdzajace [40].

Powyzsze doniesienia literaturowe wskazuja na ciagla koniecznos$¢ opracowania
coraz lepszych i efektywniejszych protokotéw do wykrywania i identyfikacji R. sola-
nacearum, zardwno w ekstraktach roslinnych, jaki 1 prébach gleby i wody. Nie mnie;j
istotne jest takze przygotowanie odpowiednich kontroli negatywnych i pozytywnych,
ktére moglyby by¢ stosowane w testach ELISA 1 PCR [40].

Zastosowanie technik molekularnych do badania
zréznicowania genetycznego w obrebie bakterii nalezacych
do gatunku R. solanacearum

Jak juz wspomniano wczesniej, zastosowanie metod biochemicznych i serolo-
gicznych pozwolito na wyrdznienie biowarow, serotypdw w obrebie opisywanego ga-
tunku. W toku badan stwierdzono, iz w wypadku roslin uprawianych w strefie umiar-
kowanej najwieksze znaczenie marasa 3. Zastosowanie techniki polegajacej na anali-
zie dhugosci fragmentow restrykcyjnych (ang. Restriction Fragment Lenght Polymor-
phism, RFLP) pozwolito na wyréznienie 33 gtéwnych profili RFLP charakterystycz-
nych dla bakterii R. solanacearum [11]. Metoda ta polega na izolacji genomowego
DNA z czystych kultur bakteryjnych, nastgpnie trawieniu DNA przez enzymy re-
strykcyjne. Zr6znicowanie elektroforetycznego obrazu fragmentéw DNA, uzyska-
nych w rezultacie dzialania enzymow restrykcyjnych, wynika z réznic w sekwencji
nukleotydéw w DNA, czyli z obecnosci lub braku miejsc restrykcyjnych dla okreslo-
nych enzymoéw.

W wypadku poddania analizie restrykcyjnej catego genomu bakteryjnego uzy-
skuje sie po elektroforezie bardzo ztozony obraz. W metodzie opisanej przez Cook i
in. [11] produkty RFLP rozdzielono w zelu poliakrylamidowym, poddano denatura-
cjiin situ i ,,przeniesiono” na filtr nitrocelulozowy. Zwiazany z nitroceluloza DNA
hybrydyzowano ze znakowana radioaktywnie sonda. W efekcie uzyskano dla kilku-
set przebadanych szczepow 33 charakterystyczne profile restrykcyjne. Metoda ta
moze by¢ zastosowana z powodzeniem do badan epidemiologicznych, majacych na
celu np. zbadanie przemieszczania si¢ okreslonych szczep6w z réznych obszarow
geograficznych.

Powyzsza metoda jest jednak bardzo praco- i czasochtonna, dlatego obecnie do ba-
dania zréznicowania populacji bakterii, w tym takze R. solanacearum, wykorzystuje sig
technik¢ PCR-RFLP, w ktérej w pierwszym etapie powiela si¢ okreslony fragment ge-
nomu w reakcji amplifikacji, a nastepnie juz tylko amplifikowany fragment DNA pod-
daje si¢ analizie restrykcyjnej [33]. W tym wypadku r6zne profile PCR-RFLP identyfi-
kuje si¢ bezposrednio na zelu poliakrylamidowym.
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Inng metoda pozwalajaca na efektywne badanie zréznicowania w obrebie gatun-
ku R. solanacearum jest selektywna amplifikacja fragmentéw restrykcyjnych (ang.
Amplified Fragment Lenght Polymorphism, AFLP) [34]. Metoda AFLP wymaga bar-
dzo matej ilosci wyjsciowego DNA i polega na badaniu obecnosci lub braku amplifi-
kacji specyficznych fragment6w restrykcyjnych, podczas gdy w metodzie RFLP ba-
damy dtugos¢ specyficznych fragmentdw restrykcyjnych.

Porownanie réznych technik wykrywania
i identyfikacji R. solanacearum

Wykrywanie i identyfikacja bakterii za pomoca metod immunologicznych i mole-
kularnych nie wymaga hodowli bakterii i pozwala na postawienie diagnozy znacznie
szybciej niz konwencjonalne metody wykrywania patogenéw oparte na ich hodowli
na szeregu podtozy mikrobiologicznych. Techniki molekularne oferuja wysoka spe-
cyficzno$é i czutosc, ale w poréwnaniu z metodami serologicznymi s znacznie droz-
sze 1 trudniejsze do wykonywania w skali masowe;.

Testy ELISA, IFAS sa rutynowo stosowane do wykrywania patogenow roslin w
celu okreslania zdrowotnos$ci materialu nasiennego i rozmnozeniowego w powiaza-
niu z kontrola wystgpowania organizmoéw kwarantannowych i certyfikacji materiatu
siewnego. W chwili obecnej przewaga w stosowaniu metod immunologicznych wy-
nika z faktu, iz techniki te sa bardzo dobrze opracowane i wiele laboratoriow posiada
kadrg i sprzet niezbedny do ich wykonywania.

Testy wykorzystujace specyficzne sondy molekularne maja t¢ przewage, iz po-
zwalaja na identyfikacje¢ bakterii niezaleznie od stadium rozwoju patogena czy tez
warunkow jego wzrostu i rozmnazania. W wypadku testow immunologicznych
falszywie negatywne wyniki moga by¢ rezultatem braku obecnosci specyficznej de-
terminanty antygenowej na powierzchni komorek bakterii rosnacych w niekorzyst-
nych warunkach. Genom bakterii jest stabilny, podlega bardzo wolnym zmianom, na-
tomiast determinanty antygenowe moga ulega¢ modyfikacjom pod wplywem czynni-
kow $rodowiskowych.

Szybki rozwéj licznych modyfikacji metod molekularnych powinien spowodo-
wad, iz takze w procedurze identyfikacji organizméw kwarantannowych coraz cze-
Sciej postugiwac sie bedziemy tego typu technikami. Poznanie zréznicowania bakterii
nalezacych do tego samego gatunku powinno doprowadzi¢ do opracowania specy-
ficznych, a jednocze$nie uniwersalnych dla tego gatunku markeréw molekularnych.
Istotne obnizenie pracochfonnosci 1 czasochlonnosci testow opartych na reakcji PCR
mozna osiagnaé poprzez eliminacj¢ etapu elektroforezy 1 spektrofotometryczne lub
fluorometryczne oznaczanie produktow PCR.
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Przyktady takich technik sa juz znane i rozwijane. Testy PCR prowadzi si¢ w mi-
kroptytkach analogicznych do uzywanych w tescie ELISA. Na dnie studzienek unie-
ruchamia si¢ sond¢ oligonukleotydowa, specyficzng dla danego gatunku patogena.
Do studzienek wprowadza si¢ badang probe i mieszaning amplifikacyjna i przeprowa-
dza reakcje PCR. Jeden ,koniec” produktu reakcji PCR hybrydyzuje z unierucho-
miona na dnie studzienki sonda, a drugi hybrydyzuje zdodawang do mieszaniny w na-
stepnym etapie sonda znakowana peroksydaza. Po dodaniu do studzienek substratu
dla peroksydazy zmiana barwy mieszaniny reakcyjnej §wiadczy o obecnosci w bada-
nej probie komorek patogena. Wynik testu wykonanego jednoczesnie dla wielu prob
moze by¢ odczytywany w automatycznych czytnikach do testu ELISA.

Inng strategie wykorzystuje si¢ w systemie TagqMan PCR, ktdry takze pozwala
na odczytanie wyniku testu PCR bez potrzeby wykonywania elektroforezy. Zasada
tego systemu polega na wykrywaniu obecnosci znakowanej sondy, a nie produktu
reakcji PCR. Sondy znakowane sa dwoma barwnikami; pierwszy, zwykle fluoresen-
cyjny, peini funkcje¢ ,,sygnalizatora” (ang. reporter), drugi ,,wyciszacza” (ang. quen-
cher). W mieszaninie reakcyjnej znajduje si¢ DNA matrycowe, hybrydyzowane ze
znakowana sonda; startery do reakcji PCR i polimeraza DNA, majaca rownoczesnie
wlasciwosci nukleazy. W wypadku hybrydyzacji starterow z DNA matrycowym na-
stepuje dobudowywanie tancucha komplementarnego do matrycy i réwnoczesnie
degradacja znakowanej sondy. W efekcie degradacji sondy nast¢puje odiaczenie
»sygnalizatora” od,,wyciszacza”. Obecno$¢ i stezenie ,,sygnalizatora” rejestrowane
sg za pomocg fluorometru.

W ostatnim dziesiecioleciu mozemy mowié o bardzo szybkim rozwoju technik
molekularnych i ich adaptacji na potrzeby diagnostyki groznych chor6b. Oczywis-
cie wigkszo$¢é z nich opracowana jest z mysla o diagnostyce choréb czltowieka i
zwierzat i jest coraz szerzej wykorzystywana w medycynie i weterynarii. Te same
techniki moga znalez¢ zastosowanie w wypadku epidemiologii choréb roslin, ale
sytuacja jest o tyle ztozona, iz zwykle populacja osobnikdw, ktére nalezy przetesto-
wagé, jest bardzo duza, np. reprezentatywna grupa roslin z wielohektarowe;j plantacji
nasiennej, a co za tym idzie koszty badan sa bardzo wysokie. Niezaleznie od opisa-
nych powyzej zalet metod molekularnych, mozna mie¢ watpliwosci, kiedy oparte na
skomplikowanych i drogich technologiach metody wykrywania i identyfikacji R.
solanacearum beda stosowane na skal¢ masowa. Na pewno szybciej nastapi to w
krajach Ameryki Péinocnej i Europy, a znacznie p6zniej w krajach strefy tropikal-
nej, gdzie zagrozenie chorobami wywotywanymi przez R. solanacearum jest duzo
wigksze, natomiast koszty prowadzenia badan diagnostycznych i epidemiologicz-
nych musza by¢ racjonalnie niskie.
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Characteristics, detection and identification
of the Ralstonia (Pseudomonas) solanacearum bacteria

Key words: brown rot, Ralstonia solanacearum, pathogenicity, detection and
identification methods

Summary

The Ralstonia (Pseudomonas) solanacearum bacteria cause the disease symp-
toms on potato, tomato, aubergine, banana and many other hosts. Since 1992 an incre-
ased number of outbrakes of potato brown rot, caused by the race 3, biovar 2 of these
bacteria were reported in several EPPO member countries, including Belgium, Fran-
ce, The Netherlands and the United Kingdom. The ,,low-temperature” race 3 of Ral-
stonia solanacearum L. was found in the most infested countries in surface water and
in Solanum dulcamara, the weed growing along the waterways. The origins of this di-
sease in western Europe may include the introduction through import of infected early
ware or industrial potatoes from some countries of Mediterranean area. The preven-
tion and control strategies for this dangerous bacterial pathogen are possible only
through the application of early and sure detection and identification methods. Bio-
chemical, serological and molecular methods suitable for the diagnosis of the patho-
gen are described.



