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Titel.
Undersggelse af Erwinia-komplekset i kartofler

Projektansvarlig og deltagere.
Landskonsulent Lars Bgdker Videncentret for landbrug, e-mail: lab@vfl.dk

og Seniorforsker Steen Lykke Nielsen, DJF, Aarhus Universitet, e-mail: SteenL.Ni-
elsen@agrsci.dk

Resume

Forekomsten af bakterierne Pectobacterium carotovorum, Pectobacterium atrosepticum og
Dickeya dianthicola, blev undersggt i steengelprgver med symptomer pa sortbensyge og
steengelrad fra i alt 30 kartoffelplanter. Der blev pavist Dickeya dianthicola i 30 af prgverne,
Pectobacterium atrosepticum i 14 og Pectobacterium carotovorum i 13 af praverne. D.
dianthicola forekom i samtlige prover, i 14 af prgverne forekom desuden en af de andre
bakterier og i 6 af prgverne forekom alle tre bakterier samtidig. Til at undersgge, om nogle
af de positive prgver med D. dianthicola i virkeligheden var inficeret med den nye type naert
beslaegtede D.solani, blev anvendt en rep-PCR-metode. Desveerre viste metoden sig ueg-
net, fordi det var sveert at opna et klart specifikt bandmeanster i de ekstraherede pragver, og
nar prgverne samtidigt var inficeret med mere end en bakterie, var det ikke muligt at skelne
de enkelte specifikke mgnstre fra hinanden. Projektgruppen har sidenhen faet adgang til en
mere robust metode byggende pa real-time PCR, som udvalgte positive praver efterfgl-
gende vil blive analyseret med.

Projekts faglige forlgb.

Der blev indsamlet 1-5 staengler fra kartoffelplanter med symptomer pa sortbensyge og
staengelbakteriose fra 30 kartoffelplanter. Hver prave blev behandlet ved, at et stykke af
hver staengel med symptomer blev skaret fra, frysetarret og efterfglgende knust i en
Gino/grinder 2000 med 1500 slag/min i 30 sekunder. Totalt DNA blev ekstraheret fra plan-
tematerialet med DNeasy-kit og der blev kart konventionel PCR for Pectobacterium caroto-
vorum, P. atrosepticum og Dickeya dianthicola efter henholdsvis Kang et al.(2003), De
boer & Ward (1995) og Nassar et al. (1996). Som positive kontroller blev anvendt DSM-No.
30168 af Pectobacterium carotovorum, DSM-No. 1118077 af P. atrosepticum og DSM-No.
18054 af Dickeya dianthicola fra Deutsche Sammlung von Microorganismen und Zellkultu-
ren GmbH. Isolater af de tre bakteriearter var endvidere velvilligt blevet stillet til radighed af
dr. Minna Pirhonen fra Helsinki Universitet. Afdeling for Anvendt Biologi.
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Resultater.
Resultaterne er vist i tabel 1.

Tabel 1. Forekomst af Dickeya dianthicola, Pectobacterium atrosepticum

og P. carotovorum i positive staengelprgver fra 30 kartoffelplanter.
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D. dianthicola forekom i samtlige prover, og i 14 af prgverne forekom der desuden en af de

andre bakterier, og i 6 af prgverne forekom alle tre bakterier samtidigt.

Til at undersgge, om nogle af prgverne, som var positive for Dickeya dianthicola, i virkelig-
heden var inficeret med Dickeya solani, blev anvendt en rep-PCR-metode efter Tsror et al
2009. Ved rep-PCR-metoden skulle man f& et bAndmenster pa en gel, som var specifikt for
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den enkelte bakterieart. | fig. 1 er vist bAndmenstre af et rent isolat af Dickeya solani (reek-
ke 1-2), af Dickeya dianthicola (reekke 3-4) og en blanding af Pectobacterium atrosepticum,
P. carotovorum og Dickeya dianthicola (raekke 6).
Det ses tydeligt, at bAandmgnstrene af D. solani og D. dianthicola var tydeligt forskellige,
mens nar der var tre forskellige bakterier i samme prave, blev bandmgnstret meget "mud-
ret”, og det blev umuligt med sikkerhed at analysere hvilke bakterier, der forekom i blandin-
gen. Metoden er derfor uegnet til at adskille D. solani og D. dianthicola, nar de ikke er ren-
dyrket, hvilket prgverne ikke var i dette projekt.
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Fig. 1. Rep-PCR-bandmenstre af et rent isolat af Dickeya solani (reekke 1-2), af D. dianthi-
cola (reekke 3-4) og en blanding af Pectobacterium atrosepticum, P. carotovorum og D.
dianthicola (reekke 6). Reekke 5 er en marker.

Diskussion.

Resultaterne underbyggede resultaterne fra 2009, hvor D. dianthiocola ogsa blev pavist i
mange af prgverne. Det viste sig desveaerre, at rep-PCR-metoden til at differentiere mellem
D. solani og D. dianthicola, ikke fungerede. Metoden var pa ansggningstidspunktet den
eneste tilgaengelige metode til at skelne mellem de to meget teet beslaegtede arter. Projekt-
gruppen har efterfalgende faet adgang til en mere robust metode byggende pa real-time
PCR, som udvalgte prgver vil blive analyseret med i 2011 for at fastsla, om Dickeya solani
forekommer i Danmark.

Offentliggorelse af vedrgrende projektet

Projektets resultater blev, sammen med resultaterne af KAF-projektet i 2009: Undersggelse
af forekomst af typer af sortbensyge-/blgdradbakterier (Erwinia-komplekset) i Danmark, of-
fentliggjorte i et mundtligt og skriftligt indlaeg ved Plantekongres 2011: Nielsen, S.L., & Bad-
ker, L. 2010. Typer af sortbensyge/blgdradbakterier (Erwinia-komplekset) i Danmark. Sam-
mendrag af indleeg Plantekongres 2011, 231-232 og http://www.landbrugsinfo.dk/Plan-
teavl/Plantekongres/Filer/pl_plk_2011_shw J5_1_Steen_Lykke Nielsen.pdf
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Desuden blev resultaterne publiceret i Kartoffelproduktion: Nielsen, S.L. & Bagdker, L. 2011.
Sortbensyge, blgdrad og steengelbakteriose. Kartoffelproduktion 37, nr. 1, februar 2011, 24-
27.
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