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I. WSTEP

Bakterioza pierscieniowa jest jedna z najgrozniejszych choréb bakteryjnych ziem-
niaka — czgsto wystgpuje w naszym kraju, a jej sprawca nalezy do organizmoéw kwaran-
tannowych. Zgodnie z obowiazujacym wczesniej rozporzadzeniem Ministra Rolnictwa
i Rozwoju Wsi z dnia 6 kwietnia 2007 r. w sprawie szczegdtowych sposoboéw postgpo-
wania przy zwalczaniu i zapobieganiu rozprzestrzenianiu si¢ bakterii Clavibacter mi-
chiganensis ssp. sepedonicus (Cms), bulwy lub rosliny ziemniaka, uznane za porazone
musza ulec utylizacji. Wybor dostgpnych do tej pory metod utylizacji byt ograniczony —
zgodnie z rozporzadzeniem porazone bulwy mozna umiesci¢ na bezpiecznym sktadowi-
sku odpadow, spali¢, przeznaczy¢ do konsumpcji (skarmiania) lub do przemystowego
przetworzenia. Wprowadzone 9 kwietnia 2011 r. nowe rozporzadzenie w sprawie zwal-
czania bakteriozy pierScieniowej ziemniaka dopuszcza stosowanie kolejnych metod
zagospodarowania bulw ziemniakow porazonych Cms: zakopanie na polu, na ktérym
byly one uprawiane, konsumpcje w zaktadach zbiorowego zywienia oraz skarmienie
przez zwierzgta na surowo lub po wezesniejszym uparowaniu.

Celem badan prowadzonych w ubiegtych latach w Instytucie Ochrony Roslin — Pan-
stwowym Instytucie Badawczym (IOR — PIB) bylo sprawdzanie obecno$ci bakterii
C. michiganensis ssp. sepedonicus w pozostatoSciach z przemystowego przerobu bulw
porazonych bakterioza pier$cieniowa (Mackowiak-Sochacka 1 Zwolinska 2008). Naj-
nowsze wyniki dotycza badan odpadéw pochodzacych z gorzelni, w ktorej przetwarza-
no bulwy ziemniakow zainfekowanych Cms. Ta metoda utylizacji, cho¢ nalezy do tra-
dycyjnych metod zalecanych dla unieszkodliwiania bulw porazonych przez Cms byla
rzadko stosowana, w zwiazku z tym do tej pory nie badano jej bezpieczenstwa fitosani-
tarnego.
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II. MATERIAL I METODY

Badaniami objgto produkty pozostate po fermentacji alkoholowej (pulpg pofermen-
tacyjna) oraz odpady ptynne powstate podczas wstgpnego przygotowywania bulw do
przerobki. Proby pobierano w gorzelni, w miejscowosci Lakie w wojewodztwie wiel-
kopolskim.

Do badan wykorzystano metodyke pochodzaca z zalacznikow Dyrektywy Komisji
2006/56/WE z dnia 12 czerwca 2006 r. w sprawie zwalczania bakteriozy pierscieniowej
ziemniaka, zmodyfikowana w IOR — PIB w latach ubieglych.

Ekstrakcja bakterii

Odpady pozostale z przerobu bulw ziemniakoéw porazonych przez Cms pobierano
bezposrednio po przetworzeniu i dwukrotnie odwirowywano celem oddzielenia wigk-
szych zanieczyszczen, a pozniej zaggszczenia. Ekstrakty poddawano testom serologicz-
nym z wykorzystaniem surowicy z firm Agdia i Aden, izolowano z nich DNA za pomo-
ca zestawu DNeasy Plant Kit z firmy Qiagen. Nastgpnie wykonywano test PCR metoda
wg Pastrika (Pastrik 2000). Oprocz tego dokonywano posiewu 100 ul probki
o stezeniach 1 x 107 oraz 1 x 10™* na ptytki Petriego zawierajace selektywne podtoze
NCP-88 (Schaad i wsp. 2001). Kazdy posiew wykonywano w trzech powtorzeniach. Po
4 dniach oceniano wzrost kolonii bakteryjnych i na podstawie morfologii dokonywano
selekcji kolonii bakteryjnych do dalszych badan.

Diagnostyka bakterii

Kolonie bakteryjne o charakterystycznym dla Cms wygladzie przeszczepiano na
podtoze TSA. Diagnostyka wybranych kolonii bakteryjnych oraz ekstraktow uzyska-
nych bezposrednio z odpadow obejmowata barwienie metoda Grama, oraz molekularne
i serologiczne procedury diagnostyczne. Szczegdtowy opis procedur wykorzystanych
procedur znajduje si¢ w zalacznikach do Dyrektywy Komisji 2006/56/WE.

Testy biologiczne

Zarowno zaggszczony ekstrakt uzyskany bezposrednio z wycierki, jak i z zawiesiny
wybranych bakterii Gram- dodatnich o stezeniu 107 cfu/ml (colony forming units/1 mili-
litr) wstrzykiwano do podstawy pedu siewki oberzyny odmiany Black Beauty, nast¢pnie
do 40 dni oczekiwano na charakterystyczne objawy — wigdnigcie oraz nekrozy liscia.
Kontrolg dodatnia stanowita zawiesina bakterii C. michiganensis ssp. sepedonicus
o stezeniu 10’ cfu/ml, kontrole negatywna — sterylna woda destylowana. Na kazde pow-
torzenie przypadato 10 sztuk ro§lin oberzyny.

III. WYNIKI I DYSKUSJA

Odpady pozostate po przerobie ziemniakéw porazonych przez Cms badano przede
wszystkim pod katem obecnosci zywych bakterii Cms. W wycierce (pozostatosciach
z przemystowego przerobu ziemniakéw na skrobig) badanej w ubieglych latach nie
stwierdzono obecnosci bakterii Cms (Mackowiak-Sochacka i Zwolinska 2008). Podob-
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nie wygladaja ostatnie wyniki badan nad obecno$cig bakterii Cms w pozostatosciach po
fermentacji alkoholowej w gorzelni. Bulwy ziemniaka zostaja poddawane parowaniu
pod cisnieniem w temperaturze wynoszacej okoto 150°C, dlatego stwierdzono znaczne
ograniczenie liczby bakterii wyizolowanych z pulpy pofermentacyjnej (w poréwnaniu
do liczby izolatow bakteryjnych z odpaddéw pozostatych po wstepnej obrobce bulw
ziemniaka). W pulpie pofermentacyjnej nie stwierdzono obecno$ci zywych bakterii
Cms a testy molekularne i serologiczne wykonane bezposrednio na ekstraktach pulpy
réowniez daly negatywne wyniki (rys. 1).

H20 Cms pUC 1031

Rys. 1. Wynik PCR - elektroforeza w Zelu agarozowym. 1G — odpady z gorzelni (przed obrob-
ka); 2G — (pulpa pofermentacyjna); lo, 20, 30, 60, 90, L — izolacja z oberzyny; 3b, 7b,
12b — wybrane kolonie bakteryjne; H,O — kontrola negatywna; Cms — kontrola pozytyw-
na; puC, 1031— markery

Fig. 1. PCR result — agarose gel electrophoresis. 1G — waste from distillery (before processing);
2G — fermentation residues; 1o, 20,30, 60, 90, L — isolation from the eggplant; 3b, 7b,
12b — selected bacterial colonies; H,O — negative control, Cms — positive control; pUC,
1031- markers

W odpadach i $ciekach powstatych w wyniku przygotowania bulw do przerobu tak-
ze nie wykryto obecnosci zywych bakterii Cms (rys. 1). Przyczyna tego stanu rzeczy
jest najprawdopodobniej taka, iz bakterie te bardzo wolno rosng i stabo wspétzawodni-
cza z innymi organizmami, poza tym w duzej masie odpadéw ptynnych i statych Cms
podlegaja znacznemu rozcienczeniu. Dlatego odpadoéw z gorzelni, ktore powstaty przed
obrébka termiczng nie mozna traktowac jako bezpieczne i wolne od bakterii Cms.
Zgodnie z Rozporzadzeniem (2011), aby zachowa¢ bezpieczenstwo fitosanitarne, wazne
jest, by Scieki nie wydostawaly si¢ poza obieg zamknigty w zakladzie produkcyjnym,
lecz zostaly skierowane do oczyszczalni biologicznych i nastepnie przechodzity dalsza
utylizacje, np. poprzez zastosowanie odpowiednich $rodkow dezynfekcyjnych i/lub
wysokich temperatur (min. 74°C przez 4 godziny), co eliminuje ryzyko wydostania si¢
Cms do $rodowiska.
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Dotychczasowe doswiadczenia wskazuja, ze przemystowy przerdb bulw zaréwno
w gorzelniach, jak i w Zaktadach Przemystu Ziemniaczanego nie zawsze jest mozliwy,
dlatego istnieje potrzeba opracowania nowych metod utylizacji ziemniakéw zainfeko-
wanych bakterioza pier§cieniowa tak, aby mozna bylo dostosowaé sposob przerobu do
indywidualnych potrzeb i mozliwosci producentéw oraz hodowcow ziemniaka. Wyniki
nowych badan nad kolejnymi metodami utylizacji ziemniakéw moga stanowi¢ podsta-
we¢ do pozniejszych zmian w ustawodawstwie, umozliwiajacych w przysztosci rozsze-
rzenie katalogu sposobow utylizacji bulw ziemniaka porazonych przez Cms.

IV. WNIOSKI

Przemystowe przetwarzanie bulw ziemniaka porazonych przez Cms zaréwno w Za-
ktadach Przemystu Ziemniaczanego, jak i w gorzelniach stanowi skuteczng metodg ich
utylizacji, jednak aby w peini kontrolowaé bezpieczenstwo fitosanitarne tych metod,
wskazany jest monitoring odpadow pozostatych po procesie przetwarzania.
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ANNA MACKOWIAK-SOCHACKA, JOANNA KAMASA,
AGNIESZKA ZWOLINSKA, KRZYSZTOF KRAWCZYK

EFFICACY OF INDUSTRIAL DISPOSAL OF POTATO TUBERS
INFECTED BY CLAVIBACTER MICHIGANENSIS SSP. SEPEDONICUS
(BACTERIAL RING ROT)

SUMMARY

According to the regulation of the Polish Minister of Agriculture and Rural Development
dated on 6 of April 2007 on the specific practices for controlling and preventing the spread
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of bacteria Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus, tubers or potato plants considered to be
contaminated by the pathogen must be utilized. The selection of available disposal methods was
limited to placing infested tubers in a secure landfill, burning, and using them for consumption
(feeding) or industrial processing. In accordance with changes in legislation dated on 9 of April
2011, more methods of disposal (utilization of tubers by burial in the field where infected pota-
toes were grown, consumption in catering establishments and raw feeding of animals) are al-
lowed.

The aim of our research in recent years was to detect the presence of the bacteria C. michi-
ganensis ssp sepedonicus (Cms) in the residues from industrial processing of infected tubers. The
latest results included testing of wastes from the distillery, where potato tubers infected with Cms
were processed. This way of disposal, although it belongs to the traditional methods, that are
recommended for utilization of infected with Cms tubers, has been little used so far and phyto-
sanitary safety of this method has not been studied. Disposal of tubers through industrial process-
ing in distillery appears to be safe in terms of phytosanitary measure, but requires monitoring.

Key words: Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus, bacterial ring rot of potatoes, disposal,
legal regulation
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