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Streszczenie 
Brunatna zgnilizna ziemniaka jest chorobą kwarantannową wymagającą czułej, szybkiej i specyficznej 
diagnostyki. Jedną z bardziej skutecznych metod wykrywania bakterii R. solanacearum jest moleku-
larny test PCR. Przedstawiono metodę izolacji DNA, która umożliwia usunięcie inhibitorów polimerazy 
DNA znajdujących się m.in. w soku z bulw ziemniaka. Efektem obecności tych związków w badanej 
próbie DNA może być fałszywie negatywny wynik testu. Na podstawie otrzymanych rezultatów stwier-
dzono skuteczność opisanej metody izolacji DNA do wykrywania bakterii R.solanacearum. Uzyskano 
porównywalne wyniki klasycznego testu PCR z DNA izolowanego z bakterii zawieszonych w soku z 
bulw ziemniaka oraz z zawiesin w wodzie – bez inhibitorów reakcji PCR. Dzięki opracowanej metody-
ce izolacji DNA czułość testu PCR osiągnęła stosunkowo wysoki poziom wykrywania 5-15 komórek 
bakteryjnych w badanej próbie. 
Słowa kluczowe: brunatna zgnilizna ziemniaka, diagnostyka, PCR, Ralstonia solanacearum, śluzak 
 
Abstract 
Brown rot of potato is a quarantine disease that requires sensitive, quick, and specific diagnostics. 
One of the most effective methods of detecting R. solanacearum is the molecular PCR test. The paper 
presents a DNA isolation method that enables the removal of DNA polymerase inhibitors occurring in 
plant extracts, including the sap from potato tubers. The presence of these compounds in the tested 
DNA sample may result in a false-negative diagnosis. The described method of DNA isolation was 
effective for the detection of R.solanacearum. The classic PCR test results with DNA isolated from 
bacteria suspended in potato tuber sap were comparable to those from controls suspended in water - 
without PCR inhibitors. Thanks to the developed method of DNA isolation, the sensitivity of the PCR 
test reached a relatively high level of detection of 5-15 bacterial cells in the tested sample. 
Keywords: brown rot, diagnostics, PCR, Ralstonia solanacearum 
 
 

alstonia solanacearum jest niebez-
piecznym patogenem roślin, poraża-
jącym ok. 200 gatunków (Hayward 

1991). Przyczynia się do strat gospodar-
czych na całym świecie (Maćkowiak-Socha-
cka, Borodynko-Filas 2018). Taksonomicznie 
jest to zespół spokrewnionych gatunków, 
wśród których wyodrębniono cztery filotypy, 
różniące się m.in. pochodzeniem i gospoda-

rzem. Filotyp II wywołuje choroby takie jak 
brunatna zgnilizna ziemniaka (śluzak) oraz 
bakteryjne więdnięcie pomidora (OEPP 
2018). R. solanacearum została wpisana na 
listę A2 Europejskiej i Śródziemnomorskiej 
Organizacji Ochrony Roślin (OEPP/EPPO), 
co wiąże się z obowiązkiem zwalczania tego 
patogenu z urzędu przez wszystkie kraje 
członkowskie EPPO (OEPP 2011). 
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Dużym problemem w przypadku R. sola-
nacearum jest jej przeżywalność w środowi-
sku. Patogen ten potrafi przeżyć w wodzie o 
odpowiedniej temperaturze (20-25°C) nawet 
40 lat. Dodatkowo sprawca śluzaka może 
zasiedlać bezobjawowo tkanki chwastów, 
porażonych roślin i bulw (Denny 2007). Jak 
dotąd nie opracowano w pełni skutecznych 
środków chemicznych ani biologicznych, 
służących do zwalczania chorób wywołanych 
przez ten patogen (Maćkowiak-Sochacka, 
Borodynko-Filas 2018). Jednym ze skutecz-
nych sposobów walki z rozprzestrzenianiem 
się bakterii jest profilaktyka polegająca na 
stosowaniu zdrowego materiału siewnego.  

Aby mieć pewność, że materiał sadzenia-
kowy jest wolny od R. solanacearum, ko-
nieczna jest odpowiednia diagnostyka. Aby 
uzyskać wiarygodny wynik, zgodnie z zale-
ceniami EPPO należy wykonać co najmniej 
dwa testy opierające się na różnych zasa-
dach działania, np. test molekularny – PCR 
(ang. Polymerase Chain Reaction) lub Real-
time PCR i test immunofluorescencyjny – IF 
(ang. Immunofluorescence) (Dyrektywa 
2006/63/WE). Z uwagi na swoje zalety, takie 
jak wysoka specyficzność i czułość, coraz 
częściej do wykrywania R. solanacearum 
używa się metod molekularnych. Niestety, 
pomimo wielu zalet mają one także wady. 
Jedną z nich jest wrażliwość enzymu polime-
razy DNA używanego w teście PCR na sub-
stancje hamujące (inhibitory) występujące w 
tkance roślinnej. Ich obecność może skut-
kować zafałszowaniem wyniku testu moleku-
larnego. Bardzo ważnym etapem jest więc 
przygotowanie odpowiednio oczyszczonego 

materiału genetycznego, czyli opracowanie 
metody izolacji kwasów nukleinowych, która 
umożliwi całkowite usunięcie niechcianych 
komponentów z badanej tkanki roślinnej, np. 
rośliny lub bulwy ziemniaka. 

Celem niniejszej pracy była ocena sku-
teczności izolacji DNA (kwasu dezoksyrybo-
nukleinowego) z bakterii R. solanacearum 
zawieszonej w soku z bulw ziemniaka oraz  
ocena wpływu soku na czułość ich wykrywa-
nia za pomocą testu PCR.  
 
Materiały i metody 
W badaniach zastosowano metodę izolacji 
DNA opierającą się na użyciu wysokich stę-
żeń soli w obecności enzymu proteolityczne-
go (enzym rozkładający białka). Materiał 
stanowiły dwa referencyjne szczepy bakterii 
Ralstonia solanacearum (NCPPB 4029 i 
NCPPB 4156). Do identyfikacji tych szcze-
pów za pomocą reakcji PCR użyto dwóch 
par starterów zalecanych wg dyrektywy 
2006/63/WE: Oli-1/Y-2 (Seal i in. 1993) i Ps-
1/Ps-2 (Pastrik, Maiss 2000). 

Badania rozpoczęto od sporządzenia 
mianowanych zawiesin ze szczepów bakterii 
R. solanacearum. Zawiesiny (1,5 ml) roz-
dzielono do probówek eppendorf i podzielo-
no na dwie równe porcje. Jedną z nich uzu-
pełniono sterylną wodą do wyjściowej obję-
tości, a do drugiej dodano równą objętość 
uprzednio przygotowanego soku z bulw 
ziemniaka odmiany Cyprian. Sok przygoto-
wano ze zdrowej bulwy ziemniaka, umytej i 
osuszonej. Bulwę starto na tarce i przesą-
czono przez fizelinę. Przygotowane próby o 
objętości 1,5 ml użyto do dalszych badań. 

 
Tabela 1 

Zestawienie starterów do wykrywania bakterii  
R. solanacearum 

Nazwa 
startera Sekwencje od końca 5’ -> 3’ Końcowy  

produkt 
Oli-1 GGGGGTAGCTTGCTACCTGCC 288 bp 
Y-2 CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT  
Ps-1 AGTCGAACGGCAGCGGGGG 553 bp 
Ps-2 GGGGATTTCACATCGGTCTTGCA  

bp – para zasad (ang. baise pair) 
 
Zawiesiny z bakteriami R. solanacearum w wodzie i w 

soku wirowano w wirówce laboratoryjnej, następnie ode-
brano supernatant, pozostawiając 200 µl nad osadem. Do-
dano jedną objętość buforu Tris-Cl pH 8,0 (chlorowodorek 

tri(hydroksymetylo)aminometa
nu) zawierającego NaCl (chlo-
rek sodu) i EDTA (kwas etyle-
nodiaminotetraoctowy). Na-
stępnie dodano 20-proc. roz-
twór SDS (dodecylosiarczan 
sodu) oraz proteinazę K i in-
kubowano w 50°C przez noc. 
Do prób dodano NaCl, zwor-
teksowano 30 sekund na 
maksymalnych obrotach i zwi-
rowano. Supernatant przenie-
siono do nowych probówek i 
dodano po 1 objętości zimne-
go izopropanolu oraz barwnik 
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RotiPink. Próby dokładnie wymieszano i umieszczono na 
0,5 godziny w -20°C. Po wyjęciu z zamrażarki wirowano 
ponownie w wirówce laboratoryjnej z chłodzeniem. Osad 
przepłukano 70-proc. etanolem, który następnie odebrano, 
a jego pozostałość usunięto, odciągając pipetą z końcówką 
kapilarną oraz poprzez suszenie w temperaturze 55°C w 

termobloku. Do osuszonego 
osadu dodano odpowiednią 
objętość sterylnej wody i 
umieszczono w 4°C. 

 

 

 
 
 
 
 
 
Rys. 1. Elektrofore-
gram produktów 
PCR namnażanych 
za pomocą dwóch 
par starterów z DNA 
izolowanego             
z zawiesin szczepu 
R. solanacearum 
(NCPPB 4029)               
w obecności wody         
i soku z ziemniaka;     
M – marker Nova 
100bp DNA ladder, 
KN1 – kontrola       
negatywna z wody, 
KN2 – kontrola     
negatywna z soku          
z ziemniaka 

 

 

 
 
 
 
 
 
Rys. 2. Elektrofore-
gram produktów 
PCR namnażanych 
za pomocą dwóch 
par starterów z DNA 
izolowanego            
z zawiesin szczepu 
R. solanacearum 
(NCPPB 4156)              
w obecności wody           
i soku z ziemniaka; 
M – marker Nova 
100bp DNA ladder, 
KN1 – kontrola      
negatywna z wody, 
KN2 – kontrola     
negatywna z soku          
z ziemniaka 
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Wyizolowane DNA ze wszystkich prób 
doprowadzono do jednakowej koncentracji 
0,1 µg/µl. Następnie wykonano serię roz-
cieńczeń dziesiętnych, uzyskując stężenia w 
zakresie od 10-3 do 10-9 µg/µl. Z każdego 
rozcieńczenia DNA dodano po 5 µl do reak-
cji PCR przeprowadzonej z użyciem dwóch 
par starterów: Oli-1/Y-2 (Seal i in. 1993) i Ps-
1/Ps-2 (Pastrik, Maiss 2000) – tabela 1. Sku-
teczność izolacji DNA z wody i soku bulw 
ziemniaka oceniano na podstawie obecności 
otrzymanych produktów PCR w żelu agaro-
zowym (rys. 1 i 2). 
 
Wyniki i dyskusja 
Obecność bakterii kwarantannowych jest 
powodem do urzędowego zakazu uprawy 
ziemniaków przez pięć lat i niesie za sobą 
obowiązek utylizacji bulw w określony spo-
sób. Oba te czynniki mogą doprowadzić do 
upadku małych producentów i stanowić po-
ważne utrudnienie dla większych. Ponadto 
bakteria często nie wywołuje widocznych 
objawów ani na roślinach, ani na bulwach. 
Dlatego ważne jest, by metody diagnostycz-
ne stosowane do jej wykrywania były szybkie 
w wykonaniu, miały wysoką czułość i specy-
ficznie identyfikowały wykrywany patogen. 
Jedną z takich metod jest klasyczny test 
PCR, którego wynik w dużym stopniu zależy 
od jakości i czystości wyizolowanego DNA.  

W próbach pochodzenia roślinnego znaj-
duje się dużo naturalnych związków, takich 
jak: polisacharydy, polifenole, inhibitory pro-
teaz oraz inne metabolity wtórne, które mogą 
hamować aktywność polimerazy – enzymu 
niezbędnego do przeprowadzenia reakcji 
PCR. Jeżeli takie inhibitory będą obecne w 
badanym DNA, reakcja PCR nie zajdzie i 
próba z roślin chorych zostanie fałszywie 
oceniona jako wolna od bakterii (Przewo-
dowski i in. 2015). Ponadto jakość wyekstra-
howanego DNA może być obniżona przez 
utleniające się podczas homogenizacji bulw 
związki fenolowe, które tworzą trwały kom-
pleks z białkami i kwasami nukleinowymi, 
obniżając ich wykrywalność (Porębski i in. 
1997). W ten sposób może dochodzić do 
wyniku fałszywie negatywnego, gdyż pomi-
mo obecności bakterii w próbie pozostają 
one niewykryte. 

W niniejszej pracy zastosowano jedną 
metodę izolacji DNA na dwóch różnych 

szczepach bakterii Ralstonia solanacearum 
izolowanych w obecności soku z ziemniaka 
oraz w obecności wody, jako próby porów-
nawczej. Pozwoliło to na sprawdzenie, czy 
zastosowana metoda izolacji nadaje się do 
identyfikacji bakterii kwarantannowych z 
bulw ziemniaka. 

Oba szczepy bakterii R. solanacearum 
wykrywano z wysoką czułością za pomocą 
testu PCR. Dla DNA izolowanego ze szcze-
pu NCPPB 4029 w obecności wody bakterię 
wykryto we wszystkich badanych rozcień-
czeniach od 10-3 do 10-9 µg/µl zarówno za 
pomocą  starterów Oli-1/Y-2, jak i Ps-1/Ps-2. 
W przypadku DNA izolowanego z zawiesin 
zawierających sok z bulw ziemniaka czułość 
była niższa o rząd wielkości i bakterię wy-
krywano do rozcieńczenia 10-8 µg/µl (rys. 1). 
W reakcji PCR DNA szczepu NCPPB 4156 
wykryto we wszystkich badanych rozcień-
czeniach za pomocą obu par starterów i w 
obu wariantach zawiesin (woda i sok) – ry-
sunek 2.  

Z uwagi na wymóg zerowej tolerancji wo-
bec R. solanacearum w badanych bulwach 
wysoka czułość wykrywania DNA tej bakterii 
wskazuje na przydatność zastosowanej me-
tody izolacji DNA do jej wykrywania. DNA 
izolowane za pomocą metody wysokosolnej 
nie zawierało inhibitorów reakcji PCR lub ich 
stężenie było za niskie, by hamować reakcję, 
ponieważ specyficzny produkt amplifikacji 
obserwowano na żelach agarozowych nawet 
dla prób o bardzo niskiej koncentracji DNA. 
Ponadto obie pary starterów zastosowane w 
badaniach wykryły oba szczepy patogenu na 
tym samym wysokim poziomie.  

Obserwowano niewielki hamujący wpływ 
soku z bulw ziemniaka na wykrywanie 
szczepu NCPPB 4029 (rys. 1). W tym wy-
padku czułość wykrywania nadal była wyso-
ka, gdyż specyficzny produkt reakcji PCR 
obserwowano do rozcieńczenia DNA o kon-
centracji 10-8 µg/µl (10 femtogramów DNA w 
1 µl). Dla tego szczepu czułość wykrywania 
w próbach kontrolnych, rozcieńczanych wo-
dą, wyniosła 10-9 µg/µl (1 femtogram DNA w 
1 µl roztworu wodnego). 

Uzyskane wyniki świadczą o tym, że sto-
sując metodę wysokosolną, można wiary-
godnie wykrywać R. solanacearum bezpo-
średnio w bulwach, ponieważ specyficzny 
produkt reakcji PCR powstawał w próbach z 
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sokiem dla obu badanych szczepów po do-
daniu do reakcji femtogramowych ilości 
DNA. Biorąc pod uwagę, że komórka bakte-
ryjna waży ok. 100-150 femtogramów (Burg i 
in. 2007), a genom R. solanacearum ok 3,54 
femtograma, opracowana metodyka pozwala 
prawdopodobnie na wykrycie od pięciu do 
piętnastu komórek bakterii w próbach izolo-
wanych z bulw. 
 
Wnioski 
1. Oceniana metoda izolacji sprawdziła się 

zarówno w przypadku zawiesin izolowa-
nych w obecności wody, jak i ekstraktu 
roślinnego, wobec tego może być stoso-
wana dla prób z bulw ziemniaka. 

2. Zarówno startery Oli-1/Y-2, jak i Ps-1/Ps-
2 pozwoliły wykryć obecność obu szcze-
pów. 

3. Dla szczepu R. solanacearum NCPPB 
4156 udało się uzyskać maksymalną czu-
łość testu PCR w obecności wody i soku z 
ziemniaka. 

4. W przypadku R. solanacearum NCPPB 
4029 uzyskano pełny zakres czułości dla 
prób izolowanych z wody, natomiast nie-
znaczny spadek czułości dla zawiesin izo-
lowanych w obecności tkanki roślinnej.  

5. Opracowana metodyka pozwala na wy-
krycie 5-15 komórek bakterii w jednej pró-
bie. 
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