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MALDI Biotyper® za identifikacijo najpomembnejsih za rastline
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Uvod

V danasnjem casu se vse vecC raziskovalcev in strokovnjakov na podroCju rastlinskih bolezni sooca z izzivi, ki jih predstavljajo karantenski in drugi pomembni bakterijski
povzrocitelji bolezni rastlin. Natancna identifikacija rastlinskih patogenih bakterij ima pomembne posledice za obvladovanje bolezni rastlin in kmetijsko pridelavo. V zadnjih letih
se je identifikacija z uporabo masne spektrometrije, pojavila kot mocno orodje za hitro in natancno identifikacijo bakterijskih patogenov. Namizni masni spektrometer MALDI
Biotyper® sirius RUO, proizvajalca Bruker, omogoca masno spektrometrijo z ionizacijo z lasersko desorpcijo in masnim analizatorjem na €as preleta ionov. Spektre Cistih kultur
oakterijskih izolatov, ki jih posname, primerja z referencnimi spektri v svoji knjiznici in jih glede na podobnost identificira. V okviru uvedbe metode na Nacionalnem institut za
niologijo je bil namen te studije ugotoviti koliko od bakterij glede na zahtevan taksonomski nivo seznama za Slovenijo relevantnih karantenskih in nadzorovanih nekarantenskih
oakterij, ki povzrocajo bolezni rastlin, MALDI s svojo knjiznico dejansko zazna in razlikuje, oziroma ugotoviti za katere od teh bakterij je knjiznica Ze ustrezna, za katere pa jo je
ootrebno dopolniti (npr. z lastnimi knjiznicnimi vnosi).

Materiali in metode

S pomocjo programa Excel smo primerjali seznam vnosov za identifikacijo mikroorganizmov referencne knjiznice [1] (knjiznice MBT) s seznamom za Slovenijo relevantnih
karantenskih in nadzorovanih nekarantenskih bakterij [2]. Glede na zastopanost teh bakterij v knjiznici, opisane vrste znotraj relevantnih rodov (baza LPSN; [3]) in poznavanje
raznolikosti posameznih taksonomskih enot, smo za izbrane skupine ocenili verjetnost pravilne identifikacije do rodu, vrste in/ali drugih relevantnih taksonomskih enot.
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Slika 1: Shema postopka identifikacije vzorca. (Slike: Arhiv NIB; bruker.com).

Preg/gdnica 1: Za Slovenijo re./eva.ntne ZC'I. vra.st./ine_f skodljive ba{<ter{'je in n.jihova. zastopanost v knjiznici P. agglomerans v 73 kon o) d 3 ja [2] nava ja 44 ka ra ntenskih in nadzo rovanih

masnih spektrov [1]. Rodovi, ki v knjiznici niso zastopani, niso prikazani. Zastopanost spektra _

posameznega skodljivega organizma v knjiZnici Se ne zagotavlja njegove pravilne identifikacije. F- pleurot nekarantenskih za rastline §k0dleVIh ba kterij (3 rodove , 21 vrst, 5
_ — P. alfalfae . .

Skodljv organicem (kategorizacial® Steyll speldrov posamernth iolatoy _ o vagans podvrst in 15 patovarjev).
Agrobacterium _
Agrobacterium (IV-)) M F. persica

v" V knjiznici MBT so za rastline patogene bakterije slabse zastopane.

A. tumefaciens (IV-))
Clavibacter

F. conspicua

C. insidiosus (IV-A, V-A) - P branneri
G michiganensis subsp. michiganensis (V- VA, Vo V-A) 0 b deleyi v Rodovi bakterij 'Candidatus Liberibacter’, Spiroplasma in Xylophilus v
Curtobacterium _ HrNict I l
C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (l1-A) F. ananatis knJ 1ZNIcl M BT niso ZaStOpa ni.
Dickeya .
Dicykeya (IV-G, V-F) | £ all v i i ..
Erwinia P. anthophila za organizme kot so navedeni v zaknodaji glede na zastopanost v
E. amylovora (lll, IV-D, IV-J, V-C, IX-R) | cev e . o Vv o o o go oo
Pectobacteriam P. eucalypti knjiznici MBT pricakujemo identifikacijo za 9/44 (20 %) vnosov
Pectobacterium (IV-G, V-F) e .
Pantor:a : F. hencil (Pregledn|ca 1).
P. stewartii subsp. stewartii (11-A) F. stewartii subsp. indologeneas
Pseudomonas **

P. stewartii subsp. stewartii

P. avellanae (IV-)) M
P. savastanoi pv. savastanoi (IV-J)

v' Preostale Skodljive organizme, zastopane v knjiznici MBT, lahko

) o ' P i ‘v . cre - ..
P.syringae pv. actinidiae (IV-D, IV-M) 0 - septes pricakovano identificiramo do rodu. Zanje je metoda MALDI-TOF
P. syrl.ngae pv. mors.prunorum (Iv-)) 0 - F. endophytica . . . . . ve .
. syringae p.persico (1D, 12, V-0 0 : 5 opori primerna kot presejalni test, hiter in cenovno ugoden nacin analize
p. viridifiava (IV-1) 7 I in izbora izolatov za nadaljnje analize izolatov oz. kolonij zraslih iz

Rhodococcus
R. fascians (IV-J)
Ralstonia

=

P rnwandensis

vzorcev na neselektivnih gojiscih.
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R. pseudosolsnacealru:v (1-A, \(/III) | - P dispersa
R. syzygii subsp. celebesensis (l1-A, VIII 0 . . v . cev e e
R. syzygii subsp. indonesiensis (I1-A, VIl 0 P. eucrina v' Poleg zastopanosti izbranega tar¢nega organizma v knjiznici MBT
R. solanacearum (lI-A, VIII) - L v . . . . . .
Xanthomonas P. wallsii moramo upostevati tudi njegovo raznolikost, raznolikost vrste in rodu
X. arboricola pv. corylina (1V-)) 2 0 P. coffeiphila . . . . . .
X. arboricola pv. juglandis (1V-)) 2 0 ' v katerega spada ter verjetnost pojavljanja njemu podobnih
X. arboricola pv. pruni (IV-J) 2 0 P. cypripedii . . « .o .« . .
X. campestris pv. i (IV-) 9 0 N organizmov v vzorcih, ki jih analiziramo (Slika 2).
X. citri pv. aurantifolii (11-A) 2 0 P. phytobeneficialis
X. citri pv. citri (11-A) 2 0 ,
uscans subsp. fuscans (X. citri pv. fuscans -F, V- F. alhagi -4 : : 13 1 1 1 1
i:j;uvesicato‘:is (j;( e. pv.()e('uv:siCZtofia) (IV-:)(,I:CTI:,\:VE-)I, V-C, V-E, V-H) 8 P. bathycoeliae ‘/ za vecjo uporabnOSt V. SMm ISI U Identlfl kaCIJe ra Stl | nSkI h patogen | h
X. perforans (X. euvesicatoria pv. perforans ) (IV-D, IV-F, IV-1, V-C, V-E, V-H) 0 0 oo o A °s%S H H H-P-A - G H
X fragarioe (V) | . _ B farattahons bakterij je knjiznico MBT potrebno dopolniti z lastnimi knjiznicnimi
A S X P, plarsoni masnimi spektri. Za to so nujne nase delovne zbire bakterij.
X. oryzae pv. oryzicola (l11-A) 0 0
X. phaseoli pv. phaseoli (X. axonopodis pv. phaseoli) (IV-F, V-E) 2 0 . . . . . ev ev .
| veslcator V-0, V-6, VA, V-, Vo, V) 0 : Slika 2: Filogenetsko drevo (165 rDNA), ki prikazuje vV prihodnosti bomo nadaljevali z nadgradnjo knjizniénih vnosov z
X. fastidiosa (I-A) 0 : sordnost vrst notra) 1odu Pantoca  fer nihove lastnimi vnosi in izmenjavo taksnih vnosov z drugimi laboratoriji tudi
*Navedeni so rod, ime Skodljivega organizma in njegova kategorizacija v Izvedbeni uredbi Komisije (EU) 2019/2072 ter v oklepaju zastopanost v njlznjCI MBT [1]. ze er\,, o erce oznacw_e . .
priporoCena imena (EPPO Global Database), kadar se ta razlikujejo od imen uporabljenih v Uredbi; **Za rod Pseudomonas so zastopanost vrste, stevilka pomeni stevilo posameznih Vv OkVIru projekta Euphresco 2023_A_459-
spektri v knjiznici poimenovani po podvrstah, ki ne ustrezajo nujno patovarjem; ***V knjiznici spektrov je vnesen spekter izolata izolatov). V rdecem tisku je prikazan podvrsta, ki ima v
R. pseudosolanacearum iz vrtnice (Rosa sp.), izoliran na Niozemskem (kot Ralstonia sp.). EU karantenski status.

Viri Zahvala

[1] Bruker MALDI Biotyper (MBT) Compass Library Revision K (2022); [2] lzvedbena uredba Komisije (EU) Predstavljeni rezultati so bili delno pridobljeni v okviru raziskovalnega programa Biotehnologija in sistemska biologija rastlin (St. P4-0165), ki ga sofinancira
2019/2072 z dne 28. novembra 2019 o doloditvi enotnih pogojev za izvajanje Uredbe (EU) 2016/2031 Javn ncii razisk Ino deiavnost R blike SI nii (ARlS) i dryavn roracun ktivnosti Strokovne nal drodi rst rastlin ki i

Evropskega parlamenta in Sveta, kar zadeva ukrepe varstva pred skodljivimi organizmi rastlin, ter razveljavitvi .’c'IV a _age Flj.a Za raziskova O €Javnos epu. ke Slovenije .IZ vzav €ga pro ?Cu a, @ IV_ oSt . O OV_ € naloge S podarocja va.s Ya astll _I 10
Uredbe Komisije (ES) $t. 690/2008 in spremembi lzvedbene uredbe Komisije (EU) 2018/2019 (s financira Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano (MKGP) iz drzavnega proracuna ter aktivnosti v okviru Strokovnega svetovanja in ukrepanja v
spremembami), UL L 319, 10.12.2019, str. 1-279, http://data.europa.eu/eli/reg impl/2019/2072/oj; [3] Parte primeru napada z oroZji ali sredstvi za mnoZi¢no unicevanje ter s klasi¢nimi teroristiénimi sredstvi, ki ga financira Ministrstvo za obrambo Republike

in sod. Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 70, 5607-5612.

https://doi.org/10.1099/ijsem.0.004332. Slovenije. Zahvaljujemo se tudi Matildi Ivovié, podjetje BioSpectra, za podporo in koristne diskusije tekom uvajanja metodologije MALDI-TOF.
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