Stiinfa agricold, nr. 1 (2016) (51-59) 51

CZU 632.3:634.11

IDENTIFICAREA 1ZOLATULUI BACTERIAN P5
OBTINUT DIN PLANTE DE MAR
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Abstract. The phytopathogen Erwinia amylovora (Burrill) Window et a. is a bacterium having a major
impact on pome fruit species causing identification problems at some development phenophases of trees. The
aim of this paper was to identify the bacterial isolate P5 obtained from apple tree samples using classical and
modern methods recommended for the bacterium E. amylovora (APl 20E test, gas chromatography, PCR, DAS-
ELISA and indirect immunofluorescence). As a result of our investigations, the bacterium Erwinia amylovora
was clearly identified. Taking into consideration the quarantine status of the phytopathogen E. amylovora, it is
necessary to carry out the phytosanitary testsin order to monitor the presence of fire blight on pomefruit species
aswell as to implement timely the required preventive and curative control measures.
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Rezumat. Fitopatogenul Erwinia amylovora (Burrill) Winsow et a. este o bacterie cu un impact deosebit
asupra speciilor pomicole simantoase, care prezinta probleme de identificare la anumite fenofaze de dezvoltare a
pomilor. Scopul acestel lucréri afost de aidentificaizolatul bacterian P5, obtinut din probe de mar, prin metode
clasice si contemporane recomandate pentru bacteria E. amylovora (testul APl 20E, gaz-cromatografie, PCR,
DAS-ELISA, imunofluorescent indirecti). Inrezultatul cercetarilor afost identificata bacteria Erwiniaamylovora.
Avand in vedere statutul de carantina a fitopatogenului E. amylovora, seimpune necesitatea efectuarii obligatorii
a sondajelor fitosanitare pentru monitorizarea prezentei focului bacterian la culturile pomicole simantoase si
efectuarea latimp amasurilor preventive si curative de combatere.

Cuvinte-cheie: Malus pumila; Mar; Erwinia amylovora; Foc bacterian; |dentificare; Tehnici.

INTRODUCERE

Identificarea unui microorganism este rezultatul unui complex intreg de analize, congtituite din mai
multe etape; examinareadirecta asimptomelor, izolareabacteriei in stare pura, examenul microscopic
a cduleor, determinarea caracterelor morfol ogice, fiziologice, biochimice etc. Pentru studierea acestor
proprietati, culturilesunt insimantate pe medii nutritive care contineingredienti din grupul carbohidratilor,
proteine, saruri minerale, indicatori si alte substante (Magher, M. et a. 2013).

Erwinia amylovora Burrill ataca mai multe specii de plante din familia Rosaceae (Ordax, M. et al.
2012; Gusberti, M. et a. 2015). Cele mai importante gazde sunt genurile Pyrus spp., Malus spp.,
Cydonia spp., Eriobotrya japonica, Cotoneaster spp., Crataegus spp., Pyracantha, spp. si Sorbus
spp. (Vanneste, 1. 2000; van der Zwet, T. et al. 2012). Bacteria, avand o viteza rapida de raspandire,
poate distruge tot pomul in numai trei luni de lainfectie (Ngugi, H. 2011). Pagubele produse de acest
fitopatogen sunt estimate atat prin micsorarearecoltel, cat si prin cheltuielile suportate pentru defrisarea
pomilor afectati (van der Zwet, T. 1979).

Simptomele manifestate in cazul focului bacterian pot fi similare cu cele cauzate de alti factori, atat
biotici cat si abiotici. Fitopatogenii Erwinia amylovora (Burrill) Window et a. si Pseudomonas
syringae pv. syrinage van Hall sunt doua bacterii cu un impact deosebit asupra speciilor pomicole
semintoase, care prezinta probleme de identificare in anumite fenofaze de dezvoltare ale pomilor
(Magher, M. 2015). Aceasta are consecinte semnificative, avand in vedere si statutul de carantina a
fitopatogenului E. amylovora (Badarau, S. 2012), ceea ce determina necesitateaidentificarii agentul ui
patogen dupa caracterele microscopice, culturae, biochimice, antigenice etc.

Conform (EFSA) Autoritatii Europene pentru Siguranta Alimentelor (2014), E. amylovora este
reglementata de Directiva2000/29/EC si poatefi identificata in bazarezultatelor inregistrate laaplicarea
metodel or moderne disponibile atat pentru materialul vegetal simptomatic, cét si cel asimptomatic.

in procesul examinarii fitosanitare a plantatiilor de mar, par si gutui, precum si apomilor razleti din
gospodarii particulare depeteritoriul Republicii M oldova, au fost col ectate probe cu s mptomede bacterioza.

Scopul acestei lucrari afost de aidentificaizolatul bacterian P5, obtinut din probe de mar, prin
metode clasice si contemporane recomandate pentru bacteria Erwinia amylovora.
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MATERIAL SI METODA

in calitate de obiect de cercetareaservit izolatul bacterian P5, obtinut din probe de mir cu simptome
specifice de bacterioza. Investigatiile s-au realizat in Laboratorul de Fitopatologie si Biotehnologie a
Institutului de Genetica, Fiziologie si Protectie aPlantelor d ASM, in Laboratorul de Bacteriologie a
Centrului de Carantina, Identificare, Expertize de Arbitrg si Dezinfectare a Productiei de pe langa
Ministerul Agriculturii si Industriei Alimentare a Republicii Moldova si in Sectia Bacteriologie a
Inspectoratului Central pentru Protectia Plantelor si Semintelor din or. Torun, Polonia

in perioada examinirii, izolatul P5 afost mentinut pe mediul nutritiv King B (King, E. 1954), la
temperatura de +5 °C (+1). Reinsamantirile au fost efectuate la fiecare 3 luni.

Pentru determinarea fitopatogenitatii izolatelor, prin indeplinireatestului de hipersensibilitate, este
utilizata plantade Pelargonium sp. Suspensia bacteriana de 2,5x108 ufc/ml, dupa standardul turbiditatii
alui McFarland, afost injectata cu seringa sterila in spatiul intercelular a frunzelor. Dupa inoculare,
planta este mentinuta in conditii de camera, fiind vizualizata dupa 24 ore. Apa sterila afost utilizata
pentru controlul negativ. Rezultatul pozitiv se manifesta prin necrozarea tesutului in zona inoculata
(Govorik, 1.,2012).

Testul de patogenitate afost ef ectuat pe 3 fructe verzi de par, de cca 3,54 cm in diametru, spilate
si dezinfectate cu alcool de 70%, uscate si inoculate cu suspensie bacteriana (titrul 108 cfu/ml) obtinuta
din culturaizolatului P5, dupa 24 ore de cultivare pe mediul King B. Fructele tratate astfel, asezate in
vase captusite cu hartie de filtru umectata, au fost incubate la 25°C +2 °C, fiind examinate la doua, la
patru si la sapte zile. Variantele martor au fost 3 fructe inoculate cu apa sterila (Severin, V. 2009).
Rezultatul este considerat pozitiv daca in jurul punctului inoculat, dupa 2-5 zile, apar necroze cu picaturi
de exudat bacterian (Sklar, S. 1967).

Prin colorareabacteriilor dupa Gram pestefrotiul fixat prin caldura s-aaplicat violetul de gentiana,
urmat de mordansarea cu solutie Lugol, apoi decolorarea cu alcool si adaugarea fuxinei. Colorarea
frotiului in violet-albastru este specifica bacteriilor Gram-pozitive, iar inroz-rosu — celor Gram-negetive.

Mobilitatea celuldor bacteriene a fost determinata prin examinarea lor pe preparate native intre
lama si lamela, iar dispunereabacteriilor —prin vizualizare lamicroscopul optic al frotiurilor colorate,
obtinute din cultura P5. Pentru colorarea celulelor bacteriene afost utilizata solutia alcoolica de 1%
albastru de metilen (Magher, M. 2013).

Formasi dimensiunilecdluldor bacteriene au fost determinate lamicroscopul electronic BS-500 Tesla

Morfologiacoloniilor bacteriene afost studiati pe cinci medii nutritive, utilizate si recomandate in
practicamicrobiologica pentru Erwinia amylovora: Mediul King B, CCT, Levan (Bereswill, S. 1997),
MM2Cusi MM1 (Bereswill, S. 1998).

Proprietateaizolatului de a produce pigment afost studiata pe mediul nutritiv King B.

Pentru determinarea punctului inactivarii termice, cultura a fost tratata la temperatura 33—40°C,
prin distribuirea suspensiel cu titrul de 107 ufc/ml, a cite 0,5 ml in eprubete introduse in baia cu apa
pentru 10 minute. Dupa racire, din fiecare eprubeta s-a colectat cite o incarcatura deansa si distribuita
peagar inclinat, apoi vizualizata crestereadupa 2 zilede incubare latemperatura27°C. Pentru stabilirea
tolerantel bacteriei laclorurade sodiu este utilizat mediul nutritiv cu urmatoarea compozitie: 5g extract
de drojdie, 0,59 K,HPO,, 0,29 MgSO, x 7H,0, NaCl in diferite cantitati — delaunu pana 1a10 g; 11
apa. Dupa insamantare, eprubetel e au fost incubatela27°C si urmarite pana lal4 zile pentru vizualizarea
turbiditatii (Severin, V. 2009).

Aplicareasistemului standardizat de identificare a Enterobacteriaceaelor si aator bacterii Gram-
negative APl 20 E, care consta in 20 teste biochimice miniaturizate, s-a efectuat in concordanta cu
instructiunile de utilizare ale producatorului (Sigma-Aldrich, SUA). GaleriaAPI 20 este alcatuita din
20 microtuburi care contin diverse substraturi sub forma deshidratata. Testele sunt inoculate cu suspensie
bacteriana, realizata din coloniile studiate, pentru reconstituirea mediului. Reactiile produse in timpul
perioadei de incubare (24 de ore la 30°C) se traduc prin virgje de culoare spontane sau obtinute prin
adaugareadereactive suplimentare. Compilarearezultatelor utilizarii substratului permite determinarea
unui cod de 7 cifre, dupa care sefaceidentificareabacterial. Testul oxidazei (al 21-leatest deidentificare
biochimica) afost efectuat conform instructiunii de utilizare aproducatorului (Sigma-Aldrich®, SUA),
considerandu-se pozitiv prin colorareadiscului utilizat in abastru-violet.
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Testul molecular PCR (Reactia polimerazel in lant ) s-a efectuat conform standardului PM 7/20
Erwinia amylovora (EPPO Bulletin 2013). Extractia ADN-ului bacterian s-a facut conform
recomandarilor [ui Llop, P. et d. (1999). Pentru analiza este utilizat kitul RED-Extract N-Amp T Plant de
lacompania(Sigma-Aldrich, SUA). Amplificareaprimerilor oligonucleotide (G1-F: 52 -CCT GCA TAA
ATC ACC GCT GAC AGC TCA ATG-32 si G2-R: 52 -GCT ACC ACT GAT CGC TCG AAT CAA

ATC GGC-32 ) afost efectuata cu
Tabelul 1. Condisii pentru reacria de amplificare termocycler-ul T100 (Bio-Red) in
conditiiledescriseintabelul 1.

Temperatura, °C | Ti mpul Numar ul de cicduri i scopul diluarii compusilor inhi-
95 3 min 1 bitori, probele au fost diluatein solutie
94 30 sec tampon 1:10. Pentru amplificareau fost
60 30 sec 40 utilizate atat dilutiile, ct si solutiastoc.
2 1 m!n in calitate de control pozitiv a fost
2 Smin 1 utilizata tulpinade Erwinia amylovora

NCPPB 683 din Colectia Nationala a
Bacteriilor Fitopatogene, FERA, York, UK. Solutia tampon a servit drept control negativ. Produsul
specific amplificarii, cu dimensiunea de 187 bp, a fost detectat electroforetic pe g de agaroza de
1,5% in tampon TBE (1 h1a 100 V) colorat cu bromura de etidiu si fotografiat in lumina UV.

Profilul de acizi grasi al izolatului P5 afost analizat cu gjutorul sistemului automat de identificare
Sherlock (MIS) (MIDI, Microbia ID, Newark, DE 19711 SUA), utilizandu-se cromatograful de gaze
Agilent 7683A sampler automat. Analizas-arealizat dupa urmatorii pasi: cultivareaizolatului pe agar
Ccu tripticaza de soia timp de 24 ore; recoltarea a circa 40 mg masa celulara, care este supusi unui
protocol chimic de saponificare, metilare, extractiesi spalare bazica dupa Kuykendall, L. et al. (1988);
masurarea prin cromatografie deinalta rezolutiein faza gazoasi aacizilor grasi omologati; compararea
sub forma de cromatograma acompozitiei obtinute cu baza de date (bibliotecacromatogrfica). Rezultatul
analizei afost reprezentat de speciadin biblioteci a carei valoare numerica aindicelui de similaritate
(IS) este asemanator cu cel al microorganismului cercetat.

Andiza serologica prin metoda DAS-ELISA afost indeplinita conform standardului PM 7/101(1)
ELISA (EPPO Bulletin 2010), cu utilizareakitului complet delacompaniaL OEWE® Biochemical GmbH,
Germania. Reactia de culoare afost detectata prin intermediul unui fotometru de 405 nm, utilizandu-se
citirorul de microplaci Tecan Sunrise. Rezultatul se considera pozitiv daca va oareaextinctiei depaseste
media controalelor negative de doua ori sau daca colorarea este cea specifica reactiel pozitive.

Latestul de imunofluorescenta indirecta (1F), efectuat conform Standardului EPPO PM 7/97 (EPPO
Bulletin 2009), aufost andizatetre dilutii: 1:1, 1:10si 1:100, utilizandu-se conjugatul (IgG-HTC), cudilutia
de lucru /160, si anticorpul (Pab), cu dilutia de lucru 1/100, de la compania Neogen Corporation®.
Probelefixatesi preucrate pelame cu godeuri de 6mm au fost studiate lamicroscopul cu epifluorescenta
ZEISSAXxioLab.Al, modd 40FL, fiind iluminatein UV, cu emiteredelumina in domeniul vizibil. Rezultatul
este condgderat pozitiv daca in campul microscopului apar celulele verzi cu caracter specific bacteriei.

Datele obtinute in experiente au fost prelucrate statistic cu ajutorul softului computerizat
~STATISTICA — 6"

REZULTATE S| DISCUTII

Primaetapa in identificareaunei specii bacteriene deinteres este evidentiereamorfologiel celulelor
bacteriene si a caracterului Gram. Forma si dispunerea celulelor bacteriene, prezenta si aranjarea
flagelilor sunt caracteristici de specie, utile taxonomiel bacteriene.

Frotiurile obtinutedin coloniileizolatului aufost coloratesi examinatelamicroscopul optic. Coloratia
simpla, cuabastru demetilen, apermisdepistarea celulelor in forma de bastonase, cu capetel erotungite,
dispuse izolat, gram-negative. La examinarea preparatelor intre lama si lamela, am depistat miscarea
haotica acelulelor, specifica bacteriilor ciliate. Prezentaflagelilor cu asezare peritriha, este confirmata
prin vizualizarealamicroscopul electronic, lacareau fost determinate si dimensiunile celulelor izolatul ui
P5. Conform datelor obtinute (Tab. 2), lungimeasi latimeamedieacelulelor bacterienecondtituie 1,15-
1,63 x0,56-0,62 pm.
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Tabelul 2. Dimensiunile celulelor bacteriene ale izolatului P5
) ) Dimensiuni, um -
I ndicatori H > X

1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10
Lungimea |11,241155|1,20| 112|164 |1,22|152|1,69(1,68(1,08]|13,94|1,39+0,24
Latimea ]0,66]|0,61|0,62|0,59|0,58 0,58 |0,62|0,58[0,59{0,52] 5,95 | 0,59 +0,03

Cele mai multe bacterii fitopatogene poseda grupul de gene hrp, care induce reactia de
hipersensibilitate la plantele nongazda si de patogenitate la cele gazda (Ancona, V. 2015). I1zolatul P5
aprodusresctiade hipersensibilitate, manifestandu-se dupa 24 de ore, prin necrozareatesutului frunzei
de Pelargonium sp. in zona inocul ata.

Stabilireapatogenitatii unui microorganism, in scopul diagnosticarii, seface prininoculareaplantei
si reproducerea simptomelor patogenului. Pentru E. amylovora este caracteristic, in conditii optime,
sa produca pe organele plantel exudat bacterian. Astfel, smptome de necrozare a tesutului din zona
inoculata a fructelor verzi de par sunt depistate dupa 24 de ore. Dupa 3 Zile, in zona brunificata apar
picaturi de exudat, lainceput albicoase, apoi ab-murdar —simptom specific pentru agentul fitopatogen
al focului bacterian a rozaceelor.

Mediile decultura diagnostical e utilizate reprezinta diferite substraturi nutritive careasigura bacteria
cu elemente necesare pentru crestere, reproduceresi intretinere afunctionalitatii. 1zolatul PS pe mediul
MM2 cu cupru, peste 48 de ore formeaza colonii tipice de culoare galbena, care devin mucoide dupa
72 deore, iar pemediul MM 1 fara cupru nu seinregistreaza formareacoloniilor. Pe mediul CCT, peste
48 de ore coloniile sunt violet-pal, rotunde, convexe, netede, cu centrul mai dens, devenind mucoide
dupa 72 de ore. Pe mediul King B, dupa 48 de ore se formeaza colonii mici, alb-murdare, rotungite,
putin bombate, iar prin expunerelaraze UV, dupa 72 de oredeincubare, nu prezinta pigment fluorescent.
Pe mediul Levan, peste 48 de ore seformeaza colonii mucoide.

Temperatura are 0 mare influenta asupra proceselor fiziologice ale celulei bacteriene deoarece
stimuleaza sau inhiba activitatea complexului e enzimatic. Dupa 2 zile de incubare la temperatura de
33°C, 34°C si 35°C, cultura cercetatid s-a dezvoltat bine, la 36°C si 37°C — mai dab, inregistrandu-se
reducerea activitatii 1a38°C, iar 1a 39°C cresterea se stopeaza, ceea ce permite atribuireaizolatului P5
lagrupamicroorganismelor psihotrofe.

Stabilireatolerantel bacteriei la clorura de sodiu constiuie o analiza importanta in diagnosticarea
unei specii bacteriene. Dupa evaluareatolerantel izolatului P5 fata de NaCl si dupa 2 zile de incubare
[a25°C, sunt depistate turbiditati in eprubetel e cu concentratie de 1-5%, iar in cele cu 6-10% nu au fost
observate modificari ale mediului nutritiv nici dupa 14 zile. Aceasta demonstreaza ca concentratia de
NaCl din componenta mediului nutritiv mai mare de 5% inhiba cresterea culturii P5.

Particul aritatile biochimice ce pun in evidenta echipamentul enzimatic al microorganismelor difera
de la 0 specie bacteriana la alta. Astfel, dupa 24 de ore de incubare a godeurilor cu microteste si
adaugareareactivel or, conform producatorului, am obtinut 6 rezultate pozitive (Tab. 3).

Prin aplicareatestului APl 20E, pentru determinarea caracterel or biochimice aleizolatului P5 afost
obtinut profilul numeric 0005522, care identica tulpina de referinta PD 4072 Erwinia amylovora.
Tulpina P5 a manifestat reactie pozitiva de producere a acetonei si fermentatie fara formare de gaze
in proba cu glucoza, manitol, sorbitol, zaharoza si arabinoza (Fig. 1). Testul de oxidaza alui Kovacs,
bazat pe productiaenzime indofenol oxidaza, afost negativ.

Cultura P5 afost supusa amplificarii prin intermediul PCR folosindu-se primerii AJ245 si AJ246,
prin care a fost demonstrata prezenta regiunii cromozomiale ams de 187 kb specifica bacteriel E.
amylovora. Izolatul P5, andlizat prin PCR, a prezentat reactie pozitiva, lafel casi tulpinade referinta
(Fig. 2).

Pana in prezent au fost identificati peste 300 de acizi grasi, carein conditii determinate sunt stabili,
bine conservati si demonstreaza un mare grad de omogenitate in cadrul diferitelor unitati taxonomice,
ceea ce permite realizarea unor biblioteci utile. Esterii metilici sunt masurati prin cromatografia de
inalta rezolutie in faza gazoasa. Compozitia obtinuta sub forma de cromatograma este comparata cu
exponatele din biblioteca cromatografica, iar rezultatul obtinut reprezinta probabila consistenta de
identificare. Asemanarea este cuantificata prin indicele de similaritate (1S), care reprezinta valoare
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Tabelul 3. Particularitatile biochimice ale izolatului P5 (conform sistemului APl 20E
(BioMerieux®)
Tede Substratul Reactii/enzime Rezultate

1 2 3 4
ONPG |orto-nitro-fenil-B-D-galactopiranozid [-gd actozidaza -
ADH arginina arginin-dihi or d aza -
LDC lizina li zin-decarboxil aza -
OoDC ornitina ornitin-decarboxilaza -
CIT citrat de sodiu utili zarea citr atului -
H,S tiosulfat de sodiu producereade H,S -
URE uree ureaza -
TDA triptofan tri ptof an-dezami naza -
IND triptofan producereadeindol -
VP piruvat de sodiu producerea de acetoina +
GEL gelatina ge dinaza -
GLU glucoza fermentatie/ oxidare +
MAN manitol fermentatie/ oxidare +
INO inozitol fermentatie/ oxidare -
LOR sorbitol fermentatie/ oxidare +
RHA ramnoza fermentatie/ oxidare -
SAC zaharoza fermentatie/ oxidare +
MEL meli bioza fermentatie/ oxidare -
AMY  |amigddina fermentatie/ oxidare -
ARA L -arabinoza fermentatie/ oxidare +
Oxidaza tetrametil-p-fenilendiamina indofenol oxidaza -
Kovacs |dehidrochl orid pe hartie defiltru

R |

Figura 1. Galeria API 20E inoculata cu suspensia izolatului P5: A) inainte de incubare; B)
dupa 24 ore de incubare

numerica obtinuta in urmaunui calcul automat efectuat de softul Sherlock, ce exprima distantadintre
spatiul multidimensiona al profilului cromatogramel microorganismului cercetat si cel mai asemanator

profil a cromatogramei unel specii din biblioteca.

Laandizaprofilului acizilor grasi obtinuti dinizolatul P5, valoareanumerica aindicelui desimilaritate
dupa primaidentificare aconstituit 0,908, iar dupa a doua— 0,927, asemanator cu profilul numeric d
bacteriilor din specia Erwinia amylovora.
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187 kb

Figura 2. Rezultatul analizei PCR: M - matrifa; 2 - 7 probe de plante; 8 - 10 control negativ;
11- control poztiv 1:1; 12 - control poztiv 1:10; 13 — izolatul P5; 14 - izolatul P5 diluat
1:10; 15 si 16 control negativ

Cultura P5 afost testata prin metodaDAS-ELISA, cand din componenta sandwichiului anticorp —
antigen — anticorp conjugat — parte de enzima specifica se hidrolizeaza substratul ce determina
intensitatea culorii, cadependenta de titrul patogenului. Intensitatea culorii afost detectata cu gjutorul
unui fotometru si este direct proportionala cu densitatea bacteriei. Valoarea esantionului dupa prima
repetare afost de 2,9 ori mai mare decat cea a controlului negativ, iar in cazul martorului de referinta
de 0,056, fiind de 2,3 ori mai mare decat in variantamartor (Fig. 3).
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1zolatul P5 CN CcP

Figura 3. Valoarea esantionului obinut prin analiza DAS-ELISA la prima repetisie: izolatul
P5-esantionul analizat; CN-control negativ; CP-control poztiv

Rezultate smilare au fost inregistrate si in repetitia a doua. Conform figurii 4, valoareamedie de
absorbtie aesantionului afost de0,11, depasind controlul negativ de 9,2 ori, iar controlul pozitiv afost
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de 8,5 ori mai marefata de controlul negativ. Astfel, esantionul examinat prin metoda DAS-ELISA a
fost identificat ca Erwinia amylovora.

0,12 4
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0,012
0 4
Izdatul P5 N cpP

Figura 4. Valoarea esantionului obtinut prin analiza DAS-ELISA la repetifia a doua: izolatul
P5- eyantionul analizat; CN-control negativ; CP-control poztiv

Rezultatul pozitiv afost confirmat si prin coloratiagalbena, aparuta in godeurile infectate de cultura
experimentata (Fig. 5).

Figura 5. Placa pentru microtitrare dupa analiza prin metoda DAS-ELISA: godeul B3 si
C3 —izolatul P5; godeul D3 si D4 - control negativ; godeul D5si E5 - control poztiv

Testul de imunofluorescenta indirecta ainclus etape de fixare si prelucrare alamelor cu godeuri cu
diametrul de 6 mm, pe care au fost distribuite trel dilutii e suspensiel bacteriene. Examinarea la
microscopul luminiscent a permis depistarea celulelor bacteriene (Fig. 6) cu fluorescenta verde in
toatedilutiile, confirmand rezultatul pozitiv al analizei.
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Figura 6. Celule bacteriene in campul microscopului cu epifluorescensa (x100)

CONCLUZII

1. Identificareabacteriilor fitopatogene, indeosebi aagentilor de carantina fitosanitara, reprezinta o
etapa obligatorie in elaborarea metodelor si sistemelor de protectie aplantelor.

2. Analizacomplexa arezultatel or obtinute dupa indeplinireatestelor clasicesi moderne (testul AP
20E, Gaz-cromatografie, PCR, DAS-ELISA, Imunofluorescenta indirecta), precum si a testului de
patogenitate, a permis identificarea culturii P5 ca specia Erwinia amylovora (Burill) Window et al.

3. Identificarea bacteriei E. amylovora impune necesitatea efectuarii obligatorii a sondajelor
fitosanitarein scopul monitorizarii prezentel focului bacterian laculturile pomicole simantoasessi aplicarii
latimp amasurilor preventive si curative de combatere.
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