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SIMPTOME CARACTERISTICE PENTRU ERWINIA
AMYLOVORA Sl UNELE ASPECTE MORFOLOGICE
ALE IZOLATELOR BACTERIEI

MARIA MAGHER

Institutul de Protectie a Plantelor si Agricultura Ecologica

Abstract. At the macroscopic examination, the symptoms of Erwinia Amylovora or fireblight can be confused
with other diseases, with damages caused by insects or damages caused by certain environmental conditions.
Taking into consideration the above mentioned and in order to determine the fireblight it is required to isolate and
identify the pathogenetic agent. It was collected biological material from plant species — apple, pear and quince
in order to isolate the fireblight pathogen.
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INTRODUCERE

In Republica Moldova focul bacterian al rozaceelor a fost semnalat pentru prima dati in 1991.
Aceasta bacterioza este consideratd cea mai ddunatoare pentru culturile pomicole semintoase.

Focul bacterian al rozaceelor poate ataca toate organele aeriene ale plantelor. Arsura inflorescentelor
este de obicei primul simptom si apare primavara devreme. Poate fi afectatd o singura floare sau toata
inflorescenta. Florile apar hidrozate, apoi se ofilesc, se brunifica si se innegresc. Boala progreseaza

inspre peduncul care, in final, se innegreste. Pe timp calduros si umed, uneori din peduncul exsudeaza
picaturi de lichid. Boala se extinde repede si bacteriile invadeaza frunzele vecine. Pe lastar, apar si
ulceratii. Frunzele se vestejesc si intreg lastarul se brunifica la mar sau se innegreste la par, incovoindu-sein
forma de cirja (S. Sklar, 1967; V. Severin, 1996).

Dupa simptomele macroscopice de manifestare, focul bacterian al rozaceelor poate fi confundatcu alte
boli, precum si cu unele vatamari cauzate de insecte si conditii nefavorabile de mediu, cum ar fi: arsura
bacteriand comuna a marului si parului produs de bacteria Pseudomonas syringae pv. syringae Van Hall,

1904; ulceratia ramurilor produsa de ciuperca Nectria galligena Bres. si de Botryosphaeria obtusa (f.c.
Sphaeropsis malorum) (Schwein.) Shoemaker (1964); Phomopsis mali (Schulzer & Sacc.) Died., (1912)
ataca ramurile de par, pe care produce leziuni cu scoarta ridicata; gindacul sfredelitor al lastarilor de par,
Polycaon confertus LeConte, 1866, produce o incovoiere a lastarilor asemanétoare carjelor focului bacterian.

Focul bacterian al rozaceelor poate fi confundat de asemenea cu vatamarile produse de ger, carenta
de potasiu, care determina innegrirea frunzelor; carenta de bor, care produce vestejirea lastarilor
(V. Severin, 1996; T. Van der Zwet and Beer, 1999).

Reesind din cele expuse, pentru determinarea focului bacterian al rozaceelor, apare necesitatea
izolarii si identificarii agentului patogen.
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MATERIAL SI METODA

Ca material pentru studiu a servit biomaterialul colectat in timpul sondajelor fitosanitare la speciile
mdr, par si gutui, cu simptome specifice pentru focul bacterian al rozaceelor (tab.1).

Tabelul 1
Materialul biologic colectat pentru izolarea E. amylovora
Cultura Soiul Material biologic
Mar Mantuaner Inflorescente brunificate; fructe imature cu picaturi de exudat.
. Inflorescente cu flori brunificate; lastari tineri ofiliti; lastari
o Sokrovisce L o - o .
Par tineri incovoiati in forma de carja, cu exudat bacterian
Noiabriskaia Scoarta din zona ulceroasa de pe lastari
) lujanka Lastari tineri incovoiati in forma de cérja
Gutui — — = — —
Cometa Lastari incovoiati in forma de carja cu picaturi de exudat

In scopul izolarii bacteriei E. amylovora au fost examinate 141 probe.

Dupa recomandatiile lui Bel’tiukova i dr. (1968) portiunile de fesut cu simptome de bacterioza au
fost spalate preventiv cu apa nesterila, apoi cu sterila si plasate intr-un mojar de portelan bine sterilizat.
in mojar, dupi ce adaugam putina apa sterila, triturim bine tesutul cu ajutorul pistilului si le lisam
pentru citeva minute. Dupa expirarea timpului mentionat, cu o pipeta sterild s-a depus o picatura din
suspensia obtinutd pe suprafata mediului nutritiv cu cartof agarizat (CA) in vase Petri si striata cu o
bagheta Drigalsky. Dupa 48 ore de incubare la 28°C, vasele Petri erau examinate macroscopic. Din
placile incubate am ales céte o colonie, morfologic asemanatoare celor produse de E. amylovora si le-am
supus purificarii prin epuizarea de ansa in trei eprubete, cu mediul de cultura inclinat (CA) (fig. 1 si 2).

Fig. 1. Mediul CA cu colonii bacteriene Fig. 2. Colonii izolate dupa purificare

Eprubetele insdmantate cu mediul de cultura inclinat au fost puse la incubare la 28°C pentru 48 de
ore. Dupa expirarea timpului toate eprubetele au fost studiate si alese acelea unde coloniile erau mici
si izolate. De aici s-au ales colonii, care au fost ulterior repicate pe mediul cu cartof agarizat (CA)
pentru cercetarile ulterioare.

Mediile de nutritie utilizate la izolarea patogenului

Mediul cu cartof agarizat (CA). Pentru obtinerea substratului de cartof agarizat s-au indeplinit
urmatoarele: 300 g cartofi curatati de coaja si taiati bucati, peste care s-a turnat 1 I apa de robinet, s-au
fiert timp de 20 min la foc slab. Solutia ob{inuta s-a filtrat prin doua straturi de tifon, apoi prin vatd, dupa
care s-a adaugat 20 g de agar. S-a controlat aciditatea solutiei (pH=7,2) cu hértie indicatoare universala
si din nou s-a fiert pana la dizolvarea agarului. Solutia din nou a fost filtrata, s-a turnat in eprubete, dupa
care s-a sterilizat n autoclava la 1 atm timp de 20 min (Metodiceskie ukazania ..., 1974).

Mediul extract de carne cu peptona si agar (E.Tepper et al., 1972): 1a 500 g carne bine maruntita,
fara oase, grasimi si tendoane s-a adaugat un litru de apa incélzita si a fost lasata la infuzare pentru 12
ore la temperatura camerei. Dupa aceea, s-a scos carnea, iar extractul ramas s-a filtrat prin tifon cu
un strat de vata, apoi s-a fiert timp de 30 de minute pentru coagularea proteinelor, dupa care iar a fost
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filtrat. Dupa suplimentarea cu apa pand la 1 litru, s-a addugat 10 g peptona si 5 g sare de bucitérie.
Solutia a fost incalzita pana la dizolvarea peptonei prin amestec continuu. Mediul astfel pregatit s-a mai
fiert 10 minute, dupa care a fost filtrat prin filtru de hartie. La 1 litru bulion de carne a fost adaugat 20
g agar. Amestecul s-a incalzit pana la topirea agarului, apoi s-a reglat aciditatea cu solutie de 20% de
Na,CO,. Compusul a fost autoclavat la 1 atm timp de 20 minute.

Mediul King B (E. King et al., 1954): 20 g peptond, 15 ml glicerina, 1,5 g K2HPO4 ; 1,5 g Mg SO4
x 7TH20; pH — 7,2; 15 g agar; 1 1 apa distilatad. Mediul a fost autoclavat la 1 atm timp de 15 minute.

Pentru determinarea formei si marimii bacteriilor s-a recurs la colorarea acestora. Pe lamele,
preventiv spalate cu apa sterila si sterse cu hartie de filtru, cu pipeta, s-a adaugat cate o picatura de
apa sterild, in care s-au distribuit uniform cantitati mici de bacterii, luate cu ansa bacteriologica din
coloniile tipice pentru E. amylovora, crescute in vasele Petri. Frotiurile au fost lasate sa se usuce la
temperatura camerei. Dupa uscare preparatele au fost fixate prin trecerea rapida deasupra flacarii de
cateva ori (Bol’$0j praktikum po mikrobiologii,1962).

Pentru determinarea caracterului bacteriei dupa Gram s-au folosit urmatoarele substante (E. Tepper
et al., 1972): violet de gentiana, solutia Lugol, alcool etilic de 96°, fucsin dizolvat.

Colorarea bacteriilor dupa Gram a decurs dupa cum urmeaza:

Dupa fixare, frotiurile au fost acoperite cu solutie violet de gentiana si {inute timp de 1 minut. Dupa
indepartarea colorantului, s-au spalat cu apa si s-a adaugat solutia Lugol, care s-a mentinut timp de 1,5
minute. Dupa indepartarea solutiei Lugol, s-a prelucrat cu alcool, prin miscari ale lamei, timp de 15-20
secunde, pana cind solutia devenea incolord. Dupa aceasta, preparatele iardsi s-au spalat cu apa, apoi
s-a adaugat fucsind. Dupa un minut, preparatele s-au spalat si s-au uscat pe hartie filtru.

Studierea mobilitatii bacteriilor s-a efecuat dupa metoda picaturii strivite (N. Utevskij, 1975): intr-o
picatura de apa sterila s-a suspendat o incarcatura de ansa cu bacterii, care ulterior s-a pus pe o lama
de microscop. Picétura a fost acoperitd cu o lamela si cercetata la microscopul electronic.

Patogenitatea izolatelor bacteriene au fost determinate prin infectarea artificiala a fructelor verzi
de par (S. Sklar,1967). Inocularea s-a efectuat cu seringa sub pielitd, prin intepatura de ac, cu cultura
bacteriana de 48 ore (suspensie bacteriana de 106 -107 cfu/ml dupa standardul turbiditatii). Fructele
inoculate au fost incubate la temperatura de 26°C si umiditatea de 80%, fiind mai apoi examinate peste
doua, patru si respectiv sapte zile (fig. 3).

REZULTATE SI DISCUTII

Dupa analiza macroscopica a cutiilor Petri cu mediul CA, insdmantate cu suspensii bacteriene din
macerate si incubate pentru 48 ore la 28°C, am depistat ca nu in toate vasele s-au izolat in colonii
specifice pentru E. amylovora. Dupa purificare prin epuizarea de ansa, s-au obtinut 138 de izolate
bacteriene, care au fost supuse testelor ulterioare.

Dupa purificarea pe mediul CA s-au obtinut colonii circulare cu diametrul de 3-4 mm, netede, alb-
murdare, de consistenta uleioase, semitransparente, cu centrul putin mai concentrat, plate in sectiune
verticala si cu mici caneluri radiale.

Pe bulionul de carne cu peptona si agar bacteriile au format colonii mici, rotunde, cu diametrul de
2-4 mm, albe, opalescente, stralucitoare, uleioase, cu marginile intregi.

Pe mediul King B cresterea E. amylovora a fost rapida si peste 48 ore a format colonii de culoare
alba, rotunde, mucoide cu diametru de 2-5 mm.

Dupa testarea izolatelor dupa Gram, s-au obtinut rezultate negative, frotiurile colorandu-se in roz,
iar unele pana la rosu.

Prin studierea la microscop, s-au depistat bacterii Tn forma de bastonase cu diametrul cuprins Intre
0,7-0,9x 0,9 -1,7, cu flageli dispusi peritrih pe suprafata corpului.

Dupa indeplinirea testului de patogenitate, in cazul a 86 de probe, s-au obtinut simptome caracteristice
pentru focul bacterian al rozaceelor — exudatul bacterian. Pe suprafata fructelor, dupa una-doua zile
de incubatie, s-au depistat picaturi de exudat alb-murdar.
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Fig. 3. Aspectul fructelor verzi de par inoculate dupa doua, patru si respectiv 7 zile.

CONCLUZII

1. Culturile bacteriene crescute pe medii nutritive agarizate au prezentat caractere morfologice
asemdnatoare cu cele descrise in literatura de specialitate pentru E. amylovora: colonii mici, albe sau
alb-murdare, rotunde, cu o lucire caracteristicd, consistenta uleioasa (Metodiceskie ukazania ..., 1974;
V. Severin, 1996; S. Sklar, 1967; A Practical Guide to Integrated Disease Management, 1999).

2. Aparitia exudatului bacterian pe suprafata fructelor verzi de par ne vorbeste despre reactia
specifica la infectarea cu Erwinia amylovora.
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