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INSTYTUT OGRODNICTWA

Metodyka pobierania probek materialu szkotkarskiego do badan
laboratoryjnych na obecno$¢ bakterii Erwinia amylovora

Rosliny testowane:
Grusza — Pyrus L i pigwa Cydonia oblonga Mill.

Bakteria E. amylovora jest polifagiem i poraza ponad 130 gatunkéw roslin, gtdéwnie z
rodziny rézowate. Moze zy¢ na ro$linach zakazajac je (jako pasozyt), co prowadzi do
zamierania porazonych organéw, ale takze — przynajmniej przez pewien czas — moze
przezywac na ich powierzchni bez zakazania (jako epifit). Bezobjawowo porazony materiat
szkotkarski jest uwazany za jeden z gtownych czynnikow rozprzestrzeniania bakterii.

W prawodawstwie Unii Europejskiej, E. amylovora, dla roslin do sadzenia rodzaju
Pyrus L. oraz gatunku Cydonia oblonga Mill. ma status regulowanego agrofaga
niekwarantannowego i jest takze uznawana za agrofag kwarantannowy dla stref
chronionych utworzonych ze wzgledu na te bakterie. (Sobiczewski, Bielicki, 2022). W
Polsce obowigzuja rozporzadzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 31 marca 2017
1., poz. 757 w sprawie szczegotowych wymagan dotyczacych wytwarzania i jako$ci materiatu
szkotkarskiego oraz z dnia 3 lipca 2020 r., poz. 1244 zmieniajace rozporzadzenie w sprawie
szczegblowych wymagan dotyczacych wytwarzania i jakosci materiatu szkotkarskiego.

E. amylovora jest sprawcg zarazy ogniowej, choroby ktorej pierwsze objawy na gruszy
mozna zaobserwowac juz wiosng na kwiatach (sady zraznikowe). Organy te sg poczatkowo

jakby przesycone woda, nastgpnie gwaltownie wigdng, kurcza si¢ 1 zamieraja, zmieniajac
zabarwienie na ciemnobrunatne do czarnego. Na brzegach lisci, wokot nerwu glownego lub
miedzy nerwami bocznymi pojawiaja si¢ brunatne, ktore z czasem powigkszaja si¢ |1 moga
objac cata blaszke lisciowa. Porazone liscie kurczg si¢ 1 czesto zwijaja wzdtuz gldownego nerwu
do $rodka. Moga nie opada¢ nawet do zimy. Mlode pedy (sady zraznikowe, szkoftki,
mateczniki) sg najczgséciej bezposrednio zakazane, wigdng od wierzcholka, czgsto zakrzywiajac
si¢ na ksztalt pastoralu 1 — podobnie jak liScie — brunatniejg 1 zamierajg. Na gateziach 1 pniu
drzew powstaja charakterystyczne zgorzele. W miejscu porazenia kora jest poczatkowo
nabrzmiata 1 uwodniona, pdzniej zapada si¢, ciemnieje i1 zasycha, a pod koniec lata moze

charakterystycznie pekaé. Ksztatt zgorzeli najczesciej jest zblizony do elipsy o poszarpanych
brzegach, czasem przypomina klin skierowany podstawg do gory. Porazonym organom moze
towarzyszy¢ wyciek bakteryjny — poczatkowo szarobiaty, z czasem przybierajacy zabarwienie
pomaranczowe 1 bursztynowe. Objawy zarazy ogniowej, jesli nie towarzyszy im
charakterystyczny wyciek bakteryjny, mozna niekiedy pomyli¢ z innymi chorobami czy
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uszkodzeniami powodowanymi przez entomofagi i mréz (Sobiczewski i in. 1998 Sobiczewski,
Schollenberger, 2002).

Objawy zarazy ogniowej w matecznikach pigwy wystepuja na pedach i lisciach. Sg podobne
do tych na gruszy, z tym ze przebarwienie jest czerwone lub czerwonobrunatne.

Termin pobierania probek

Probki réznych organdéw nadziemnej cze$ci gruszy i pigwy powinny by¢ pobrane do badan
diagnostycznych mozliwie najwczesniej po zauwazeniu objawdw chorobowych. Bardzo wazne
jest prowadzenie lustracji sadow zraznikowych, szkoétek i matecznikow w okresie wegetacji,
mozliwie co 7-10 dni. Jesli podczas lustracji nie zaobserwowano objawOw zarazy ogniowe;j,
nie jest wymagane pobieranie prob na obecno$¢ bakterii E. amylovora. W uzasadnionych
przypadkach, zwlaszcza jesli wystepuja objawy podobne do zarazy ogniowej lub tez choroba
zostata wykryta w sasiedztwie lustrowanej plantacji, konieczne jest pobranie prob do badan
laboratoryjnych.

Wybdr tkanki/czesci rosliny do testowania
Bakterie izoluje si¢ z pogranicza mi¢dzy pozornie zdrowa a zmieniong chorobowo tkanka. W
zasadzie bakterie nie zyja na/w tkance zamarte;.

Sposob pobierania probek:

Probki do badan powinny by¢ pobierane (wycinane) w sposob aseptyczny, tzn. sterylnymi
narzedziami, takimi jak n6z czy sekator, a nastepnie umieszczane w torebkach plastikowych
zabezpieczajacych réwniez przed wysychaniem. Je$li okres migdzy pobraniem proby, a
wykonaniem analizy diagnostycznej bedzie dtuzszy, np. 2-3 dni, to w torebce z probka mozna
umiesci¢ tampon z waty nasaczony woda.

- kazda probka powinna by¢ oznaczona (zaetykietowana) z podaniem daty i miejsca
pobrania (pochodzenia),

- w przypadku znacznej odleglosci miejsca pobrania probki od laboratorium oraz
warunkow otoczenia (temperatury powyzej 25°C) zaleca si¢ jej umieszczenie w pojemniku
z wktadem chtodzacym, jednak nie mozna doprowadzi¢ do zamrozenia probek,

- po dostarczeniu do laboratorium probki nalezy je umiesci¢ w lodéwcee (do 4-10°C),

- do pobranej probki (probek) nalezy dolaczy¢ zlecenie na wykonanie badan
laboratoryjnych, ktorego formularz mozna pobrac ze strony internetowej Wojewodzkiego
inspektoratu Ochrony Roslin i1 Nasiennictwa (piorin.gov.pl). Ponadto nalezy sporzadzi¢

I przechowywaé przez 3 lata kopi¢ "Zlecenia" oraz pisemng informacje zawierajacg
dodatkowe dane, o ile nie zostaly podane w "Zleceniu":
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Rodzaj uprawy (gatunek, odmiana, ew. typ, wiek roslin)

Rodzaj pobranego materiatu, np. ped

Plan (szkic) lub opis umozliwiajacy jednoznaczne
odnalezienie roslin w terenie, z ktorych pobrano probke

Dodatkowe informacje: m.in. opis i1 nasilenie objawow,
ewentualne wystgpowanie innych podejrzanych
objawdéw, w tym etiologicznych, a takze rozpoznanych
zrédet infekeji w poblizu chorych roélin, np.
dzikorosngcych glogdéw czy jarzebin.

Metody laboratoryjne wykrywania E. amylovora w probce materiatu ro$linnego

1/ Metoda konwencjonalna: wybrane miejsce izolacji bakterii (pogranicze miedzy chorg a
pozornie zdrowa tkankg) nalezy zdezynfekowac, po czym wycia¢ kawatki tkanki (kilka
skrawkow) o powierzchni okoto 0,5 cm? i umiesci¢ je w sterylnej szalce Petriego zalewajac
okoto 1 ml sterylnej wody destylowanej lub roztworu fizjologicznego. Po dokladnym
rozdrobnieniu skrawkoéw powstaly macerat nalezy przenie$¢ na pozywke agarowa (agar
odzywczy z sacharoza, King B) wykonujac posiew redukcyjny w celu uzyskania pojedynczych
kolonii bakterii. Po inkubacji w temperaturze ok 25°C przez 48 godzin nalezy przeanalizowac
cechy morfologiczne kolonii i przeprowadzi¢ testy patogenicznos$ci (reakcja nadwrazliwosci na
tytoniu oraz inokulacja zawigzkéw owocow gruszy), (Sobiczewski i in. 1998; DP13, 2016).

2/ Metody serologiczne: test aglutynacji, test ELISA, immunofluorescencja (Sobiczewski in.
1998; Lopez i in. 2006, 2010; DP 13, 2016, EPPO 2021).

3/ Metody biologii molekularnej: hybrydyzacja kwaséw nukleinowych, tancuchowa reakcja
polimerazy (PCR) (Sobiczewski 1 in. 1998; Putawska 1 in. 1997, 2002, 2009; Llop 1 in. 1999
2000).

W przypadku, gdy planowany jest eksport materialu szkotkarskiego do krajow trzecich,
nalezy spelni¢ wymagania fitosanitarne kraju, do ktérego material bedzie wysylany.

W przypadku, gdy planowane jest przemieszczanie materialu do strefy chronionej
ustanowionej w Unii dla tego agrofaga (lista w zalaczniku II1 do Rozp. 2019/2072), nalezy
spelni¢ szczegolowe wymagania okreslone w przepisach dot. stref chronionych (zalacznik
X do Rozp. 2019/2072).
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Charakterystycznie zwinigte do srodka liScie na porazonej gruszy
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odnik  Silnie porazone drzewo gruszy
od infekcji po przycietych gruszy od infekcji przez przyjmuje wyglad jakby po
pedach kwiaty traktowaniu miotaczem ognia

Ksztatt zgorzeli na zdrewniatych organach moze przypominac elips¢ o poszarpanych brzegach
(pierwsze z lewej) lub klin skierowany podstawg do gory (z prawej)
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Ksztatt zgorzeli moze by¢ takze nieregularny

Porazone liscie i1 pedy pigwy (z prawej odrost korzeniowy)

Opracowat prof. dr hab. Piotr Sobiczewski, email: piotr.sobiczewski@inhort.pl
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