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INSTYTUT OGRODNICTWA

Metodyka pobierania prébek materiatu szkétkarskiego do badan
laboratoryjnych na obecnos¢ bakterii Erwinia amylovora

Rosliny testowane: Jabton - Malus Mill.

Bakteria E. amylovora jest polifagiem i poraza ponad 130 gatunkéw roslin, gtéwnie
z rodziny rozowate. Moze zy¢ na roslinach zakazajgc je, co prowadzi do zamierania
porazonych organow, ale takze — przynajmniej przez pewien czas — moze przezywac
na ich powierzchni bez zakazania (jako epibiont). Bezobjawowo porazony materiat
szkotkarski jest uwazany za jeden z gtdwnych czynnikdw rozprzestrzeniania bakterii.

E. amylovora jest sprawcg zarazy ogniowej, choroby ktorej pierwsze objawy na
jabtoni mozna zaobserwowac juz wiosng na kwiatach (sady zraznikowe). Organy te sg
poczatkowo jakby przesycone woda, nastepnie gwattownie wiedng, kurczg sie i
zamieraja, zmieniajgc zabarwienie na pomaranczowe do brunatnego. Na brzegach
lisci, wokdét nerwu gfdwnego Ilub miedzy nerwami bocznymi pojawiajg sie
czerwonobrunatne plamy, ktére z czasem mogg objgc¢ catg blaszke lisciowg. Porazone
liscie kurczg sie i czesto zwijajg wzdtuz gtbwnego nerwu do srodka. Mogg nie opadac
nawet do zimy. Mitode pedy (sady zraznikowe, szkotki, mateczniki) sg najczesciej
bezposrednio zakazane, wiedng od wierzchotka, czesto zakrzywiajgc sie na ksztaft
pastoratu i — podobnie jak liscie — brunatniejg i zamierajg. Na gateziach i pniu drzew
powstajg charakterystyczne zgorzele. W miejscu porazenia kora jest poczgtkowo
nabrzmiata i uwodniona, pdzniej zapada sie, ciemnieje i zasycha, a pod koniec lata
moze charakterystycznie pekac. Ksztatt zgorzeli najczesciej jest zblizony do elipsy o
poszarpanych brzegach, czasem przypomina klin skierowany podstawg do gory.
Porazonym organom moze towarzyszy¢ wyciek bakteryjny — poczgtkowo szarobiaty, z
czasem przybierajgcy zabarwienie pomaranczowe i bursztynowe. Wystepowanie
wycieku jest wytgczng cechg zarazy ogniowe;.

Objawy zarazy ogniowej, jesli nie towarzyszy im charakterystyczny wyciek
bakteryjny, mozna niekiedy pomyli¢c z innymi chorobami czy uszkodzeniami
powodowanymi przez entomofagi i mréz (Sobiczewski i in. 1998; Sobiczewski,
Schollenberger, 2002).

Termin pobierania probek

Prébki roznych organow nadziemnej czesci jabtoni powinny by¢ pobrane do
badan diagnostycznych mozliwie najwczesniej po zauwazeniu objawow chorobowych.
Bardzo wazne jest prowadzenie lustracji sadoéw zraznikowych, szkétek i matecznikow
w okresie wegetacji, mozliwie co 7-10 dni.
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Wybor tkanki/czesci rosliny do testowania
Bakterie izoluje sie z pogranicza miedzy pozornie zdrowg, a zmieniong
chorobowo tkankg. W zasadzie bakterie nie zyjg na/w tkance zamartej.

Sposéb pobierania probek:

Prébki do badan powinny by¢ pobierane (wycinane) w sposéb aseptyczny, tzn.
sterylnymi narzedziami, takimi jak néz czy sekator, a nastepnie umieszczane w
torebkach plastikowych zabezpieczajgcych réwniez przed wysychaniem. Jesli okres
miedzy pobraniem proby, a wykonaniem analizy diagnostycznej bedzie dtuzszy, np. 2-
3 dni, to w torebce z prébkg mozna umiesci¢ tampon z waty nasgczony wod3.

- kazda probka powinna by¢ oznaczona (zaetykietowana) z podaniem daty i

miejsca pobrania (pochodzenia),

- w przypadku znacznej odlegtosci miejsca pobrania probki od laboratorium oraz

warunkéw otoczenia (temperatury powyzej 25°C) zaleca sie jej umieszczenie w

pojemniku z wktadem chtodzgcym, jednak nie mozna doprowadzi¢ do zamrozenia

probek,

- po dostarczeniu do laboratorium prébki nalezy je umiesci¢ w lodéwce (do 4-

10°C),

- do pobranej probki (probek) nalezy dotgczyC zlecenie na wykonanie badan

laboratoryjnych, ktorego formularz mozna pobra¢ ze strony internetowej

Wojewoddzkiego inspektoratu Ochrony Roslin i Nasiennictwa (piorin.gov.pl).

Ponadto nalezy sporzadzi¢ i przechowywac przez 3 lata kopie "Zlecenia" oraz

pisemng informacje zawierajgcg dodatkowe dane, o ile nie zostaty podane w

"Zleceniu":

Rodzaj uprawy (gatunek, odmiana, ew. typ, wiek
roslin)

Rodzaj pobranego materiatu, np. ped

Plan (szkic) lub opis umozliwiajgcy jednoznaczne
odnalezienie roslin w terenie, z ktorych pobrano
prébke

Dodatkowe informacje: m.in. opis i nasilenie
objawdw, ewentualne wystepowanie innych
podejrzanych objawow, w tym etiologicznych, a takze
rozpoznanych zrédet infekcji w poblizu chorych ro$lin,
np. dzikorosngcych gtogéw czy jarzebin.

Metody laboratoryjne wykrywania E. amylovora w probce materiatu roslinnego

1/ Metoda konwencjonalna: wybrane miejsce izolacji bakterii (pogranicze miedzy chorg
a pozornie zdrowg tkankg) nalezy zdezynfekowac, po czym wycig¢ kawatki tkanki
(kilka skrawkow) o powierzchni okoto 0,5 cm? i umiescic je w sterylnej szalce Petriego
zalewajgc okoto 1 ml sterylnej wody destylowanej lub roztworu fizjologicznego. Po
doktadnym rozdrobnieniu skrawkéw powstaty macerat nalezy przenieS¢ na pozywke
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agarowg (agar odzywczy z sacharozg, King B) wykonujgc posiew redukcyjny w celu
uzyskania pojedynczych kolonii bakterii. Po inkubacji w temperaturze ok 25°C przez
48 godzin nalezy przeanalizowa¢ cechy morfologiczne kolonii i przeprowadzi¢ testy
patogenicznosci (reakcja nadwrazliwosci na tytoniu oraz inokulacja zawigzkow
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 kwasoéw nukleinowych, tancuchowa
reakcja polimerazy (PCR) (Sobiczewski i in. 1998; Putawska i in. 1997, 2002, 2009;
Llop i in. 1999 2000).

W przypadku, gdy planowany jest eksport materiatlu szkétkarskiego do
krajéow trzecich, nalezy speini¢é wymagania fitosanitarne kraju, do ktérego
materiatl bedzie wysytany.

W przypadku, gdy planowane jest przemieszczanie materiatu do strefy
chronionej ustanowionej w Unii dla tego agrofaga(list w zataczniku Ill do Rozp.
21019/2072), nalezy speilni¢ szczegétowe wymagania okreslone w przepisach
dot. stref chronionych (zatagcznik X do Rozp. 2019/2072).

Literatura

DP 13: Erwinia amylovora ISPM 27 Diagnostic protocols for regulated pests. 2016.
International Plant parotection Convention, ISPM 27, Anex 13.

EPPO (2021) Erwinia amylovora. EPPO datasheets on pests recommended for regulation.
https://gd.eppo.int

Llop, P., Bonaterra, A., Pefalver, J. & Lopez, M.M. 2000. Development of a highly sensitive

nested-PCR procedure using a single closed tube for detection of Erwinia amylovora in

asymptomatic plant material. Applied and Environmental Microbiology, 66: 2071-2078.

Llop, P., Caruso, P., Cubero, J., Morente, C. & Lopez, M.M. 1999. A simple extraction
procedure for efficient routine detection of pathogenic bacteria in plant material by
polymerase chain reaction. Journal of Microbiological Methods, 37: 23-31.

Lopez, M.M., Llop, P., Gorris, M.T., Keck, M., Penalver, J., Donat, V. & Cambra, M. 2006.
European protocol for diagnosis of Erwinia amylovora. Acta Horticulturae, 704: 99-103.
Lopez, M.M., Pefialver, J., Arilla, A., Morente, C., Dreo, T., Pirc, M., Poliakoff, F., Dousset, C.,
Visage, M., Achbani, E., Bersgma-Vlami, M., Drenova, N., Duffy, B., Marin, M., Meekes, E.,
Moumni, M., Obradovic, A., Palomo, J., Taylor, R., Stockwell, V. & Reisenzein, H.2010.
Ring test evaluation of techniques for Erwinia amylovora diagnosis and detections. ISHS
12th International Workshop on Fire Blight. Warsaw, Poland, 16—-20.08.2010, abstract 18

Putawska J, M. Maes, T. Deckers, P. Sobiczewski. 1997. The influence of pesticide
contamination on detection of epiphytic Erwinia amylovora using PCR. Med.Fac.
Landbouww. Univ. Gent, 62/3b: 959-962.

Putawska J., P. Sobiczewski, S. Berczynhski, H. Baginska. 2002. Diagnostyka zarazy ogniowej
(Erwinia amylovora) — metody stosowane w Polsce, a wymogi Unii Europejskiej. Progress
in Plant Protection/Postepy w Ochronie Ro$lin vol. 42, 75-82.

Putawska J., K.Kielak, P. Sobiczewski. 2009. Bioréznorodnos¢ Erwinia amylovora — sprawcy
zarazy ogniowej. Postepy Mikrobiologii, 48, 2: 133-141

Data publikacji (umieszczenia na stronie internetowej): 14.06.2021r.
Strona 3/ 4



Sobiczewski P., S. Berczynski, H. Baginska, M. Kordyla-Bronka, J. Putawska. 1998.
Diagnostyka zarazy ogniowej (Erwinia amylovora) Burrill, Winslow et al. Wyd. PIOR
Gtéwny Inspektorat, Warszawa oraz ISK, Skierniewice, str. 42.

Sobiczewski P., M. Schollenberger. 2002. Bakteryjne choroby roslin ogrodniczych. PWRIL
Warszawa, 156 + 31 s.

B

Ped jabtoni porazony przez kwiaty Zamierajgce drzewka jabtoni w szkétce

X

Wycieki bakteryjne na mtodych pedach jabtoni

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

Data publikacji (umieszczenia na stronie internetowej): 14.06.2021r.
Strona 4/ 4


mailto:piotr.sobiczewski@inhort.pl

