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LA CULTURILE POMICOLE
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Focul bacterian, bacterioza, la pomii fructiferi si la alte plante rozacee poate deveni devastator in livezi si, prin urmare,
impiedica in mare parte dezvoltarea economica. Multe dintre simptomele focului bacterian pot fi recunoscute imediat
dupa infectare. Prin utilizarea mediilor microbiologice speciale, bacteria Erwinia amylovora a fost izolata din esantioane
de madr, par si gutui infectati. Prin teste de inoculare a fost confirmata patogenitatea si virulenta acesteia la plantele gazda.
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DETECTION AND IDENTIFICATION OF FIRE BLIGHT IN ORCHARDS

Fire blight, a bacteriosis of fruit-trees and other rosaceous plants, can be a disastrous disease in orchards and is
therefore of great economic importance. Many symptoms of fire blight can be seen during short time after infection.
Using special microbiological media this pathogenic bacterium has been isolated from samples of infected apple, quince
and apple trees. Inoculation tests confirmed its pathogenicity and virulence to host plants.
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Introducere

Focul bacterian este una dintre cele mai pagubitoare boli care afecteaza plantatiile de par, mar si gutui,
dar si numeroase specii ornamentale, fiind provocata de bacteria Erwinia amylovora [1, 2]. Bacteria este
Gram-negativd, nu sporuleaza, are forma de bastonas cu capetele rotunjite, de 0,6-2,5 x 0,5-1,2 p, mobila,
avand cilii dispusi peritrih [3].

Focul bacterian al rozaceelor incepe primavara cu arsura florilor, continua vara cu atacul lastarilor si se
termind toamna cu aparitia ulceratiilor. Patogenul Erwinia amylovora ataca toate organele aeriene ale plante-
lor [4]. Arsura inflorescentelor este primul simptom care apare primavara devreme. Poate fi afectata o singura
floare sau intreaga inflorescenta. La Inceput floarea pare hidrozata, apoi se ofileste, se brunifica si se inne-
greste. Infectia progreseazi spre peduncul care se innegreste. Uneori, pe timp calduros si umed, din peduncul
exsudeaza picaturi de lichid. Bacteria progreseaza rapid, cuprinzand lastarii si ramurile [5-7].

Dupa inflorescente, cele mai sensibile organe ale plantei la focul bacterian sunt lastarii suculenti si rdmu-
relele. La inceput se ofileste varful si deseori se indoaie sub forma de carja de pastor. Pe timp umed (60-95%
umiditatea relativa a aerului), Incepand cu perioada infloritului, pe lastarii bolnavi apar picaturi de exsudat.
Cand umiditatea relativa a aerului este scazuta, din tesuturile bolnave exsudeaza filamente care au aspect de
retea vatoasa, incolord. Aceste suvite pot fi usor desprinse de vant, diseminand patogenul [8§].

Pe fructe boala apare numai cand ele sunt verzi, cu totul ocazional pe cele mature sau dupa recoltare.
Portiunea infectata a fructului la inceput poate sa apara hidrozata, cu tesuturi brunificate sau innegrite. Perele
deseori prezinta de-a lungul zonei necrozate o margine verde-inchis, hidrozata, iar la mere se produce o inro-
sire prematura, care Inconjoara zona putreda [9].

La pomii care sunt sensibili la aceasta boala infectia poate cobori spre ramuri mai vechi, sarpante si trunchi,
producand leziuni sau ulcere si exsudari. Deseori, prin Indepartarea scoartei de la ramuri sau sarpante, intr-o
zona limitrofa leziunilor, tesuturile dedesubt apar maro-rogcate [10].

Simptomele manifestate In cazul focului bacterian pot fi similare cu cele cauzate de alti factori, atat biotici,
cat si abiotici. Fitopatogenii Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al. si Pseudomonas syringae pv. syrinage
van Hall sunt doud bacterii cu un impact deosebit asupra speciilor pomicole saiméantoase, care prezintd prob-
leme de identificare in anumite fenofaze de dezvoltare a pomilor. Flori vestejite, fructe de mar si par brunifi-
cate pot aparea si in cazul atacului de P. syringae sau a temperaturilor joase din primavara [9-14].

Dupa T.Van der Zwet [15], E. amylovora ierneaza de-a lungul marginilor ulceratiilor formate in anul ante-
rior. Priméavara, bacteriile din tesuturile de pe margine si adiacente ulcerelor se inmultesc, producand inoculul

44 © Universitatea de Stat din Moldova, 2016



STUDIA UNIVERSITATIS MOLDAVIAE, 2016, nr.6(96)

(0)
Seria “Sliinle reale si ale nalurii” ISSN 1814-3237 ISSN online 1857-498X p.44-51

primar [16]. in timpul infloritului, bacteriile, transportate de diferiti vectori (insecte, vant, ploaie s.a.), patrund
prin deschideri naturale, indeosebi prin stomate nectarifere, stigmate necutinizate, antere, stomatele sepale-
lor, precum si prin rani produse de vant, ranile pe tulpini produse cu unelte de gradina s.a. [17,18]. Bacteriile
se multiplica si invadeaza spatiile intercelulare. Aici se realizeaza o afluentd a unei mase lichide, care dupa
ce umple spatiile intercelulare iese afard sub forma de exsudat. Dupa cateva zile, celulele gazdei incep sa
colapseze, datoritd plasmolizei si se coloreaza datorita necrozei, iar florile sunt distruse complet. Suprafata
nectariand este cea mai vulnerabild pentru invazii, nectarul fiind un mediu excelent pentru multiplicarea
bacteriilor. Din floare infectia se extinde prin peduncul in lastar, invadand frunzele si in final ramurile. Aici,
infectia se exteriorizeaza prin producerea de ulceratii, se extinde in sarpante si in trunchi, evoluind pana la
moartea pomului [19].

Prin cercetarile efectuate de mai multi savanti s-a stabilit ca bacteria E. amylovora poate popula vasele
conducdtoare si suprafata organelor aeriene, fara a produce boala. Declansarea si evolutia procesului infectios
sunt determinate de mai multi factori: nivelul de rezistentd a plantelor, conditiile mediului inconjurator, pre-
cum si ranile produse de vant, grindind, unelte s.a. Cu toate ca bacterioza este cunoscuta incd din secolul XIX,
pana in prezent un sir de cercetatori din diferite tari prezintd rapoarte despre consecintele devastatoare ale
acesteia la mar si par, ea rimanand a fi una dintre cele mai studiate boli bacteriene [20]. In mai multe rapoarte
stiintifice se mentioneaza despre pagubele deosebit de mari produse de aceastd bacterioza [21-23], prezenta
careia este recunoscutd in multe tari ale lumii, inclusiv in Ucraina si in Romania [24-26]. Din punct de vedere
economic, bacterioza este periculoasa din mai multe puncte de vedere. In primul rand, pentru gama speciilor
de plante afectate de o mare importanti comerciala (mdr, par, gutui si plante ornamentale). in al doilea rand,
din lipsa metodelor eficiente de control, cand nu existd incd niciun produs inregistrat, care poate fi aplicat cu
succes contra fitopatogenului [27].

Marul si parul sunt principalele specii pomicole simantoase cultivate in exploatatiile pomicole extinse si
pe loturile producatorilor agricoli din Republica Moldova [28]. Primele focare de foc bacterian in tara noastra
au fost semnalate prin anii 1991-1992 [29]. Conform cercetarilor Intreprinse prin anii 1993-1997, boala s-a
raspandit pe tot teritoriul tarii, ficAnd mari ravagii la par si gutui, mai putin la mar. In anii 1994-1997 bacte-
rioza capata caracter de epifitotie, afectand 820 ha de par si 297,5 ha de gutui, care au fost defrisate. Ulterior
au fost intreprinse tratamente cu diferite produse chimice si biologice pentru eradicarea bolii [30].

Avand in vedere si statutul de carantind al fitopatogenului Erwinia amylovora, observatiile si cercetarile
intreprinse au fost orientate spre monitorizarea arealului de raspandire a bacteriozei in perioada actuala la
culturile de mér, par si gutui pe teritoriul Republicii Moldova.

Material si metode

Cercetdrile au avut loc in cadrul Laboratorului ,,Fitopatologie si Biotehnologie” al Institutului de Genetica,
Fiziologie si Protectie a Plantelor al ASM. Ca material pentru cercetare au fost folosite probe de mar, par si
gutui cu simptome de bacterioza. Pentru depistarea simptomelor de bacterioze la culturile pomicole saman-
toase au fost efectuate sondaje fitosanitare 1n toate zonele Republicii Moldova, incepand cu perioada umflarii
mugurilor si pana in toamna, dupa scuturarea frunzelor, in perioada anilor 2003-2013. Bacterioza a fost iden-
tificatd vizual dupa simptomele descrise in literatura de specialitate [31]. Pentru izolarea bacteriei au fost
utilizate medii de culturd CCT, Levan si King B specifice pentru bacteria E. amylovora [32]. Patogenitatea
izolatelor bacteriene obtinute din probele cu simptome de bacterioze a fost stabilita prin inocularea plantelor
gazda [33]. Pentru inocularea incrucisata in cadrul experientelor au fost utilizati lastari de gutui, fructe verzi
de par si de mar. In calitate de control pozitiv a fost utilizatd tulpina E10 (din colectia sectiei ,,Jmunologie,
protectie si virusologie” a Institutului Stiintifico-Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare), iar apa
sterild a servit drept control negativ.

Lastarii au fost bine spalati cu apa curenta, apoi clatiti cu apa sterila. Mugurii de la baza frunzelor, din
zona de varf a lastarilor, au fost inoculati cu suspensie bacteriana (titrul 10" ufc/ml dupa standardul McFarland)
cu ajutorul seringilor de unica folosinta. Dupa inoculare, lastarii au fost plasati in 300 ml apa sterila de robinet
in baloane de 500 ml si acoperiti cu peliculd, pentru crearea unei atmosfere umede. Fiind tinuti la temperatura
camerei (20-26°C), au fost urmadriti zilnic timp de 10 zile.

Fructele de cca 1,54 cm in diametru au fost dezinfectate cu alcool de 70%, apoi spalate cu apa sterila.
Fructele inoculate Intr-un singur punct, asezate In vase captusite cu hartie de filtru sterila si umectata, au fost
incubate la 26 £1°C, fiind urmarite zilnic pe parcursul a 7 zile. Fiecare fruct a fost inoculat cu 0,1 ml de sus-
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pensie bacteriani cu titrul de 10’ ufc/ml. Evaluarea rezultatelor s-a efectuat in baza aparitiei simptomelor
caracteristice focului bacterian: brunificatii si picaturi de exsudat. Din fructele si lastarii care au manifestat
simptome bacteria a fost reizolata pe cele trei medii diagnosticale, pentru confirmarea postulatelor lui Koch [34].

Rezultate si discutii

Primul simptom al bolii este intalnit primavara in perioada infloritului, avand drept cauze infectiile florilor
deschise, cu polen adus de vant, insecte sau alti vectori de la pomii bolnavi din apropiere [35]. Monitorizarea
culturilor de mar, par si gutui s-a soldat cu depistarea simptomelor de bacterioza pe flori, frunze, lastari, ra-
muri si tulpini. Infectia nu s-a manifestat cu aceeasi intensitate in fiecare an, primele simptome fiind depistate
in timpul si imediat dupa inflorire. In conditiile zonei centrale a Republicii Moldova, anii 2012 si 2013 au
fost foarte favorabili pentru focul bacterian al rozaceelor, care la o raspandire de 37,7%, calculaté la 100 pomi
de mar, atinge intensitatea de 5,7% [36]. Primavara elementele climatice sunt considerate extrem de impor-
tante pentru aparitia bolii [37].

In perioada infloririi pomilor simptomele bolii s-au manifestat prin hidrozarea si ofilirea florilor, urmate
de brunificare la mar si gutui, iar la par innegrire (Fig.1 A, B, C).

, X

Fig.1. Simptome de foc bacterian la flori de mar (A), gutui (B) si par (C).

Pe lastari simptomele bacteriozei au fost depistate incepand cu faza lor initiald de crestere si pana in luna
august, cand conditiile climatice erau favorabile pentru multiplicarea si raspandirea agentului patogen. Initial
la mar si gutui frunzele apéreau cu brunificatii de-a lungul nervurilor, urmate de necrozarea acestora. Astfel
de simptome au fost depistate si la par, deosebindu-se prin culoarea negricioasa a tesutului afectat. Dupa pier-
derea turgescentei lastarii ofiliti se Indoiau, capatand forma ,,carjei de pastor” caracteristicd focului bacterian
(Fig.2 A, B, O).
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Fig.2. Lastari incovoiati in forma de ,,carja de pastor” la par (A), mar (B), gutui (C).

La atacuri puternice pomii pareau a fi arsi, ceea ce constituie un simptom important pentru detectarea la
distanta a plantelor bolnave (Fig.3 A, B, C). Pe parcursul examinarii pomilor am depistat lastari afectati siste-
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mic, varfurile carora la inceput de ofilire prezentau pigmentare gélbuie, iar ,,carja de pastor” fiind Inregistrata
mai des In perioada cresterii active a lastarilor.

Fig.3. Lastari afectati de focul bacterian la mar (A), gutui (B) si par (C).

Pe lastari si ramuri mai vechi au fost frecvent fixate ulceratii si exsudari (Fig.4 A si B). Prin indepartarea
scoartei de la ramuri, din zona limitrofa leziunilor, depistam tesuturi brun-roscate (Fig.4 C).

L “‘ u_t

Fig.4. Exsudat bacterian la suprafata lastarilor de mar (A si B) si cu tesut brun-roscat sub scoartd (C).

i

Fructele de mar infectate prezentau initial o inrosire prematurd in zona putreda, In cazul soiurilor cu pulpa
rosie, si o intunecare a tesutului la soiurile verzi. Perele prezentau de-a lungul zonei necrotice o margine verde-
inchis, hidrozata, care a fost observata si in urma infectiei artificiale in conditii de camp, unde simptomele
bolii au aparut dupad doua zile de la infectare, manifestandu-se prin intunecarea tesuturilor in zona inoculata
si aparitia exsudatului bacterian. Fructele sau mumifiat dupa 144 de ore de la inoculare, rimanéand atasate de
ramuri [38] (Fig.5).

N O N TSN ' i
Fig.5. Fructe de mar (A si B) si par (C si D) afectate de focul bacterian al rozaceelor.

Tesuturile infectate de multe ori exsudau picaturi de lichid, initial alb-cremoase, care pe masura imbatra-
nirii deveneau chihlimbarii. Deseori tesutul afectat prezenta si filamente cu aspect de retea vatoasd, incolora

(Fig.6).
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Fig.6. Picaturi de exsudat bacterian pe suprafata tesuturilor infectate.

Exsudatul bogat in germeni patogeni, prin scurgeri pe alte ramuri sau trunchi, infecteaza alte zone ale
pomilor [39]. Aceste scurgeri atrag si insectele, care transmit bacteria pe alte plante sdnatoase. Trunchiul cu
eventuale rani, punctul de altoire si portaltoiul sunt porti de acces al bacteriei in interiorul pomului. Zona in-
fectatd a portaltoiului aparea hidrozatd, cu exsudat bacterian, iar tesutul de sub scoartd brun-rogcat. Simptomele
de foc bacterian la portaltoi pot fi usor confundate cu putrezirea coletului, produsa de ciuperca Phytophthora
cactorum (Leb. et Cohn.) Schrot [40].

Din probele cu simptome de bacterioza au fost obtinute izolate bacteriene, care pe mediile de nutritie au
format colonii caracteristice pentru E. amylovora. Pe mediul CCT peste 48 de ore coloniile erau violete-pal,
rotunde, convexe, netede, cu centrul mai dens, devenind dupa 72 de ore mucoide. Pe mediul King B, dupa
48 de ore se formau colonii mici, alb-murdare, rotunjite, putin bombate, iar prin expunere la raze UV, dupa
72 de ore de incubare, nu prezentau pigment fluorescent. Pe mediul Levan, peste 48 de ore am obtinut colonii
surii, rotunjite, puternic bombate, netede, ce deveneau mucoide peste 48-72 ore de incubare. Rezultate simi-
lare au fost obtinute si pentru martorul de referinta, cultivat in conditii identice pe aceleasi medii nutritive.

In rezultatul infectiilor incrucisate, simptome de foc bacterian au fost obtinute in toate variantele experi-
mentale, unde lastarii si fructele au fost infestate cu suspensii preparate din izolatele bacteriene si din martorul
de referinta (a se vedea Tabelul).

Tabel
Rezultate obtinute dupi inocularea incrucisata cu izolate bacteriene
din probe de mar, par si gutui

Cantitatea Simptome de foc bacterian depistate dupa
Iquatele Material utilizat ut1112at§, inoculare*
experimentate bucati la la la la
3 zile 4-5 zile 7 zile 10 zile
M1 — obtinut din Fructe verzi de par 9 + ++ ++ ()
proba de par Lastari de gutui 9 - + + ++
P9 — obtinut din Fructe verzi de mar 9 - + ++ ++
proba de mar Lastari de gutui 9 - + + ++
G12 — obtinut din Fructe verzi de par 9 + ++ ++ ()
proba de gutui Fructe verzi de mar 9 - + + ++
Control pozitiv — Fructe verzi de par 3 + ++ ++ )
tulpina de referinta | Fructe verzi de mir 3 - + + ++
E10 Lastari de gutui 3 - + + ++
Control negativ — Fructe verzi de par 3 - - - -
apa distilata sterila Fructe verzi de mar 3 - - - -
Lastari de gutui 3 - - - -

*+ = brunificatii; ++ = exsudat bacterian; (+) = brunificare totala a fructelor; - = lipsd de simptome.
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Conform rezultatelor prezentate in Tabel, simptome caracteristice focului bacterian la fructele de par au
aparut dupa trei zile de la inoculare, manifestate prin necroza tesutului, urmate de aparitia exsudatului si
brunificarea totald. La fructele de mar brunificarea tesutului in zona inoculatd a fost depistatd dupa 4 zile de
la inoculare, iar picaturile mici de exsudat dupa 7 zile. Simptome de necrozare a frunzelor lastarilor de gutui
au fost observate dupa 5 zile, iar indoirea varfului dupa 10 zile de la inoculare. Simptome similare au fost
observate si la materialul inoculat cu suspensia martorului de referinti. In cazul controlului negativ nu am
depistat simptome. Rezultatele obtinute dupa inocularea incrucisata atestd caracterul infectios al celor trei
izolate obtinute din probe de mar, par si gutui, fiind deci necesare un control fitosanitar cat mai riguros al
plantatiilor pomicole si aplicarea urgentd a masurilor de protectie in cazul depistirii simptomelor de foc
bacterian.

Dupa 7 zile de incubare a fructelor de mar am depistat zone necrozate cu picaturi de exsudat in locul
inocularii celor trei izolate cercetate si a tulpinii martor E10. Prin sectionarea fructelor am depistat brunificatii
interne cauzate de difuzia bacteriei, ceea ce nu s-a produs 1n varianta control.

La utilizarea coloniilor bacteriene cu caractere morfologice caracteristice pentru E. amylovora au fost
observate brunificatii ale frunzelor ca simptome primare, urmate de indoirea varfului lastarilor de gutui, for-
mand asa-numita ,,carja de pastor” si picaturi de exsudat bacterian, care constituie simptomele de baza ale
focului bacterian al rozaceelor la culturile pomicole.

Din fructele si lastarii cu simptome de foc bacterian, aparute in rezultatul inocularii artificiale, au fost pre-
gatite maceratele si efectuate Tnsamantari in cutii Petri pe mediile de nutritie specifice agentului fitopatogen.
Dupa trei zile de incubare la 27°C, pe toate mediile de culturd am obtinut colonii cu morfologie specifica
bacteriei E. amylovora, conform descrierilor din standardul EPPO - PM 7/20.

Simptomele caracteristice focului bacterian, aparute pe fructele si lastarii infectati, dovedesc natura viru-
lenta a izolatelor utilizate si capacitatea unui inocul bacterian, prezent la o specie sdimantoasa, de a initia rapid
boala, in conditii de mediu favorabile, la restul culturilor pomicole.

Concluzii

1. Este confirmata prezenta focului bacterian al rozaceelor la culturile de mar, par si gutui prin postulatele
lui Koch, generalizate conform urmaétoarelor criterii: 1) depistarea simptomelor de boald pe planta gazda;
2) izolarea bacteriei in cultura purd; 3) initierea infectiei prin inocularea unei plante gazda; 4) izolarea bacteriei
din planta inoculata simptomatica.

2. Aparitia simptomelor de foc bacterian depistate la plantele studiate si rezultatele obtinute la inoculérile
incrucisate ne permit sa constatdm caracterul Tnalt virulent al fitopatogenului Erwinia amylovora, prezent in
plantatiile pomicole simantoase de pe teritoriul Republicii Moldova.

3. In anii favorabili boala poate afecta toate partile aeriene ale plantelor.
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