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TARYBOS DIREKTYVA 93/85/EEB
1993 m. spalio 4 d.
dél bulviy Ziedinio puvinio kontrolés

EUROPOS BENDRIJU TARYBA,

atsizvelgdama | Europos bendrijos steigimo sutartj, ypa¢ i jos
43 straipsni,

atsizvelgdama  Komisijos pasitlyma (),
atsizvelgdama j Europos Parlamento nuomong (3,

atsizvelgdama | Ekonomikos ir socialiniy reikaly komiteto
nuomong (*),

kadangi bulviy auginimas uzima svarbig vieta Bendrijos Zemés
tikyje; kadangi bulviy derliui grésme nuolat kelia kenksmingi
organizmai;

kadangi, apsaugant bulviy augalus nuo tokiy kenksmingy orga-
nizmy, ne tik bus iSlaikytas gamybinis naumas, bet ir padidés
zemés ukio produktyvumas;

kadangi apsaugos priemonés, kuriomis siekiama, kad kenks-
mingi organizmai nepatekty i valstybés narés teritorijg, turés
tiktai ribotg poveiki, jeigu tokie kenksmingi organizmai tuo pat

C93,1993 4 2, 2

oL p. 12.
() OLC176,1993 6 28, p. 210.
OLC161,1993 6 14,p. 18

metu ir metodiskai nebus kontroliuojami visoje Bendrijoje ir
nebus uzkirstas kelias jiems isplisti;

kadangi vienas i§ kenksmingy organizmy bulvése yra Clavibacter
michiganensis (Smith) Davis et al. ssp.sepedonicus (Spieckermann et
Kotthoff) Davis et al., patogeninis bulviy Ziedinio puvinio ligos
sukéléjas; kadangi i liga buvo uzregistruota kai kuriose Bend-
rijos vietose ir tam tikry riboty ligos Zidiniy vis dar esama;

kadangi visoje Bendrijoje iSlicka gana didelis pavojus bulviy
paséliams, jeigu nebus imtasi veiksmingy priemoniy aptikti $ig
ligg ir nustatyti jos iSplitima, uzkirsti kelig jai atsirasti ir i$plisti,
o ja aptikus — uzkirsti kelig jos plitimui ir kontroliuoti, siekiant
ja i$naikinti;

kadangi, to siekiant, Bendrijoje reikia imtis tam tikry prie-
moniy; kadangi be to, jeigu reikia, valstybés narés privalo imtis
papildomy arba grieztesniy priemoniy, su salyga, kad nebus
trukdoma bulviy siunty judéjimui Bendrijoje, iSskyrus atvejus,
numatytus 1976 m. gruodzio 21 d. Tarybos direktyvoje
77|93/EEB dél apsaugos priemoniy, skirty apsisaugoti nuo
augalams arba augaliniams produktams kenksmingy organizmy
jvezimo | valstybes nares (*); kadangi tokios priemonés turi bati
pranestos kitoms valstybéms naréms ir Komisijai;

kadangi 1980 m. birzelio 24 d. Tarybos direktyvoje
80/665/EEB d¢l bulviy Ziedinio puvinio kontrolés (°) nustatytos
bitiniausios priemonés, kuriy valstybés narés turi imtis nuo
bulviy Ziedinio puvinio;

() OLL 26,1977 1 31, p. 20. Direktyva su paskutiniais pakeitimais,
padarytais Komisijos ~direktyva ~ 92/103/EEB (OL L 363,
1992 12 11,p. 1).

() OLL 180,1980 7 14, p. 30.
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kadangi nuo to laiko supratimas apie bulviy Ziedinio puvinio
liga ir bulviy Ziedinio puvinio patogeno nustatymas i§ esmés
pasikeité;

kadangi Bendrijos augaly sveikatos priezitiros rezimo taikymas
Bendrijai kaip teritorijai be vidaus sieny lémé batinybe dar
karta iSnagrinéti ir persvarstyti kai kurias Direktyvos
80/665/EEB nuostatas;

kadangi, atlikus tokj pakartotinj nagrinéjimg, nustatyta, kad
Direktyvos 80/665/EEB nuostatos yra nepakankamos ir dél to
reikia tiksliau apibrézti priemones;

kadangi, esant tokiai padéciai, Direktyva 80/665/EEB turéty
buti panaikinta ir patvirtintos reikiamos priemonés;

kadangi tokiose priemonése turi bati atsiZvelgta, pirma, kad liga
gali bati latentiné ir nepastebéta auganciuose paséliuose bei
sandélivojamuose  stiebagumbiuose ir todél efektyviai jai
uzkirsti kelig galima tik auginant ir vartojant séklines
neuzkréstas bulves, ir, antra, kad norint aptikti liga reikalingi
sistemingi oficialdis tyrimai; kadangi patogeno i$plitimas augan-
Ciuose pasélivose néra svarbiausias veiksnys, taciau kadangi
patogenas gali islikti per ziemg savaime sudygusiuose bulviy
augaluose, tai yra pagrindinis infekcijos $altinis, plintantis
sezonas po sezono; kadangi patogenas daugiausiai plinta
bulvéms lie¢iantis su apkréstomis bulvémis bei su sodinimo,
kasimo ir apdorojimo jrenginiais arba vezimo bei sandéliavimo
talpyklomis, kurie buvo organizmo apkrésti jy ankstesnio
saly¢io metu su apkréstomis bulvémis; kadangi tokie uzkrésti
objektai po tokio uzkrétimo gali kurj laikg islikti uzkre¢iandiais;
kadangi patogeno plitimg galima sumaZinti arba sustabdyti
tokius objektus dezinfekuojant; kadangi bet koks panasus
sekliniy bulviy uzkrétimas kelia didziulj patogeno isplitimo
pavoju;

kadangi, valstybéms naréms nustatant tokiy bendryjy prie-
moniy detales, taip pat ir tvirtinant grieZtesnes ar papildomas
priemones, skirtas apsisaugoti nuo patogeno jveZimo i jy teri-
torija, pageidautina, kad valstybés narés glaudziai bendradar-
biauty su Komisija Augaly sveikatos nuolatiniame komitete
(toliau Komitetas),

PRIEME SIA DIREKTYVA;:

1 straipsnis

Sia direktyva numatomos priemonés, kuriy turi imtis valstybés
narés nuo Clavibacter michiganensis (Smith) Davis et al. ssp. sepe-
donicus (Spieckermann et Kotthoff) Davis et al., bulviy Ziedinio
puvinio sukéléjo (toliau bakterija) norint:

a) ja aptikti ir nustatyti jos i$plitima;

b) uzkirsti kelig jai atsirasti ir i$plisti ir

c) aptikus ja, uzkirsti kelig jai plisti ir kontroliuoti, stengiantis
ja isnaikinti.

2 straipsnis

1. Valstybés narés atlieka sistemingus oficialius tyrimus,
ieskant bakterijos stiebagumbiuose ir, kur tikslinga, bulviy
augaluose (Solanum tuberosum L.), auginamuose jy teritorijoje,
norédamos jsitikinti, ar tokios bakterijos néra.

Siems tyrimams, imant stiebagumbiy méginius oficialiam ar
oficialiai prizitirimam laboratoriniam tyrimui, tikrinamos
séklinés ir kitos bulvés, pageidautina i§ sandéliuojamy partijy,
taikant metoda bakterijai aptikti ir diagnozuoti, apibtdintg I
priede. Be to, kur tikslinga, galima atlikti oficialy arba oficialiai

bagumbius.

Su augalais $iuos tyrimus reikia atlikti taikant tam tikrus
metodus ir méginiai tiriami atitinkamais oficialiais arba oficia-
liai prizitirimais tyrimais.

Meéginiy skaiciy, kilme, stratifikacijg ir jy émimo laikg nustato
atsakingosios oficialios istaigos, kaip apibrézta Direktyvoje
77/93[EEB, remdamosi pagristais moksliniais ir statistiniais
principais bei bakterijos biologija ir atsizZvelgdamos j konkreciy
valstybiy nariy bulviy auginimo tradicijas. Todél tyrimy detalés
kasmet pateikiamos kitoms valstybéms naréms ir Komisijai,
norint uztikrinti panasy valstybiy nariy gebéjimo uZtikrinti, kad
bakterija neaptikta, lygj.

2. Oficialiy tyrimy, numatyty 1 dalyje, rezultatai maziausiai
karta per metus praneSami kitoms valstybéms naréms ir Komi-
sijal. Sio prane$imo detalés yra konfidencialios. Jos gali bati
pateikiamos Komitetui Direktyvos 77/93/EEB 16a straipsnyje
nustatyta tvarka.

3. Direktyvos 77/93/EEB 16a straipsnyje nustatyta tvarka
gali bati priimtos tokios nuostatos:

— tyrimy, nurodyty anksciau pateiktoje 1 dalyje, detalés
nustatomos remiantis tvirtais moksliniais ir statistiniais
principais,

— prane$imo, nurodyto anksciau pateiktoje 2 dalyje, detalés.
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4. Direktyvos 77[93/EEB 16a straipsnyje nustatyta tvarka
priimamos tokios nuostatos:

— reikiamas tyrimy ir patikrinimy, nurodyty anksciau
pateiktos 1 dalies trecioje pastraipoje, metodas.

3 straipsnis

Valstybés narés uztikrina, kad apie jtariamg ar patvirtinta bakte-
rijos buvimg bulviy augaluose ir stiebagumbiuose, arba nukas-
tuose, laikomuose ar parduotuose jy teritorijoje stiecbagum-
biuose bty pranesama jy paciy atsakingosioms oficialioms
jstaigoms.

4 straipsnis

1. Itariamo buvimo atvejais atsakingosios oficialios valstybés
narés, kurioje apie tokius atvejus buvo informuota, istaigos
taikant metoda, nustatyta I priede, ir pagal salygas, nurodytas II
priedo 1 punkte, norint patvirtinti arba paneigti jtariama
buvima. Pirmuoju atveju taikomi reikalavimai, nustatyti II
priedo 2 punkte.

2. Laukiant, kol bus patvirtintas arba paneigtas jtariamas
paplitimas pagal 1 dalj, tais atvejais, kai paplitimas jtariamas ir
kai:

i) jtariami diagnozuojami vizualiniai ligos simptomai pama-
tomi arba

i) gauti teigiami imunofluorescencinio tyrimo, kaip aprasyta I
priede, arba kito tinkamo tyrimo rezultatai,

atsakingosios valstybiy nariy institucijos:

a) uzdraudzia visy partijy ar siunty, i§ kuriy buvo paimti
meéginiai, judéjima, iSskyrus atvejus, kai tai yra jy kontro-
liuojama ir su salyga, kad buvo imtasi priemoniy, jog néra
pavojaus bakterijai i$plisti;

b) imasi priemoniy nustatyti pirminj paplitimo Saltinj;

¢) pagal jvertinto pavojaus lygj taiko reikiamas papildomas
atsargumo priemones, siekiant uzkirsti kelia bakterijai
igplisti. Sioms priemonéms gali biiti priskiriama oficiali visy
kity stiecbagumbiy arba augaly, esanciy patalpose ar uz
patalpy riby, kur buvo jtariama liga, judéjimo kontrolé.

3. Direktyvos 77[93/EEB 16a straipsnyje nustatyta tvarka
gali bti patvirtinta:

— priemonés, minimos anks¢iau minimos 2 dalies ¢ punkte.

4. Direktyvos 77/93/EEB 16a straipsnyje nustatyta tvarka
gali bati patvirtinta:

— kitas tinkamas tyrimas, nurodytas anks¢iau minimos
2 dalies ii punkte.

5 straipsnis

1. Jeigu oficialiu ar oficialiai prizitrimu laboratorijos patikri-
nimu, taikant metoda, nurodytg 1 priede, patvirtinamas bakte-
rijos buvimas stiebagumbiy, augaly ar augaly daliy méginiuose,
valstybés narés atsakingosios institucijos, atsizvelgdamos |
pagristus mokslinius principus, bakterijos biologija ir konkre-
¢ias gamybos, prekybos ir perdirbimo sistemas toje valstybéje
naréje:

a) laiko uzkréstais stiebagumbius ar augalus, siuntg ir (arba)
partija, jrenginj, transporto priemone, laiva, sandélj ar jo
dalis ir bet kokius kitus objektus, jskaitant pakuote, i§ kur
buvo paimtas méginys ir, kur tikslinga, auginimo vieta (-as)
bei lauka (-us), kur tie stiebagumbiai ar augalai buvo
nukasti;

b) atsizvelgdamos | I priedo 1 punkto nuostatas, nustato
galimo uzkrétimo mastg per uzkréstos produkcijos salytj su
gamybos linija iki derliaus nuémimo arba po jo;

¢) remdamosi nustatytu uzkrétimu pagal a punkts, galimu
uzkrétimo masto nustatymu pagal b punkts, ir galimu
bakterijos i$plitimu, atsizvelgiant | Il priedo 2 punkto
nuostatas, pazenklina teritorijos ribas.

2. Pagal Ill priedo 3 punkto nuostatas valstybés narés nedels-
damos pranesa kitoms valstybéms naréms ir Komisijai apie bet
kokj uzkrétimg, nustatytg pagal 1 dalies a punktg ir teritorijos
riby pazenklinimo detales pagal 1 dalies ¢ punkta.

Sio pranesimo detalés yra konfidencialios. Jas galima pateikti
Komitetui Direktyvos 77[93/EEB 16a straipsnyje nustatyta
tvarka.

3. Po Sio pranesimo pagal 2 dalj ir minétas jos sudétines
dalis, kitos valstybés narés, i$vardytos pranesime, prireikus
nustato uzkrétima, galimo uzkrétimo mastg ir paZenklina teri-
torijos ribas atitinkamai pagal 1 dalies a, b ir ¢ punktus.
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6 straipsnis

Valstybés narés nurodo, kad nustacius, jog stiebagumbiai arba
augalai buvo uzkrésti pagal 5 straipsnio 1 dalies a punkts,
bulviy, kurios klonavimu susij¢ su uzkréstomis bulvémis,
atsargos buty patikrintos pagal 4 straipsnio 1 dalj. Patikri-
namas toks stiebagumbiy ar augaly kiekis, kokio reikia pirmi-
niam infekcijos $altiniui ir galimo uzkrétimo mastui nustatyti,
pageidautina, pagal rizikos laipsni.

Po $io patikrinimo, prireikus nustatomas uzkrétimas, galimo
uzkrétimo mastas ir paZenklinama uZzkrésta teritorija atitin-
kamai pagal 5 straipsnio 1 dalies a, b ir ¢ punktus.

7 straipsnis

1. Valstybés narés nurodo, kad stiebagumbiai ar augalai,
nustatyti uzkréstais pagal 5 straipsnio 1 dalies a punktg, negali
bati sodinami ir, kad atsakingosioms institucijoms kontroliuo-
jant:

— jie bty sunaikinami arba

— jie baty Salinami kitais badais, naudojantis oficialiai
nuostatas, su salyga, kad yra uztikrinama, jog nebus didelio
pavojaus bakterijai i$plisti.

2. Valstybés narés nurodo, kad stiecbagumbiai ar augalai,
nustatyti galj bati uzkrésti pagal 5 straipsnio 1 dalies b
punkta, negali bati sodinami ir, nepazeidziant patikrinimo,
minimo 6 straipsnyje dél su klonavimu susijusiy atsargy, rezul-
taty, kontroliuojant atsakingosioms oficialioms jstaigoms bty
atitinkamai panaudojami arba $alinami kaip nurodyta IV priedo
2 punkte, tokiu biidu, kad nekilty rimto pavojus bakterijai
isplisti.

3. Valstybés narés nurodo, kad bet koks jrenginys, trans-
porto priemoné, laivas, sandélis ar jo dalys ir bet kokie kiti
objektai, jskaitant pakuote, nustatyti uZzkréstais pagal
5 straipsnio 1 dalies a punkty, arba nustatyti galintys bati
uzkrésti pagal 5 straipsnio 1 dalies b punkta, bty sunaiki-
nami arba valomi ir dezinfekuojami, taikant reikiamus
metodus, nurodytus IV priedo 3 punkte. Atlikus dezinfekcijg,
bet kurie i§ siy objekty daugiau néra laikomi uzkréstais.

4. Nepazeidziant priemoniy, jgyvendinty pagal 1, 2 ir
3 dalis, valstybés narés nurodo, kad teritorijoje, paZenklintoje
pagal 5 straipsnio 1 dalies ¢ punkty, biity jgyvendintos prie-
mongs, kaip numatyta IV priedo 4 punkte.

8 straipsnis

1. Valstybés narés nurodo, kad séklinés bulvés atitikty Direk-
tyvos 77/93[EEB reikalavimus ir bity tiesiogiai i$vestos is
gautos pagal oficialiai patvirtintg programg medziagos, kurioje
bakterija nebuvo aptikta, atlikus oficialy arba oficialiai

prizitirimg patikrinima, taikant metoda, nustatytg I priede.

Anks¢iau minimas patikrinimas atlickamas:

— tais atvejais, kai uzkrétimas paveikia sékliniy bulviy
auginima, pradinio klonavimo selekcijos augaluose,

— Kkitais atvejais, pradinio klonavimo selekcijos augaluose arba
tipiniuose elitiniy sékliniy bulviy arba ankstesniy daugi-
nimy méginiuose.

2. Direktyvos 77[93/EEB 16a straipsnyje nustatyta tvarka
gali baiti patvirtinama:

— i$samios $io straipsnio 1 dalies antrosios pastraipos pirmo-
sios jtraukos taikymo taisykleés,

— taisyklés, skirtos tipiniams méginiams, numatytiems $io
straipsnio 1 dalies antrosios pastraipos antroje jtraukoje.

9 straipsnis

Valstybés narés uzdraudzia laikyti ir naudoti bakterijg.

10 straipsnis

Nepazeisdamos Direktyvos 77/93/EEB nuostaty, valstybés narés
gali leisti eksperimentiniais ar moksliniais tikslais ir veisliy
selekcijos darbui nukrypti nuo priemoniy, minimy $ios Direk-
tyvos 6, 7 ir 9 straipsniuose, jei tokios nukrypti leidziancios
nuostatos nepazeidzia bakterijos kontrolés ir nekyla pavojaus
bakterijai i3plisti.

11 straipsnis

Valstybés narés gali patvirtinti tokias papildomas arba griez-
tesnes priemones, kuriy gali prireikti kovai su bakterija arba
uzkirsti kelig jai plisti, jeigu jos atitinka Direktyvos 77/93/EEB
nuostatas.

Papildomos priemonés, minimos pirmoje pastraipoje, gali
apimti nurodyma sodinti tik tas séklines bulves, kurios yra
oficialiai sertifikuotos arba oficialiai patikrintos tam, kad
atitikty reikalaujamus augaly sveikatos standartus. Pastarieji
visy pirma gali biti taikomas tada, kai tikininkams leidZiama jy
paciy tkiuose sodinti séklines bulves, kurias jie patys nukasé
arba iSaugino.
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[§sami informacija apie tokias priemones pateikiama kitoms
valstybéms naréms ir Komisijai.

12 straipsnis

Sios direktyvos priedy pakeitimai, kurie bus atlikti plétojantis
mokslinéms ir techninéms Zinioms, priimami Direktyvos
77/97[EEB 16a straipsnyje nustatyta tvarka.

13 straipsnis

1. Valstybés narés priima ir paskelbia nuostatas, kurios,
isigaliojusios iki 1993 m. lapkri¢io 15 d., igyvendina $ig
direktyva. Apie tai jos nedelsdamos pranesa Komisijai.

Valstybés narés, tvirtindamos $ias nuostatas, daro jose nuoroda

i sia direktyva arba tokia nuoroda daroma jas oficialiai skel-
biant. Nuorodos darymo tvarka nustato valstybés narés.

Valstybés narés Sias nuostatas taiko nuo 1993 m. lapkricio

16 d.

2. Valstybés narés pateikia Komisijai $ios direktyvos taikymo
srityje priimty nacionalinés teisés akty pagrindiniy nuostaty
tekstus. Apie tai Komisija pranesa kitoms valstybéms naréms.
14 straipsnis
Direktyva 80/665/EEB panaikinama nuo 1993 m. lapkricio
16 d.
15 straipsnis

Si direktyva skirta valstybéms naréms.

Priimta Liuksemburge, 1993 m. spalio 4 d.

Tarybos vardu
Pirmininkas
W. CLAES
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I PRIEDAS

BAKTERINIO ZIEDINIO PUVINIO SUKELEJO CLAVIBACTER MICHIGANENSIS (Smith) Davis et al. ssp. SEPE-
DONICUS (Spieckermann et Kotthof) Davis et al. NUSTATYMO IR DIAGNOZAVIMO BULVIY STIEBA-

1.1.

1.2.

3.1.

3.2

3.3.

GUMBIUY PARTIJOSE METODIKA
Kiigio formos audiniy gabaliuky i§émimas

Nuplaunama 200 stiebagumbiy po tekanciu vandeniu ir pasalinamas epidermis, esantis apie kiekvieno stieba-
gumbio virsiing, naudojant nuolat dezinfekuojama skalpelj arba bulviy skutimo peilj; dezinfekuoti galima
pamerkus peilj { 70 % etanolj ir uzdegus.

Atsargiai skalpeliu arba bulviy skutimo peiliu ipjaunami kigio formos audinio gabaliukai i§ stiebagumbio
virstinés. Nevaskuliarinio audinio turi bati kiek galima maziau. Atskirti méginiai turi bati apdoroti per 24
valandas (7r. 3 dalj) arba laikomi —20 °C temperatiiroje ne ilgiau kaip dvi savaites.

Vizualiné apZiiira ieSkant Ziedinio puvinio simptomy

Atskyrus meginius, kiekvienas stiebagumbis perpjaunamas skersai ir apZitirima, ar néra Ziedinio puvinio simp-
tomy.

Stiebagumbis suspaudziamas ir apzitirima, kaip atrodo i$siskiriancios i§ vaskuliarinio audinio sultys.

Pirminiai simptomai yra tam tikras audinio skaidrumas arba persvieciamumas, neminkstéjimas aplink vaskulia-
ring sistema, ypa¢ prie virsiinés. Vaskuliarinis Ziedas prie virstnés gali bati Siek tiek tamsesnés spalvos negu
paprastai. Pirmasis lengvai nustatomas simptomas — vaskuliarinis Ziedas yra gelsvas, o $velniai paspaudus
gumbg i§ indy pradeda sunktis j siirio konsistencija panasi medziaga. Sioje besisunkiancioje medziagoje yra
milijonai bakterijy. Sioje stadijoje vaskuliarinis audinys gali paruduoti. 1§ pradziy Sie simptomai gali biti
matomi tik vienoje zZiedo dalyje, nebitinai prie vir§ings, ir palaipsniui gali i3plisti visame Ziede. Uzkratui plin-
tant, Ziiva vaskuliarinis audinys; iSoriné Zievés dalis gali atsiskirti nuo vidinés Zievés. Vélesnése infekcijos stadi-
jose stiebagumbio paviriuje atsiranda jtrikimy, kuriy pakras¢iai daznai biina raudonai rudi. Antriné grybiné
arba bakteriné invazija gali uzmaskuoti simptomus ir gali bati sunku, netgi nejmanoma, atskirti vélyvuosius
ziedinio puvinio simptomus nuo kity stiebagumbiy puviniy.

Méginiy paruoSimas daZyti Gramo biidu, imunofluorescenciniam (IF) daZymui ir baklaZano testui

Meéginiai homogenizuojami iki visisko maceravimo tirpiklyje, kuris nebiity toksiskas Corynebacterium sepedonicum
(pavyzdziui, 0,05 M fosfatiniame buferiniame valgomosios druskos tirpale (PBS) pH 7,0) maZesnéje negu
30 °C temperatiiroje; rekomenduojama taip pat jpilti netoksisko deflokulianto, taip pat gali prireikti netoksisko
prieSpucio (1 ir 2 priedéliai). Reikéty vengti per ilgo maceravimo.

Bakterijos i§ homogenizuoto tirpalo i§skiriamos vienu i§ nurodyty bady ()):

A. a) Centrifuguojamal0 minudiy, esant 180 g.

b) Gautas centrifugatas 10 minuciy centrifuguojamas esant ne maZziau kaip 4000 g. Dekantuojama, centri-
fugatas i$pilamas.

B. a) LeidZiama maceratui pastoveéti 30 minuciy, kol audiniy dalelés nuséda. Skystis dekantuojamas nesu-
drumstus nuosédy.

b) Skystis filtruojamas perliejant per filtravimo popieriy (Whatman Nr. 1), jdétg j stiklo filtrg (Nr. 2 = 40—
100pm), naudojant vakuuminj vandens siurblj. Filtratas surenkamas j centrifugos vamzdj. Filtras i§plau-
namas steriliu PBS, kol susidarys ne daugiau kaip 35 ml filtrato.

¢) Filtratas centrifuguojamas 20 minuciy, esant ne maZiau kaip 4 000 g.

Granulé suspenduojama steriliame 0,01 M fosfato buferiniame tirpale pH 7,2 (2 priedélis), kad visas kiekis
sudaryty mazdaug 1 ml. Padalijama j dvi lygias dalis, viena dalis atidedama kaip pamatiné¢ — uzsaldoma iki -
20 °C (3 arba panaudojant liofilizacijg. Likusioji dalis padalijama pusiau — viena pusé IF testui ir Gramo
dazymui, kita — baklaZano testui.

(') Alternatyvy isskyrimo metodg 1984 m. pateiké Dinesen.
(3) Irodyta (Jane ir Van Vaerenberg, 1987), kad Saldant mazéja Corynebacterium sepedonicum gyvybingumas. Kad to neatsitikty, granulé
laikoma 10 % glicerolio tirpale.
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3.4.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

Siekiant i§vengti uzkrétimo, visi teigiami C. sepedonicus méginiai ir bandymai turi bati tiriami atskirai. Tai
taikoma IF skaidréms ir baklazano testams.

Dazymas pagal Gramg

Meéginiai i3 stiebagumbiy (2), kuriuose matyti skaidrumas, puvimas ar koks nors kitas jtartinas simptomas, bei
jy skiediniy (5.2.1) paruosiami dazyti pagal Gramg. Méginius reikia imti nuo apkreésty audiniy pakrasciy.

I§ zinomos C. sepedonicum kultiiros ir, jeigu jmanoma, natiraliai apkrésto audinio (5.1) paruoSiami tepinéliai
dazyti pagal Grama.

Nustatoma, kuriuose méginiuose yra biidingy gramteigiamy coryneform lasteliy. Paprastai C. sepedonicum lastelés
bina 0,8-1,2um ilgio ir 0,4—0,60pm plocio.

Teisinga spalvinimo tvarka yra pateikiama 3 priedélyje.

Natiiralios infekcijos arba neseniai i§skirty kultiiry preparatuose daznai vyrauja kokinés lasteliy grandinés,
kurios paprastai yra Siek tiek maZesnés, negu lastelés i3 kity agaro kultiry. Daugumoje kultiiry terpiy C. sepedo-
nicum lastelés buna pleomorfinés coryneform lazdelés ir gali nulemti skirtingg Gramo reakcijg. Lastelés yra
pavienés, poromis su biidingomis ,alkiinémis®, tipiskomis lenkiamajam dalijimuisi, o kartais netaisyklingomis
grupémis, daZnai vadinamomis tvorelémis arba kiny hieroglifais.

IF tyrimo schema

Naudojamas antiserumas C. sepedonicum padermei — ATCC 33113 (NCPPB 2137), arba NCPPB 2140. Jis turi
turéti IF titra, didesnj kaip 1:600. Atlickamas vienas kontrolinés skaidrés PBS tyrimas, norint nustatyti, ar fluo-
resceino izotiocianato anti-rabbit imunoglobulininis junginys (FITC) nesijunia su bakterijy lastelémis. Corynebac-
terium sepedonicum (ATCC 33113 (NCPPB 2137), NCPPB 2140) reikia atlikti kontrolinj homologinj antigeno
tyrimg naudojant atskirg skaidre. Nattiraliai uzkréstas audinys (palaikomas liofilizacijos biidu arba uzsaldytas iki
-20 °C) turi bati naudojamas, kai jmanoma, kaip panasus kontrolinis tos pacios skaidrés tyrimas (2 pav.).

Darbo eiga

Galutiné granulé nuosekliai 3 kartus deSimteriopai (10!, 102, 10°) praskiedziama distiliuvotame vandenyje (1
pav.).

Pipete uzlasinamas iSmatuoto standartinio kiekvienos granulés tirpalo arba C. sepedonicum suspensijos (mazdaug
10¢ lasteles/ml) kiekis, kurio pakanka uzdengti langelj (mazdaug 25 pl) i daugiataskes skaidrés langelius kaip
parodyta 1 pav.

1pav.

Méginio ir PBS kontroliné skaidré
Neatskiestas méginys Atskiestas méginys

A A
' I

1:10 1:100 1:1 000

OO00O0
OOO0O0OO]|.

> Du egzemplioriai

- /
T ~
Fosfatinis Tam tikru santykiu atskiestas antiserumas
buferinis
valgomosios
druskos

tirpalas (PBS)



138

Europos Sgjungos oficialusis leidinys

03/15 t.

5.2.4.

5.2.5.

5.2.6.

5.2.7.

5.2.8.

5.2.9.

5.2.10.

5.2.11.

2 pav.

Teigiama kontroliné skaidré

«— C Bakﬁterija
C10°/ml

— Teigiamas bulvés
ckstraktas

r1r 1 1 1

1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200

Antiserumo skiedinys

Atitinkami langeliai padengiami C. sepedonicum antiserumu rekomenduojamais skiediniais, 0,01 M PBS pH 7,2
(2 priedélis) kaip parodyta 1 paveikslélyje. (Naudojamas PBS FITC kontrolei.) Darbinis serumo skiedinys turi
sudaryti mazdaug puse IF titro. Jeigu norima naudoti kitus antiserumo skiedinius, reikia paruosti atskiras skai-
dres kiekvienam naudojamam skiediniui.

Inkubuojama drégnoje kameroje aplinkos temperatiiroje 30 minuciy.

Gerai praskalaujama 0,01 M PBS pH 7,2. Plaunama penkias minutes tris kartus vis nauju kiekiu 0,01 M PBS
pH 7,2.

Kruop3ciai pasalinamas drégmes perteklius.

Kiekvienas langelis padengiamas FITC junginiu tame paciame skiedinyje, naudojamame nustatyti titra ir inku-
buojama 30 minuciy tamsioje drégnoje kameroje aplinkos temperattiroje.

Praskalaujama ir i$plaunama kaip anks¢iau.

[ kiekvieng langelj iladinama mazdaug 5-10 pl 0,1 M fosfaty buferuoto glicerino pH 7,6 (arba panasaus tirpalo,
kurio pH ne mazesnis kaip 7,6) ir uzdengiama dengiamuoju stiklu (2 priedélis).

Apzitrima mikroskopu su epifluorescenciniu $viesos Saltiniu ir filtrais, tinkamais darbui su FITC. Tinkamas
didinimas yra 400-1000 karty. Replikuoti langeliai Nuskaitomi dviem diametrais staciais kampais ir aplink
langelio perimetrus.

leskoma fluorescuojanciy Igsteliy teigiamuose kontroliniuose méginiuose ir nustatomas titras. leSkoma fluores-
cuojanciy lasteliy FITC/PBS kontroliniame langelyje ir, jeigu ten jy néra, pereinama prie tirlamyjy langeliy.
Maziausiai desimtyje mikroskopo lauky nustatomas vidutinis morfologiskai tipisky fluorescuojanciy lasteliy
skaiCius viename lauke ir apskaiciuojamas jy skaicius vienam ml nepraskiestos granulés (4 priedélis).

Yra keletas problemy, badingy imunofluorescenciniam tyrimui.

— Bulviy granulése gali atsirasti foniniy fluorescuojanciy lasteliy populiacijy, turinciy netipiska morfologija, ir
susikryzminanciy saprofitiniy bakterijy, kuriy dydis ir morfologija yra panasiis i Clavibacter michiganensis
ssp. sepedonicus. Atkreipiamas démesys tik j tipisko dydzio ir morfologijos fluorescuojancias lasteles.

Dél sukryzminimo reakcijos galimybés méginius, kuriy imunofluorescencinis tyrimas yra teigiamas, reikia
dar kartg istirti, naudojant kitg antiseruma.

— Sio metodo techniné aptikimo riba yra nuo 103 iki 10* Iasteliy vienam ml nepraskiestos granulés. Méginiai
su IF tipiskais lasteliy skaiiais, esant aptikimo ribai, paprastai yra neigiami C. m. ssp. sepedonicus, taciau juos
galima istirti baklazano testu.
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6.1.

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.3.

6.3.2.

6.4.

6.4.1.

Neigiamas imunofluorescencinis tyrimas yra nustatomas bet kuriam meéginiui, kuriame neaptiktos morfolo-
giskai tipiskos fluorescuojancios lgstelés. Méginiai laikomi neuzkrésti Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.

Baklazano testo atlikti nereikia.

Teigiamas imunofluorescencinis tyrimas yra nustatomas bet kuriam méginiui, kuriame aptiktos morfologiskai
tipiskos fluorescuojancios lastelés.

Meéginiai, kuriems nustatomas teigiamas imunofluorescencinis tyrimas, naudojant abu antiserumus, laikomi
potencialiai uzkresti Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.

Baklazano testg reikia atlikti visiems méginiams, kurie laikomi potencialiai uzkrésti.

BaklaZano testas

[$samiau apie kultaras, zitirékite 5 priedél;.

Granulé padalijama, kaip apradyta 3.3 punkte, maZiausiai 25 baklazanams, kai yra trecio lapelio stadija (5 prie-
délis), taikant vieng toliau pateikty metody (6.2, 6.3 arba 6.4).

Inokuliavimas j jpjovg (I)

Kiekvienas vazonélis pastatomas horizontaliai (iSplésto polistirolo blokas, i§ kurio vieno pavirsiaus pasalintas
5 cm gylio, 10 cm plocio ir 15 cm ilgio gabalas (3 pav.) atitinka 10 cm vazonélj (3 pav.). Kiekvienam
tirlamam méginiui tarp stiebo ir bloko turi biti jstatyta sterilaus aliuminio folijos juostelé. Augala galima prilai-

kyti gumine juosta apjuosus bloka.

Skalpeliu padaroma isilginé arba Siek tiek jstriza 0,5-1,0 cm ilgio ir mazdaug trijy ketvirciy stiebo skersmens
gylio jpjova tarp seklaskil¢iy ir pirmojo lapelio.

Ipjova prapleciama skalpelio geleztés smaigaliu, nuo granulés inokuliantas imamas ir tepamas kosmetiniu pies-
tuku arba plonu dailininko teptuku. Likusi granulé paskirstoma ant visy baklazany.

Naudojant 2 ml 3virksta, jpjova uZtepama steriliu vazelinu.

3 pav.

Inokuliavimas j jpjovg (II)

Laikant augalg tarp dviejy pirSty, granulés suspensijos lasas (mazdaug 5-10 pl) pipete uzlasinamas ant stiebo
tarp séklaskilciy ir pirmojo lapelio.

Steriliu skalpeliu padaroma i3ilginé (mazdaug 5° kampu) 1,0 cm ilgio ir mazdaug 2/3 stiebo storio gylio jpjova,
pradedant jpjova nuo granulés suspensijos laso.

Naudojantis §virkstu jpjova uztepama steriliu vazelinu.

Inokuliavimas Svirkstu

Nelaistyti baklazany viena dieng pries inokuliacija, kad baty sumazintas turgoro spaudimas.
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6.4.2.  Baklazany augalai inokuliuojami tiesiai vir§ séklaskiléiy $virkstu su poodine adata (ne mazesne kaip 23G).
Granulé paskirstoma baklazanams.

6.5. Zinoma C. sepedonicum kultiira ir, kur jmanoma, natiiraliai uzkréstas stiebagumbiy audinys (5.1) jterpiamas i 25
augalus, taikant tg patj inokuliacijos metodg (6.2, 6.3 arba 6.4).

6.6. Sterilus 0,05 M PBS jterpiamas j 25 augalus, taikant tg patj inokuliacijos metoda (6.2, 6.3 arba 6.4).

6.7. Augalai tinkamomis sglygomis (5 priedélis) inkubuojami 40 dieny. Kas astuonias dienas reguliariai tikrinama,
ar neidryskés simptomy. Suskaiciuojamas augaly, kuriuose atsirado simptomy, skai¢ius. C. sepedonicum baklaza-
nams sukelia lapy vytima — i§ pradziy krastuose ir tarp gysly. Suvytes audinys i§ pradziy gali bati tamsiai Zalias
arba margas, taciau prie§ nekrozuodamas pasvies¢ja. Vytimo vietos tarp gysly daznai atrodo tarsi bty Slapios
riebaus skys¢io démés. Nekrotinio audinio pakrasciai daznai buna ryskiai geltoni. Augalai nebdtinai Ziva; kuo
ilgesnis laikotarpis iki pasirodant pirmiesiems simptomams, tuo didesné¢ galimybe, kad augalas isgyvens.
Augalai gali jveikti infekcija. Jauni baklazany augalai daug jautresni mazoms C. sepedonicum populiacijoms negu
vyresni augalai, todél reikia naudoti augalus, kai yra trecio lapelio stadija arba pries pat ja.

Vytima taip pat gali sukelti kity bakterijy arba gryby populiacijos stiebagumbio audinio granuléje. Tai gali bati
Erwinia carotovora subsp. carotovora ir E. carotovora subsp. atroseptica, Phoma exigua var. foveata, o taip pat ir
didelés saprofitiniy bakterijy populiacijos. Tokj apvytima galima atskirti nuo C. sepedonicum sukelto vytimo,
kadangi visi lapai arba visi augalai greitai vysta.

6.8. Paruosiami Gramo meéginiai (4) visoms baklazany, kuriuose atsirado simptomy, partijoms, panaudojant suvy-
tusiy lapy audiniy ir stieby audiniy dalis ir i$skiriami tinkamoje maistiniy medziagy terpéje (7). Baklazany lapy
ir stieby pavirsius dezinfekuojamas, nusluostant 70 % etanoliu.

6.9. Esant tam tikroms aplinkybéms, ypa¢ kai augimo sglygos néra pacios geriausios, gali biti, kad C. sepedonicum
igis latentinés infekcijos forma baklazanuose net po 40 dieny inkubacijos. Dél tokios infekcijos inokuliuoti
augalai gali nustoti augti ir prarasti energija. Jeigu IF testas laikomas teigiamu, galima nuspresti tirti toliau.
Todél labai svarbu palyginti visy tiriamy baklazany augaly augimo tempus sterilaus 0,05 M PBS kontroline
inokuliacija ir stebéti Siltnamio aplinkos sglygas.

Tolesnio tyrimo rekomendacijos yra tokios:

6.9.1.  Stiebai vir§ inokuliuotos vietos nupjaunami, lapai pasalinami.

6.9.2.  Stiebai maceruojami 0,05 M PBS pH 7,0, kaip aprasyta 3.1-3.2 punktuose.

6.9.3.  Dazyti Gramo budu (4) ir IF testui (5) panaudojama pusé granulés.

6.9.4.  Likusi pusé¢ panaudojama kitam baklazano testui (6), jeigu dazymo Gramo bidu ir (arba) IF testai teigiami.
Panaudojama Zinoma C. sepedonicum kultiira ir sterili 0,05 M PBS kontrolé. Jeigu kitame teste simptomai nepas-
tebimi, méginys turi bati laikomas neigiamu.

7. C. sepedonicum i$skyrimas

Diagnoze galima patvirtinti tiktai tada, jeigu C. sepedonicum yra i$skiriama ir nustatoma (8). Nors C. sepedonicum
yra sudétinga bakterija, ja galima i$skirti nuo simptominio audinio. Nepaisant to, ja gali uZgoZti greitai augan-
Cios saprofitinés bakterijos ir todél i§skyrimas tiesiai nuo stiebagumbio audinio granulés (3.3.) nerekomenduo-
jamas. Baklazanai yra puiki selektyvi mitybine terpé C. sepedonicum augti ir taip pat su jais galima puikiai atlikti
patvirtinamajj (bakterijos) Seimininko testa.

I3skirti reikia nuo visy, turin¢iy badingus simptomus, bulviy stiebagumbiy ir baklazany (4, 6). Kai reikia, atlie-
kamas baklazany stieby maceravimas, kaip nurodyta 3 ir 6.9 punktuose.
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7.1.

Suspensijos séjamos ant vienos i§ ivardyty terpiy: (formulés pateiktos 6 priedélyje:
maistingo dekstrozés agaro (tik subkultiirai),

mieliy peptono gliukozés agaro,

maistinio mieliy dekstrozés agaro,

mieliy ekstrakto mineraliniy drusky agaro.

Inkubuojama 21 °C temperatiroje iki 20 dieny.

C. sepedonicum auga létai, paprastai iSauga j segtuko smaigalio, kremines, skliautines kolonijas per 10 dieny.

Dar kartg séjama, stengiantis gauti gryna kultiirg.

Subkultiroje augimo tempai spartesni. Tipiskos kolonijos biina kreminés baltos arba dramblio kaulo spalvos,
apskritos, lygios, iskilios, iSgaubtos skliautinés, gleiviy skystumo, lygiais krastais ir paprastai 1-3 mm skers-
mens.

Identifikavimas

I§ sveiky arba uzkrésty bulviy ir baklazany galima iSskirti daugelj gramteigiamy coryneform bakterijy, kuriy
kolonijiniai tipai panasis | C. sepedonicum. Todél C. sepedonicum reikia nustatyti tokiais testais:

IF testas (5.1),
baklaZano testas,

maistiniy medziagy ir fiziologiniai testai (7 priedélis),
— oksidacijos/fermentacijos testas (O/F),

— oksidazés testas,

— augimas 37 °C temperatiiroje,

— ureazés gamyba,

— eskulino hidrolizé,

— krakmolo hidrolizé,

— pakantumas 7 % natrio chlorido tirpalui,

— indolo testas,

— katalazés testas,

— H2S gamyba,

— citrato isisavinimas,

— 7elatinos hidrolizé,

— riigstis i8: glicerino, laktozés, ramnozés ir salicino,
— dazymas pagal Grama.

Visi testai apima Zinoma C. sepedonicum kontrole. Maistiniy medziagy ir fiziologinius testus reikia atlikti naudo-

jantis inokuliantais i§ maistiniy agaro subkultiry. Morfologinius palyginimus reikia atlikti i§ maistiniy
dekstrozés agaro kultiry.

IF testui lgsteliy populiacijos turi bati sureguliuotos iki 109 lasteliy/ml. IF titras turi bati panasus | Zinoma C.
sepedonicum kultiirg.

Baklazano testui lasteliy populiacijos turi biiti sureguliuotos iki 107 lasteliy/ml. BaklaZano testus reikia atlikti su
10 augaly kiekvienam i§ testuojamy organizmy vél naudojant Zinoma C. sepedonicum kultiirg ir sterilaus
vandens kontrolg; su grynomis kultiiromis paprastai turi nuvysti per 20 dieny, taciau augalai, kuriuose simp-
tomy neaptinkama praé¢jus Siam laikui, turi bati inkubuojami i3 viso 30 dieny temperatiroje, sudarancioje
salygas baklazanams augti, taciau nevirsijancioje 30 °C (5 priedeélis). Jeigu po 30 dieny simptomy néra, negali
bati patvirtinta, kad kultiira yra patogeniné Corynebacterium sepedonicum forma.



142

Europos Sgjungos oficialusis leidinys

03/15 t.

Bandymas

OfF

Oksidaze

Katalazé

Nitraty redukcija
Ureazés veikla

H2S gamyba
Indolo gamyba
Citrato jsisavinimas
Krakmolo hidrolizé
Augimas esant 37°
Augimas 7 % NaCl
Zelatinos hidrolizé
Eskulino hidrolizé
Riigstis is:

— Glicerolio

— Laktozés

— Ramnozés

— Salicino

C. sepedonicum

inertiska arba silpnai oksidaciné

+
— arba silpna

+

— arba silpna
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1 priedélis

MACERAVIMO SKYSCIO SUDETIS, REKOMENDUOJAMA PAGAL LELLIOTT IR SELLAR, 1976

D C silikoninis priesputis MS A misinys (Hopkins & Williams Ltd,
Cat. Nr. 9964-25, Chadwell Heath, Essex, England)

Lubrol W drozlés (ICI Ltd)
Tetranatrio pirofosfatas

0,05 M fosfatinis buferinis druskos tirpalas pH 7,0 (2 priedélis)

2 priedélis
BUFERINIAI TIRPALAI

0,05 M fosfatinis buferinis druskos tirpalas pH 7,0

Sj buferinj tirpala galima naudoti stiebagumbiy audiniams maceruoti (2.1)
Na,HPO,

KH,PO,

Na(Cl

Distiliuotas vanduo iki

0,01 M fosfatinis buferinis druskos tirpalas pH 7,2

Sis buferis tirpalas naudojamas antiserumui praskiesti ir plauti IF skaidres
Na,HPO, 12H,0

Na,HPO, 2H,0

NaCl

Distiliuotas vanduo iki

0,1 M fosfatinis buferinis glicerolis pH 7,6

Sis buferinis tirpalas naudojamas kaip pagrindas sustiprinti fluorescencija IF teste

Na,HPO, 12H,0
Na,HPO, 2H,0
Glicerinas

Distiliuotas vanduo

10 ml

05¢g

lg
1 litras

426 g
272 g
80 g
1 litro

2,7 g
04 g
80 g
1 litro

32 ¢g

015 g
50 ml
100 ml
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3 priedelis
DAZYMAS GRAMO BUDU (HUKERIO MODIFIKACIJA) (DOETSCH, 1981 m.)

Kristalvioletino tirpalas
I3tirpinami 2 g kristalvioletino 20 ml 95 % etanolio.
Istirpinama 0,8 g amonio oksalato 80 ml distiliuoto vandens.

Sie du tirpalai sumaiSomi.

Lugolio jodas

Jodas 1g
Kalio jodidas 2g
Distiliuotas vanduo 300 ml.

Kietosios medziagos kartu sutrinamos griistuve. Supilama j vandenj ir uzdarame inde i§maiSoma, kad istirpty.

Safranino kontradaZymo tirpalas
Pradinis tirpalas:

Safraninas O 25 ¢
95 % etanolis 100 ml.

Sumai$oma ir laikoma.

PraskiedZiama: 1:10 norint gauti darbinj tirpalg.

Dazymo procediira

1. Paruosti tepinéliai iSdziovinami ore, po to pakaitinti fiksuojami.

Skaidreé pamerkiama i kristalvioletino tirpalg vienai minutei.

Perliecjama vandeniu i§ ¢iaupo.

Pamerkiama j Lugolio joda vienai minutei.

Perliecjama vandeniu i§ Ciaupo ir sausai i§dZiovinama.

I3blukinama, ladinant 95 % etanolj, kol spalva nebebluks arba atsargiai maiSant pamerkiama 30 sekundziy.
Nuplaunama vandeniu i§ ¢iaupo ir sausai i§dZiovinama.

Pamerkiama j safranino tirpalg 10 sekundziy.

e N T R L B

Nuplaunama vandeniu i3 ¢iaupo ir sausai i§dziovinama.

Gramteigiamos bakterijos nusidazo rausvai mélyna spalva; Gramneigiamos bakterijos nusidazo rausvai raudona spalva.



03/15 t.

Europos Sgjungos oficialusis leidinys

145

4 priedélis

IF-TEIGIAMU LASTELIY POPULIACIJOS NUSTATYMAS

Daugiataskes skaidres langelio pavirsiaus plotas (S)

_ nD2
4

¢iaD = langelio skersmuo.

Objektyvo lauko pavirsiaus plotas (-ai)

_ md2
4

Ciad = lauko skersmuo.

d apskaiciuojamas tiesiogiai i¥matuojant arba pagal pateikta formulg:

_ _mi2
G2K2.4
¢ia i = lauko koeficientas (priklauso nuo okuliaro tipo ir kinta nuo 8 iki 24),
K = okuliaro koeficientas (1 arba 1,25),
G = objektyvo didinimas (100 x, 40 xirt.t.)
i$(2)d= 4
T

Suskaic¢iuojamas tipisky fluorescuojanciy lasteliy skaicius lauke c).

Apskai¢iuojamas tipisky fluorescuojanciy lasteliy skaicius langelyje C).

C=c§
s

Apskaiciuojamas tipisky fluorescuojanciy lasteliy skai¢ius viename ml granulés (N).

N = Cx
Cia
¢ia F

1000 , ¢
y

granulés tiiris langelyje,

granulés skiedimo koeficientas.
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5 priedélis
BAKLAZANO KULTURA

Baklazano (Solanum melongena cv. Black Beauty) sé¢klos pasodinamos pasterizuotame sékly komposte. Daigai su visiskai
issiskleidusiomis séklaskiltémis (nuo 10 iki 14 dieny) persodinami j vazonélj su pasterizuotu kompostu.

Baklazanai panaudojami, kai yra trecio lapelio stadija ir kai du, bet ne daugiau kaip trys lapeliai bus visiskai issiskleidg.

Baklazanai turi biti auginami $iltnamyje esant tokioms aplinkos salygoms:

dienos ilgumas:: 14 valandy arba natiralus dienos ilgumas, jeigu diena ilgesné;
temperatiira: dieng: nuo 21 iki 24 °C,
- naktj 15 °C.

NB: C. sepedonicum neaugs, jei temparatiira >30 °C. Jeigu temperatiira naktj nenukrenta iki 15 °C, gali bati paZeistas
chlorofilo trikumas (sidabriska nekrozé).

Sakny pazeidimy, kuriuos sukelia sciarid lervos galima i$vengti panaudojus tinkamg insekticida.
Baklazanus cv. Black Beauty galima jsigyti:

1. AB Hammenhogs Fro,
270 50 Hammenhdgs,
Svédsko;

2. HURST Seeds Ltd,
Avenue Road,
Witham,

Essex CM8 2DX,
Anglie;
3. ASGRO ltalia Sp A,

Corso Lodi, 23,
Milan;

4. KUPPER
Mitteldeutsche Samen GmbH;
Hessenring 22;
D-37269 Eschwege.
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6 priedélis
TERPES, SKIRTOS C. SEPEDONICUM AUGINTI IR ISSKIRTI

Mitybinis agaras (NA)

Difco bacto mitybinis agaras distiliuvotame vandenyje pagal gamintojo koncentracijas. Sterilizuojama autoklave 121 °C

temperatiiroje 15 minuciy.

Mitybinis gliukozés agaras (NDA)

Difco bacto mitybinis agaras, kurio sudétyje yra 1 % D(+) gliukozés (monohidrato). Sterilizuojama autoklave 20 minuciy

115 °C temperatdiroje.

Mieliy-peptono-gliukozés agaras (YPGA)
Difco bacto mieliy ekstraktas (Nr. 0127)
Difco bacto peptonas (Nr. 0118)

D (+) gliukozé (monohidratas)

Difto bacto i3grynintas agaras (Nr. 0560)

Distiliuotas vanduo

0,5 litro tiirio terpé sterilizuojama autoklave 20 minuciy 115 °C temperatiiroje.

Mieliy ekstrakto mineraliniy drusky terpé (YGM)

Difco bacto mieliy ekstraktas
D (+) gliukozé (monohidratas)
K,HPO,

KH,PO,

MgSO,-7H,0

MgSO,-H,0

NaCl

FeSO,7H,0

Difto bacto i3grynintas agaras

Distiliuotas vanduo

0,5 litro tiirio terpé sterilizuojama autoklave 20 minuciy 115 °C.

> 8
58
10 g
15 ¢

1 litras

20 ¢
20 ¢g
025 g
025 ¢g
01¢g
0,015 g
0,05 ¢
0,005 g
18 ¢

1 litras
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7 priedélis
MAISTO MEDZIAGU IR FIZIOLOGINIAI TESTAI C. SEPEDONICUM NUSTATYTI

Visos terpés turi biti inkubuojamos 21 °C temperatiroje ir tikrinamos po $ediy dieny. Jeigu augimas nepastebimas,
inkubuojama iki 20 dieny.

— Oksidacijos ir fermentacijos testas (Hugh ir Leifson), 1953) - OJF testas.

Pagrindiné terpé:

KCl 02g
MgSO, 7H,0 02 g
NH,H,PO4 10 g
Difco bacto peptonas 1,0 g
Difco bacto i$grynintas agaras 30 g
D (+) gliukozé (monohidratas) 10,0 g
Bromtimolo mélis 0,03 g
Distiliuotas vanduo 1 litras

Sumai$oma su 1N KOH ir nustatoma, kad pH bity nuo 7,0 iki 7,2.
Padalijama i Pyrex kultiiry auginimo 16 mm x 100 mm (12 ml talpos) mégintuvélius po 5 mlir 10 ml
Sterilizuojama autoklave 10 minu¢iy 115 °C temperatiiroje.

Uzs¢jama 5 ml ir 10 ml mégintuvélius kiekvienai kultiirai. Aseptiskai pridedama 1-2 ml sterilaus skysto parafino i
10 ml mégintuvélj. Inkubuojama.

Teigiama reakcija:

Meégintuvelis Spalva Aiskinimas
Atviras Geltona Fermentaciné
Uzdaras Geltona
Atviras Geltona Oksidaciné
Uzdaras Meélynai zalia
Atviras Zalsva Oksidaciné arba inertiska
Uzdaras Meélynai zalia

— Oksidazés testas (Kovacs, 1956 m.)
Kovacs oksidazés reagentas:

1 % vandeninis tetrametil-parafenilenediamino-dihidrochlorido (BDH Nr. 30386) tirpalas distiliuotame vandenyje.

Sis reagentas turi biiti kg tik pagamintas po 1 ml arba jj galima laikyti rudo stiklo butelyje 5 °C temperatiiroje nuo
1 iki 4 savaiciy.

La3as reagento uzlasinamas ant filtrinio popieriaus Svarioje Petri 1¢kstel¢je. Nedelsiant, naudojantis platinine kilpele,
nutrinama 3iek tiek tiriamosios kultiiros nuo mitybinio agaro.

Teigiama reakcija: nusidazo purpurine spalva per 10 sekundziy. Kultiros, nusidazancios per 10-30 sekundziy, yra
silpnai teigiamos.

NB: Ypac svarbu naudoti platining kilpele ir NA kultiiras, kadangi gelezies pédsakai arba didelis cukraus kiekis augi-
nimo terpéje gali parodyti neteisingus teigiamus rezultatus.

— Ragsties gamyba i3 laktozés, ramnozés, salicino, glicerolio
Paruogiama Hugh ir Leifson oksidaciné ir fermentiné terpé be gliukozés. Padalijama po 5 ml | mégintuvélius. Sterili-
zuojama autoklave 10 minuciy 115 °C temperatiroje. | i8lydyta 45 °C baz¢ aseptiskai pridedama 0,5 ml filtru steri-

lizuoto 10 % vandeninio glicerolio, laktozés, ramnozés arba salicino tirpaly. Gerai i§maiSoma.

Teigiama reakcija: spalvos pasikeitimas i§ mélynai zalios | geltona rodo, kad gaminasi riigstis.
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— Katalazés testas

Vandenilio peroksido lasas (30 %) uzlaginamas ant $varios skaidrés, emulsija gaunama jdéjus pilng platining kilpele
kultairos, ja maisant.

Teigiama reakcija: deguonies burbuliuky susidarymas lase rodo katalazés buvima.
Nitraty reduktazés veikla ir denitrifikacija (Bradbury, 1970 m.)

Kulttiriné terpé:

KNO; (be nitrity) 1g
Difco bacto mieliy ekstraktas lg
K,HPO, 59
Distiliuotas vanduo 1 litras

Padalijama po 10 ml 20 ml buteliukus. Sterilizuojama autoklave 15 minuciy 121 °C temperatiiroje.

Reagentas A:
H,SO, 8 g
5N acto riigstis 1 litras
Reagentas B:

naftilaminas 5¢

5N acto riigstis 1 litras

Nitrato terpé uzséjama du kartus. Patikrinama po 10 ar 20 dieny, jlasinant vieng lasa Lugolio jodo, 0,5 ml reagento
A ir 0,5 ml reagento B. Jeigu terpe neparausta, papildomai panaudojama 50 mg cinko milteliy. Stebima spalvos
reakcija.

Teigiama reakcija: Spalvos reakcija

1 stadija 2 stadija
Nitratas nesiredukuoja bespalve raudona
Nitratas redukuojasi iki nitrito raudona -

(tik nitrato reduktazé)

Nitrato redukavimas labiau nei iki nitrito bespalve bespalvé
(denitrifikacija - nitrato ir nitrito reduktazé)

Ureazés gamyba (Lelliott, 1966 m.)

Pagrindiné terpé:

Oksoidine karbamido agaro baze (CM53) 24 g

Distiliuotas vanduo 95 ml
Sterilizuojama autoklave 20 minuciy 115 °C temperatiiroje. I$silydZiusi bazé atvésinama iki 50 °C temperatiros ir
aseptiskai pridedama 5ml filtru sterilizuoto 40 % vandeninio karbamido tirpalo (Oksoidas SR20). Gerai iSmaiSoma.

Padalijama po 6 ml | sterilius mégintuvélius (16 x 100 mm), jie laikomi nuoZulniu kampu, kad dugnas bty uzpil-

dytas.

Teigiama reakcija: jeigu yra ureazés aktyvumas, geltonai oranziné terpé jgauna vysnios raudonumo arba fuksino raus-
vumo spalva.

Citrato jsisavinimas (Christensen) (Skerman, 1967 m.)

Citrato agaro bazé (Merck 2503) 23 g

Distiliuotas vanduo 1 litras

SumaiSoma ir i§tirpinama kaitinant. Padalijama po 6 ml, kaip ir karbamido terpé. Sterilizuojama autoklave 15
minuciy 121 °C temperatiiroje, laikoma nuozulniu kampu.

Teigiama reakcija: citrato jsisavinima parodo terpés spalvos pasikeitimas i§ oranzinés j raudona.
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— Vandenilio sulfido gamyba (Ramamurthi, 1959 m.)

Terpé:
Difco bacto triptonas (Nr. 0123) 10 g
K,HPO, lg
NaCl 5¢
Distiliuotas vanduo 1 litras

IStirpinama ir padalijama po 6 ml { 16 x 100 mm mégintuvéliy. Sterilizuojama autoklave 10 minuciy 115 °C
temperattroje.

UZséjama ir prie mégintuvelio krasto steriliai pritvirtinamas $vino acetato popierius (Merck 9511). Pritvirtinama
dangteliu. Inkubuojama iki 20 dieny.

Teigiama reakcija: H2S gamyba i3 triptono parodo indikatorinio popieriaus nusidazymas juosvai ruda spalva.
Indolo gamyba (Ramamurthi, 1959 m.)
Terpé:

Kaip ir H,S testui.

Isimamas $vino acetato popierius, jpilama 1-2 ml dietileterio ir atsargiai pakratoma. Palaukiama (penkias minutes)
kol atsiskirs sluoksniai. Atsargiai jdedama 0,5 ml Kovacs reagento (Merck 9293) j nuozulniai paversta mégintuvelj.

Teigiama reakcija: indolo buvima parodo geltonojo sluoksnio tarp eterio ir vandeniniy frakcijy nusidazymas raudona
spalva.

Augimas 37 °C temperatiroje (Ramamurthi, 1959 m.)

Terpé:
Difco bacto mitybiné terpé (Nr. 0003) 8 g
Distiliuotas vanduo 1 litras

SumaiSoma, istirpinama ir padalijama po 6 ml | mégintuvélius.
Sterilizuojama autoklave 15 minuciy 121 °C temperatiroje.
Apséjama ir inkubuojama 37 °C.

Teigiama reakcija: Zilirima, ar auga.

Augimas 7 % natrio chloride (Ramamurthi, 1959 m.)

Terpé:
Difco bacto mitybinis tirpalas 8 g
Na(l 70 g
Distiliuotas vanduo 1 litras

SumaiSoma, istirpinama ir padalijama po 6 ml { mégintuvélius.
Sterilizuojama autoklave 15 minu¢iy 121 °C temperatiiroje.
Teigiama reakcija: Zifirima, ar auga.

Zelatinos hidrolizé (Lelliott, Billing ir Hayward, 1966 m.)

Terpé:
Difco bacto Zelatina (Nr. 0143) 120 g
Distiliuotas vanduo 1 litras

SumaiSoma, iStirpinama kaitinant ir padalijama po 6 ml { mégintuvélius.
Sterilizuojama autoklave 121 °C temperatiiroje 15 minudiy.

Teigiama reakcija: Zelatinos suskystéjimas, netgi 30 minuciy laikant 5 °C temperatiroje.
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— Krakmolo hidrolizé

Terpé:
Difco bacto mitybinis agaras (iSlydytas) 1 litras
Difco bacto tirpus krakmolas (Nr. 0178) 2g

SumaiSoma, sterilizuojama autoklave 10 minuciy 115 °C temperatiiroje.
Lékstelés pripildomos. Taskiniu biidu uzséjama lékstelése.
Kai gerai paauga (nuo 10 iki 20 dieny), dalis pasalinama ir praplaunama Lugolio jodu.

Teigiama reakcija: krakmolo hidroliz¢ parodo skaidrios zonos po arba aplink bakterijy augima; likusi terpés dalis nusi-
daziusi purpurine spalva.

— Eskulino hidrolazé (Sneathas ir Collinsas, 1974 m.)

Terpé:
Difco bacto peptonas 10 g
Eskulinas 1g
Gelezies I citratas (Merck 3862) 0,05 g
Natrio citratas 1g
Distiliuotas vanduo 1 litras

[$maiSoma, kad itirpty ir padalijama po 6 ml j mégintuvélius. Sterilizuojama autoklave 10 minuciy 115 °C tempe-
ratiroje.

Terpé yra skaidri, bet melsvai fluorescuojanti.

Teigiama reakcija: eskulino hidroliz¢ parodo nusidazymas ruda spalva ir fluorescencijos i$nykimas. Tai galima patik-
rinti ultravioletine lempa.
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II PRIEDAS

1. Kiekvienu jtariamu atveju, kai buvo uZzfiksuotas teigiamas imunofluorescencinis testas, taikomas metodas, nurodytas I
priede ir laukiama patvirtinimo arba paneigimo, uzbaigus minéta tyrima, reikia atskirti ir tinkamai uzkonservuoti:

— visus tirtus stiebagumbius ir augalus, jeigu jmanoma, ir
— visus likusius ekstraktus ir papildomai paruostas imunofluorescencines skaidres,
kol tyrimas minimu metodu bus baigtas.

2. Jeigu bakterijos buvimas patvirtinamas, reikia atskirti ir tinkamai uzkonservuoti:
— visa medZiaga, minétg 1 dalyje, ir
— uzkréstos baklazany medziagos méginj, kuris buvo inokuliuotas stiebagumbio arba augalo ekstraktu, ir
— i3skirtg bakterijos kultirg,

trumpiausiai vieng ménesj po pranesimo procediiros pagal 5 straipsnio 2 dalj.
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III PRIEDAS

1. Nustatant galimo uzkrétimo mastg pagal 5 straipsnio 1 dalies b punkta, reikia atsizvelgti i:
— stiebagumbius ir augalus, auginamus vietoje, kuri nustatyta uzkrésta pagal 5 straipsnio 1 dalies a punktg,

— auginimo vieta (-as) arba patalpas, kuriose yra gamybos grandis, susijusi su stiebagumbiais ir augalais, kuri nusta-

tyta uzkrésta pagal 5 straipsnio 1 dalies a punkty, jskaitant tas, kur dalijamasi gamybos jranga ir priemonémis
tiesiogiai ar per tg patj rangova,

stiebagumbius arba augalus, auginamus auginimo vietoje (-se), kuri (-os) minima (-os) ankstesnéje jtraukoje, arba
esancius tokioje (-se) auginimo vietoje (-se), laikotarpiu, kai stiebagumbiai ir augalai, nustatyti apkréstais pagal
5 straipsnio 1 dalies a punkta, buvo auginimo vietose arba gamybiniuose pastatuose, kaip minima pirmojoje
jtraukoje,

centrinius sandélius, kuriuose laikomos bulves i§ anks¢iau minéty auginimo viety,
bet kokia technika, transporto priemong, laiva, saugykla arba jo dalis ir kitus objektus, jskaitant pakuote, kurie

galéjo turéti salytj su stiebagumbiais arba augalais, nustatytais apkréstais pagal 5 straipsnio 1 dalies a punkta per
pra¢jusi 12 meénesiy laikotarpj arba kur taikytina,

bet kokius stiebagumbius arba augalus, laikomus arba turéjusius salytj su bet kokiomis struktiiromis ar objektais,
minétais ankstesniojoje jtraukoje, iki tokiy struktiiry ar objekty dezinfekavimo, ir

taip pat, atlikus tyrimg pagal 6 straipsni, stiebagumbius arba augalus, kuriy klonavimo kilmeé tokia pati kaip ir
stiecbagumbiy arba augaly, nustatyty apkréstais pagal 5 straipsnio 1 dalies a punktg ir kuriy uzkrétimo galimybe
nurodo atlikti tyrimai.

2. Nustatant galima i$plitimg pagal 5 straipsnio 1 dalies ¢ punktg pat reikia atsizvelgti i:
— tai, ar arti yra kitos vietos, kuriose auginamos bulvés arba kitos perdirbimo jmonés,
— sékliniy bulviy kilme.
3. Informavimo smulkmenoms, minimoms 5 straipsnio 2 dalies pirmojoje pastraipoje, priskiriama:

— kiekvienai bulviy siuntai ar partijai, kuri laikoma uzkrésta — pazyméjimai, nurodyti Direktyvos 77/93[EEB 7 ir

8 straipsniuose, pasas ar registracijos numeris, kaip priimta,

— sekliniy bulviy atsargy veisliy pavadinimai ir, jeigu jmanoma, visi kiti atvejai,
— nustatyto uzkrétimo objekty apibaidinimas ir teritorijy riby pazenklinimas,

— galimybé gauti ekstrakta, paruostas imunofluorescencines skaidres, apkréstg baklazany medziagg ir iSskirtg bakte-

rijos kulttira i§ testo, kurio metu nustatytas ir patvirtintas bakterijos buvimas.
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IV PRIEDAS

1. Oficialiai priziirimos priemonés, minimos 7 straipsnio 1 dalyje, sticbagumbiams ar augalams, kurie nustatyti
apkréstais remiantis 5 straipsnio 1 dalies a punktu, sunaikinti, yra tokios:

— panaudojimas pramoniniam perdirbimui tiesiai ir skubiai pristatant j perdirbimo cecha, kuriame yra atlieky
sunaikinimo jrenginiai, nustacius, kad néra bakterijos iSplitimo pavojaus ir kur yra sandéliavimo zony bei
isvykstanciy transporto priemoniy dezinfekavimo sistema, arba

— kitos priemonés, jeigu uztikrinama, kad néra bakterijos i$plitimo pavojaus; apie tokias priemones turi bati
pranesta Komisijai ir kitoms valstybéms naréms.

2. Tinkamas sticbagumbiy arba augaly, kurie nustatyti galimai apkréstais remiantis 5 straipsnio 1 dalies b punktu,
kaip minéta 7 straipsnio 2 dalyje, panaudojimas arba sunaikinimas, kontroliuojant atsakingosioms oficialioms vals-
tybiy nariy jstaigoms, yra:

— jy naudojimas kaip prekiniy, Zmonéms vartoti skirty bulviy, supakuoty tiesioginiam pristatymui ir naudojimui
neperpakuojant ir skirty tiesiogiai pristatyti ir suvartoti,

— jy naudojimas kaip prekiniy, pramoniniam perdirbimui skirty bulviy ir skirty tiesiogiai ir neatidéliotinai prista-
tyti  perdirbimo jmong, kurioje yra tinkami atlieky alinimo ir dezinfekavimo jrenginiai, arba

— kitas tinkamas panaudojimas ar sunaikinimas, nustacius, kad néra bakterijos i$plitimo pavojaus.

3. Tinkamais objekty, minimy 7 straipsnio 3 dalyje, valymo ir dezinfekavimo metodais laikomi tie, kurie nekelia
bakterijos i$plitimo pavojaus ir taikomi priZitrint atsakingoms oficialioms valstybiy nariy jstaigoms.

4. Priemones, kurias valstybés narés jgyvendina paZymeétoje teritorijoje, nustatytoje pagal 5 straipsnio 1 dalies ¢
punktg ir minimoje 7 straipsnio 4 dalyje, sudaro:

4.1. Auginimo vietose, kurios laikomos uzkréstomis, remiantis 5 straipsnio 1 dalies a punktu:

a) lauke, kuris laikomas uzkréstu pagal 5 straipsnio 1 dalies a punktg, arba
i) — maziausiai trejus auginimo metus, einancius po ty, kuriais buvo nustatytas uzkrétimas,

— Imamasi priemoniy, stengiantis i$naikinti savaime augancius bulviy augalus ir kitus nataraliai aptiktus
bakterijos Seimininkus, ir

— jokie sticbagumbiai, augalai, séklos ar kiti natiiraliai aptikti bakterijos Seimininkai ar kiti augalai,
keliantys bakterijos islikimo ar iSplitimo pavojy, negali bati sodinami, kol lauke bus aptinkami
savaime augantys bulviy augalai maZziausiai dvejus auginimo metus paeiliui,

— pirmgjj bulviy auginimo sezong, einantj po ankstesnéje jtraukoje apibidinto laikotarpio, oficialiai sertifi-
kuotos séklinés bulvés sodinamos tiktai prekybai, be to, atliekamas oficialus tyrimas, kaip apibiidinta
2 straipsnio 1 dalyje,

— bulviy auginimo sezona, einantj po ankstesnéje jtraukoje minimo sezono ir pasibaigus atitinkamam
sé¢jomainos ciklui, oficialiai sertifikuotos séklinés bulvés sodinamos sékloms arba prekybai, taip pat atlie-
kamas oficialus tyrimas, kaip apibiidinta 2 straipsnio 1 dalyje, arba

ii) — ketverius auginimo metus po ty, kuriais buvo nustatytas uzkrétimas,

— imamasi priemoniy, stengiantis i$naikinti savaime sudygstancius bulviy augalus ir kitus natiraliai
aptiktus bakterijos Seimininkus, ir

— laukas paliekamas pidymui arba daugiametei ganyklai, kuri daznai visiskai nupjaunama arba intensy-
viai ganoma,

— pirmgjj bulviy auginimo sezong, einantj po ankstesnéje jtraukoje apibidinto laikotarpio, oficialiai sertifi-
kuotos séklines bulvés sodinamos séklai arba prekybai, be to, atlieckamas oficialus tyrimas, kaip apibiidinta
2 straipsnio 1 dalyje;
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b) kituose laukuose:

auginimo metais, einanciais po ty mety, kuriais buvo nustatytas uzkrétimas:

— jokie stiebagumbiai, augalai, tikrosios séklos ar kiti natiiraliai aptikti bakterijos Seimininkai negali bati
sodinami ir imamasi priemoniy, stengiantis i$naikinti savaime augancius bulviy augalus, kaip tinkama,
arba

— oficialiai sertifikuotos séklinés bulvés gali bati sodinamos tiktai prekybai, su salyga, kad atsakingosioms
oficialioms jstaigoms jrodoma, kad savaime sudygstan¢iy bulviy augaly ir kity natdraliai aptikty bakte-
rijos Seimininky pavojus pasalintas,

maziausiai dvejus auginimo metus po ty, kurie apibtdinti ankstesnéje jtraukoje, tiktai oficialiai sertifikuotos
séklinés bulvés sodinamos séklai arba prekybai,

kiekvienais auginimo metais, minétais ankstesnése itraukose, imamasi priemoniy, stengiantis i$naikinti
savaime sudygstancius bulviy augalus ir kitus natiiraliai aptiktus bakterijos Seimininkus, be to, atlickamas
oficialus tyrimas, kaip apibaidinta 2 straipsnio 1 dalyje,

tais atvejais, jei oficialiai sertifikuotos seklinés bulvés sodinamos prekybai, augimo metais, einanciais po ty,
kuriais buvo aptiktas uzkrétimas, augancios bulvés tikrinamos nustatytais laiko tarpais, o savaime sudygs-
tantys bulviy augalai tikrinami, ar jie neuzkrésti bakterija;

¢) nustacius uzkrétimg pagal 5 straipsnio 1 dalies a punktg ir kiekvienais po to einandiais auginimo metais jskai-
tant pirmajj leisting bulviy derliaus sezong, lauke (-uose), kuris (-ie) buvo nustatytas (-i) uzkréstu (-ais), kaip
apibudinta a punkte, visi mechanizmai ir sandéliavimo jranga auginimo vietoje ir susijusi su bulviy produkcija,
yra tinkamai valoma ir dezinfekuojama atitinkamais metodais, kaip nurodyta 3 dalyje;

d) tose gamybos sistemose, kur galima visiskai pakeisti auginimo terpe,

jokie stiebagumbiai, augalai ar tikrosios séklos nesodinami, kol gamybos jmonéje nebus imtasi oficialiai

tarp jy bent jau visiskai pakeisti auginamaja terpe, iSvalyti ir dezinfekuoti gamybos jmone¢ bei visg jranga ir
paskui i§ atsakingyjy oficialiy jstaigy gauti leidima bulviy produkcijai, ir

bulvés auginamos i3 oficialiai sertifikuoty sékliniy bulviy arba i§ mikrogumby ar augaly, gauty pradinio
dauginimo budu.

4.2. Pazymétoje teritorijoje, nepazeisdamos priemoniy, apibudinty 4.1 dalyje, valstybés narés:

a) nedelsdamos ir maziausiai tris auginimo sezonus po nustatyto uzkrétimo:

rojami bulviy stiebagumbiai, taip pat patalpas, kur bulviy apdorojimo masinomis dirbama pagal sutartj,

reikalauja tokiose vietose esancias masinas ir sandélius valyti ir dezinfekuoti, kaip nustatyta ir taikant atitin-
kamus metodus, kaip nurodyta 3 dalyje,

reikalauja sodinti tik sertifikuotg séklg auginant visas bulves toje teritorijoje,

reikalauja, kad biity atskirai apdorojamas nukasty bulviy derlius ir tos bulvés, kurios buvo laikomos visuose
toje teritorijoje esanciuose sandéliuose,

atlieka oficialy tyrimg, kaip nustatyta 2 straipsnio 1 dalyje;

b) prireikus sudaro visy sekliniy bulviy atsargy pakeitimo programa per reikiama laikotarpi.

Apie priemones, jgyvendintas pagal 4.2 dalj, taip pat augintojy, bendry saugykly ir paskirstymo centry pazymétoje
teritorijoje registracijos numerius, kasmet pranesti kitoms valstybéms naréms ir Komisijai.





