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DYREKTYWA RADY 93/85[EWG
z dnia 4 pazdziernika 1993 r.

w sprawie zwalczania bakteriozy pierScieniowej ziemniaka

RADA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,

uwzgledniajgc  Traktat ustanawiajacy Europejska Wspdlnote
Gospodarczg, w szczegdlnosci jego art. 43,

uwzgledniajagc wniosek Komisji (1),

uwzgledniajac opini¢ Parlamentu Europejskiego (3,

uwzgledniajgc opini¢ Komitetu Ekonomiczno-Spotecznego (%),

a takze majac na uwadze, co nastepuje:

produkcja ziemniaka zajmuje powazne miejsce w rolnictwie
Wspdlnoty; uprawy ziemniaka sg stale zagrozone organizmami
szkodliwymi;

poprzez ochrong upraw ziemniaka przed tymi szkodliwymi
organizmami, powinno nie tylko utrzymaé si¢ zdolnosé
produkcyjng, ale réwniez zwigkszy¢ wydajno$¢ produkeji
rolnej;

srodki ochronne zapobiegajace wprowadzeniu organizméw
szkodliwych w  poszczegblnych Panstwach Czlonkowskich
mialyby tylko ograniczony skutek przy braku jednoczesnej i
systematycznej kontroli organizméw szkodliwych w  calej
Wspdlnocie oraz przy braku ochrony przed ich rozprzestrze-
nianiem sig;

jednym z organizméw szkodliwych ziemniaka jest Clavibacter
michiganensis (Smith) Davis et al ssp. sepedonicus (Spieckermann et
Kotthoff) Davis et al., czynnik chorobotwérczy bakteriozy piers

() Dz.U. C 93z 2.4.1993, str. 12.
() Dz.U.C176 z 28.6.1993, str. 210.
() Dz.U.C 161 z 14.6.1993, str. 18.

cieniowej ziemniaka; choroba ta pojawila si¢ w niektorych
czeSciach Wspdlnoty i nadal istnieja pewne ograniczone Zrédla
infekdji;

istnieje powazne zagrozenie dla uprawy ziemniaka w calej
Wspdlnocie, jesli nie podejmuje si¢ skutecznych $rodkéw dla
zlokalizowania choroby i ustalenia jej przenoszenia, zapo-
biezenia jej wystapieniu i rozprzestrzenieniu si¢ oraz, w przy-
padku jej wykrycia, w celu zapobiezenia jej rozprzestrzenieniu
si¢ i kontrolowania majacego na celu jej zniszczenie;

w celu osiagnigcia powyzszego musza by¢ podjete niektore
srodki w obrgbie Wspdlnoty; dodatkowo, Panistwa Czlonkow-
skie w razie potrzeby musza by¢ przygotowane do podjecia
dodatkowych lub zaostrzonych $rodkéw, pod warunkiem ze
nie stwarza to ograniczen w przemieszczaniu ziemniakow w
ramach Wspdlnoty, z wyjatkiem przepiséw ustanowionych w
dyrektywie Rady 77/93/EWG z dnia 21 grudnia 1976 r. w
sprawie $rodkéw ochronnych przed wprowadzaniem do
Wspélnoty organizméw szkodliwych dla roslin lub produktow
roélinnych (*); inne Panstwa Czlonkowskie i Komisja musza by¢
powiadomione o takich $rodkach;

dyrektywa Rady 80/665/EWG z dnia 24 czerwca 1980 r. w
sprawie zwalczania bakteriozy pierScieniowej ziemniaka (°)
ustanowita minimalne $rodki, ktére podejmuja Panstwa Czlon-
kowskie przeciwko bakteriozie pierscieniowej;

() Dz.U. L 26 z 31.1.1977, str. 20. Dyrektywa ostatnio zmieniona
przez dyrektywe Komisji 92/103/EWG (Dz.U. L 363 z 11.12.1992,
str. 1).

() Dz.U. L 180 z 14.7.1980, str. 30.
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od tamtego czasu, nastgpil znaczacy rozwéj w zakresie wiedzy
na temat bakteriozy pierScieniowej i wykrywania czynnikow
chorobotwoérczych tej choroby;

stosowanie wspdlnotowego systemu ochrony zdrowia roslin w
odniesieniu do Wspdlnoty jako obszaru bez granic wewngtrz-
nych wymagalo powtérnego zbadania i rewizji niektorych
przepiséw dyrektywy 80/665/EWG;

w wyniku takiego powtérnego badania, przepisy dyrektywy
80/665/EWG okazaly si¢ niewystarczajace i niezbedne jest
dalsza specyfikacja srodkow;

w takiej sytuacji, dyrektywa 80/665/EWG powinna by¢ uchy-
lona i niezbedne $rodki przyjete;

srodki powinny uwzgledniaé, po pierwsze to, Ze choroba moze
pozostawaé w formie latentnej i by¢ niezauwazalna zaréwno w
uprawie jak i w skladowanych bulwach i dlatego mozna jej
skutecznie zapobiegaé jedynie przez produkeje i uprawe sadze-
niakéw wolnych od infekcji, a po drugie to, ze w celu jej
wykrycia niezbedne jest przeprowadzanie systematycznych
urzgdowych badan; rozprzestrzenianie si¢ czynnika chorobot-
worczego w uprawie nie jest najbardziej znaczacym czynni-
kiem, jesli jednak moze on przetrwaé zim¢ w z ziemniakach z
samosiewu, stanowi gltéwne zrédlo infekcji przenoszonej z
sezonu na sezon; czynnik chorobotwérczy rozprzestrzenia sie
glownie poprzez skazenie ziemniakéw w drodze kontaktu z
zarazonymi ziemniakami oraz poprzez kontakt ze sprzgtem do
sadzenia, zbierania plonéw, sprze¢tem do przenoszenia lub z
pojemnikami do transportu i skladowania, ktére zostaly
skazone poprzez wczedniejszy kontakt z zarazonymi ziemnia-
kami; takie skazone przedmioty moga pozostawaé zainfeko-
wane przez pewien czas od momentu skazenia; rozprzestrze-
nianie si¢ czynnika chorobotwérczego moze by¢ ograniczane
lub mozna mu zapobiegal poprzez dezynfekcje takich przed-
miotéw; kazde takie skazenie sadzeniakéw niesie ze soba
gléwne ryzyko rozprzestrzenienia si¢ czynnika chorobotwor-
czego;

dla okreslenia szczeg6téw takich ogdlnych Srodkéw, jak
réwniez zaostrzonych i dodatkowych $rodkéw podjetych przez
Panstwa Czlonkowskie w celu zapobiezenia wprowadzeniu
czynnika chorobotwoérczego na ich terytorium, pozadana jest
Scista wspdlpraca Panstw Czlonkowskich z Komisja w ramach
Stalego Komitetu ds. Zdrowia Roslin (zwanego dalej ,Komi-
tetem”),

PRZYJMUJE NINIEJSZA DYREKTYWE:

Artykut 1

Dyrektywa ta dotyczy S$rodkéw, ktére podejmuja Pafstwa
Czlonkowskie przeciwko Clavibacter michiganensis (Smith) Davis
et al ssp. sepedonicus (Spieckermann et Kotthoff) Davis et al., przy-
czynie bakteriozy pierscieniowej ziemniaka (zwanej dalej ,orga-
nizmem”), w celu:

a) zlokalizowania jej i ustalenia jej przenoszenia;

b) zapobiezenia jej pojawianiu si¢ i rozprzestrzenieniu; oraz

¢) w przypadku jej wykrycia, zapobiezenia rozprzestrzenieniu
si¢ oraz kontroli zmierzajacej do jej zniszczenia.

Artykut 2

1. Panstwa Czlonkowskie prowadzg systematyczne urze-
dowe badania na obecno$¢ organizmu w bulwach oraz, w
miare potrzeby, w rodlinach ziemniaka (Solanum tuberosum L.),
pochodzacych z terytorium tych panstw, w celu potwierdzenia
nieobecnosci tego organizmu.

Dla tych badan, w przypadku bulw, moga by¢ pobierane
probki zaréwno sadzeniakéw, jak i innych ziemniakéw, ze
skladowanych partii i poddanych urzedowej lub urzedowo
nadzorowanej analizie laboratoryjnej z zastosowaniem metod
okreslonych w zalaczniku I w celu wykrycia i zdiagnozowania
tego organizmu. Dodatkowo, gdzie stosowne, mozna przepro-
wadzi¢ urzedowe lub urzedowo nadzorowane badanie wzro-
kowe polegajace na krojeniu bulw pochodzacych z innych
probek.

W przypadku rodlin, badania te przeprowadza si¢ zgodnie z
wla$ciwymi metodami, a prébki poddaje si¢ wlasciwej urze-
dowej lub urzedowo nadzorowanej analizie.

O liczbie, pochodzeniu, warstwowosci i rozkladzie zbioru
probek decyduja odpowiedzialne urzgdowe organy w rozu-
mieniu dyrektywy 77[93/EWG, w oparciu o stabilne zasady
naukowe i statystyczne oraz zycie biologiczne organizmu,
uwzgledniajac okreslone systemy produkeji ziemniaka danych
Panistw Czlonkowskich. Dlatego szczegdly dotyczace powyz-
szego przedklada si¢ corocznie innym Panstwom Czlonkow-
skim i Komisji w celu osiagnigcie pordwnywalnych stopni
pewnosci miedzy Panstwami Czlonkowskimi dla potwierdzenia
nieobecnosci tego organizmu.

2. O wynikach urzedowych badan przewidzianych w ust. 1
powiadamia si¢ inne Pafistwa Czlonkowskie i Komisje co
najmniej raz w roku. Szczegdly tego powiadomienia sa poufne.
Moga by¢ one przedlozone Komitetowi zgodnie z procedury
ustanowiong w art. 16a dyrektywy 77/93/EWG.

3. Zgodnie z procedurg ustanowiong w art. 16a dyrektywy
777[93/EWG moga by¢ przyjete nastepujace przepisy:

— szczegobly dotyczace badan okreslonych w ust. 1 powyzej,
przeprowadzanych zgodnie ze stabilnymi zasadami nauko-
wymi i statystycznymi,

— szczegbly powiadomienia okre$lonego w ust. 2 powyzej.
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4. Zgodnie z procedura okreslona w art. 16a dyrektywy
77[93/EWG moga by¢ przyjete nastepujace przepisy:

— whasciwe metody badan i analiz okre$lone w ust. 1 akapit
trzeci powyzej.

Artykut 3

Panistwa Czlonkowskie stanowig, Ze podejrzewane wystapienie
lub potwierdzona obecno$¢ organizmu w roSlinach ziemniaka i
bulwach lub bulwach zebranych, sktadowanych lub wprowa-
dzonych do obrotu na ich terytorium zglaszane jest wlasciwym
organom.

Artykul 4

1. W przypadkach podejrzewanego zakazenia, wiasciwe
organy Panstwa Czlonkowskiego, w ktérym powiadomiono o
tych przypadkach, zapewniaja przeprowadzenie urzedowej lub
urzgdowo nadzorowanej analizy laboratoryjnej, z zastosowa-
niem metod okreslonych w zalgczniku I i zgodnie z warunkami
okreslonymi w zalaczniku II pkt 1, w celu potwierdzenia lub
odrzucenia zakazenia. W razie potwierdzenia stosuje si¢ wyma-
gania ustanowione w zalaczniku II pkt 2.

2. Do momentu potwierdzenia lub odrzucenia zakazenia
zgodnie z ust. 1, w przypadkach podejrzanych gdzie:

i) widoczne sg podejrzane, diagnostyczne objawy choroby; lub

i) uzyskuje si¢ pozytywne wyniki testu immunofluorescencyj-
nego okreslonego w zalaczniku I lub inne wilasciwe pozy-

tywne testy;

wlasciwe organy Panstw Czlonkowskich:

a) zakazuja przemieszania wszelkich partii lub przesylek, z
ktorych pobrano prébki, z wyjatkiem przemieszania pod
ich kontrola i pod warunkiem ze ustalono, iz nie istnieje
mozliwe do identyfikacji ryzyko rozprzestrzenienia si¢ orga-
nizmu;

b) podejmuja kroki w celu okreslenia pochodzenia podejrza-
nego wystapienia;

¢) wprowadzaja wlasciwe dodatkowe Srodki ostroznosci oparte
0 poziom oszacowanego ryzyka w celu zapobiezenia jakie-
mukolwiek rozprzestrzenieniu si¢ organizmu. Srodki te
moga obejmowal urzedowa kontrole przemieszczania
wszelkich innych bulw lub rodlin wewnatrz lub poza
zagrozonymi obiektami.

3. Zgodnie z procedurg ustanowiong w art. 16a dyrektywy
77[93/EWG, moga by¢ przyjete nastepujace przepisy:

— $rodki okreslone w ust. 2 lit. ¢) powyze;j.

4. Zgodnie z procedura ustanowiona w art. 16a dyrektywy
77[93[EWG przyjmuje si¢ nastgpujace przepisy:

— inne wlasciwe analizy okreslone w ust. 2 ii) powyzej.

Artykut 5

1. Jedli urzedowa lub urzedowo nadzorowana analiza labo-
ratoryjna z zastosowaniem metod podanych w zalaczniku I
potwierdza obecno$¢ organizmu w probkach bulw, roslin lub
czedci rodlin, wiasciwe organy Panstwa Czlonkowskiego,
uwzgledniajac  przyjete zasady naukowe, zycie biologiczne
organizmu i poszczegdlne systemy produkeji, handlu i wpro-
wadzania do obrotu w tym Panstwie Czlonkowskim:

a) okreslaja jako skazone bulwy lub rodliny, przesylke i/lub
parti¢ oraz maszyne, pojazd, statek, sklad lub ich jednostki
oraz wszelkie inne przedmioty facznie z opakowaniami, z
ktérych pobrana byla prébka oraz, w miare potrzeby,
miejsce(-a) produkeji i pole(-a), z ktérych bulwy lub rosliny
zostaly zebrane;

=

ustalaja, biorac pod uwage przepisy zalacznika III pkt 1,
zasieg prawdopodobnego skazenia poprzez kontakt przed
lub po zbiorze lub w cyklu produkcyjnym z okreslonym
skazeniem;

o
~

wyznaczajg granice strefy na postawie okreslenia skazenia
zgodnie z lit. a), ustalenia rozmiaru prawdopodobnego
skazenia zgodnie z lit. b) oraz mozliwego rozprzestrzenienie
si¢ organizmu, uwzgledniajac przepisy zalacznika III pkt 2.

2. Panstwa Czlonkowskie niezwlocznie powiadamiajg inne
Panistwa Czlonkowskie i Komisj¢, zgodnie z przepisami
zalacznika III pkt 3, o jakimkolwiek skazeniu okreslonym w
ust. 1 lit. a) oraz podajg szczegély dotyczace rozgraniczenia
strefy zgodnie z ust. 1 lit. ¢).

Szczegdly dotyczace tego powiadomienia sg poufne. Moga by¢
one przedlozone Komitetowi zgodnie z procedura ustanowiong
w art. 16a dyrektywy 77/93[EWG.

3. W wyniku powiadomienia zgodnie z ust. 2 i elementéw
w nim podanych, inne Panstwa Czlonkowskie wyszczegdlnione
w tym powiadomieniu, o ile jest to wlasciwe, okreslaja
skazenie, rozmiar prawdopodobnego skazenia i wyznaczaja
granice strefy, zgodnie odpowiednio z ust. 1 lit. a), b) i ¢).
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Artykut 6

Panstwa Czlonkowskie stanowia, ze gdy skazenie bulw lub
roélin zostajg okreslone zgodnie z art. 5 ust. 1 lit. a), przepro-
wadza si¢ badania ziemniakow, ktore s genetycznie powigzane
z ziemniakami uznanymi za skazone. Analizy przeprowadza
sie na takich bulwach lub roslinach, ktére sa konieczne do usta-
lenia prawdopodobnego pierwotnego zréda infekgji i rozmiaru
prawdopodobnego skazenia w celu oceny stopnia ryzyka.

W wyniku testow, dalsze wyznaczanie skazenia, okreslanie
zasiggu prawdopodobnego skazenia i wyznaczenie granic
strefy, o ile jest to wlasciwe, przeprowadza si¢ zgodnie z art. 5
ust. 1 lit. a), b)ic).

Artykut 7

1. Panstwa Czlonkowskie stanowig, ze bulwy lub roliny
okreslone jako skazone zgodnie z art. 5 ust. 1 lit. a), nie
mogg by¢ sadzone i ze pod kontrolg wlasciwych organéw:

— niszezy sie je, lub

— pozbywa si¢ ich w inny sposéb, z zastrzezeniem urzegdowo
nadzorowanego Srodka (Srodkéw), zgodnie z przepisami
zalgcznika IV pkt 1, pod warunkiem ze ustalono, iz nie
istnieje mozliwe do identyfikacji ryzyko rozprzestrzenienia
sie organizmu.

2. Panstwa Czlonkowskie stanowia, ze bulwy lub rosliny
okreslone jako skazone zgodnie z art. 5 ust. 1 lit. b), nie moga
by¢ sadzone i bez uszczerbku dla wyniku analizy okreslonej w
art. 6 dotyczacej materialu matecznego, pod kontrola wiasci-
wych organdéw oddaje si¢ je do odpowiedniego uzycia lub
pozbywa si¢ ich zgodnie z zalacznikiem IV pkt 2, w taki
sposob, aby nie istnialo mozliwe do identyfikacji ryzyko
rozprzestrzenienia si¢ organizmu.

3. Panstwa Czlonkowskie stanowig, ze maszyna, pojazd,
statek, sktad lub ich jednostki oraz wszelkie inne przedmioty
facznie z opakowaniami okreslone jako skazone zgodnie z
art. 5 ust. 1 lit. a) lub okreslone jako prawdopodobnie
skazone zgodnie z art. 5 ust. 1 lit. b), sa niszczone lub
czyszczone 1 dezynfekowane z zastosowaniem wlasciwych
metod jak okreslono w zalgczniku IV pkt 3. Po dezynfekdji,
zaden z tych przedmiotéw nie jest dluzej uznawany za
skazony.

4. Bez uszczerbku dla $rodkéw wprowadzonych w zycie
zgodnie z ust. 1, 2 i 3, Paistwa Czlonkowskie stanowig, ze w
strefie rozgraniczonej zgodnie z art. 5 ust. 1 lit. ¢), wprowadza
si¢ w zycie serie Srodkéw, jak okreslono w zalgczniku IV pkt 4.

Artykut 8

1.  Panstwa Czlonkowskie stanowia, Ze sadzeniaki musza
spetnia¢ wymagania dyrektywy 77/93/EWG oraz pochodzi¢ w
prostej linii z materialu uzyskanego zgodnie z urz¢dowo

zatwierdzonym programem i uznanego za wolny od tego orga-
nizmu na podstawie urzedowej lub urzgdowo kontrolowanej
analizy z zastosowaniem metody okreslonej w zalaczniku 1.

Wyzej wymieniong analiz¢ przeprowadza sig:

— w przypadkach, gdy skazenie dotyka produkcji sadzeniaka,
na rolinach w stadium poczatkowej selekgji genetyczne;j,

— w innych przypadkach, na rolinach w stadium
poczatkowej selekcji genetycznej lub reprezentatywnych
probkach materialu matecznego ziemniak lub wczesniej-
szego materialu rozmnozeniowego.

2. Zgodnie z procedurg podang w art. 16a dyrektywy
77|93/EWG, mogg by¢ przyjete nastepujgce przepisy:

— szczegblowe zasady stosowania art. 16a ust. 1 akapit drugi
tiret pierwsze,

— zasady dotyczace reprezentatywnych prébek okreslone w
art. 16a ust. 1 akapit drugi tiret drugie.

Artykut 9

Panistwa Czlonkowskie zakazuja przetrzymywania i przetwa-
rzania organizmu.

Artykut 10

Bez uszczerbku dla przepiséw dyrektywy 77/93/EWG, Pafistwa
Czlonkowskie mogg zatwierdzi¢ odstepstwa od Srodkéw okres-
lonych w art. 6, 7 i 9 niniejszej dyrektywy do celow doswiad-
czalnych lub naukowych oraz dla prac nad selekcja odmian,
pod warunkiem ze takie odstgpstwa nie naruszaja kontroli
organizmu i nie tworzg ryzyka rozprzestrzenienia si¢ orga-
nizmu.

Artykut 11

Panistwa Czlonkowskie moga przyja¢ takie dodatkowe lub
zaostrzone $rodki, jakie mogg by¢ wymagane do zwalczania
organizmu lub do zapobiezenia jego rozprzestrzenieniu sig, o
ile s3 one zgodne z przepisami dyrektywy 77/93[EWG.

Dodatkowe $rodki wymienione w akapicie pierwszym moga
zawiera¢ warunek, ze tylko sadzeniaki, ktére sa urzedowo
zatwierdzone lub urzgdowo kontrolowane dla sprawdzenia czy
spelniajg one normy zdrowia roslin moga by¢ sadzone. Ostatni
warunek moze mie¢ zastosowanie w szczegdlnosci w przy-
padku gdy rolnicy sa upowaznieni do uzywania, w swoich
wiasnych gospodarstwach rolnych, sadzeniakéw uzyskanych z
ich wlasnych zbioréw plonéw oraz w innych przypadkach, gdy
sadzone sg sadzeniaki pochodzace z wlasnej produkgji.
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Inne Pafistwa Czlonkowskie i Komisja powiadamiane sa o
szczegobtach tych Srodkow.

Artykut 12

Zmiany zalacznikéw do niniejszej dyrektywy, ktérych doko-
nuje si¢ w Swietle rozwoju wiedzy naukowej i technicznej,
przyjmuje si¢ zgodnie z procedura ustalong w art. 16a dyrek-
tywy 77/93/EWG.

Artykut 13

1. Do dnia 15 listopada 1993 r. Pafistwa Czlonkowskie
przyjma i opublikujg przepisy niezbedne do wykonania niniej-
szej dyrektywy i niezwlocznie powiadomig o tym Komisje.

Przepisy przyjete przez Panstwa Czlonkowskie zawieraja odnie-
sienie do niniejszej dyrektywy lub odniesienie takie towarzyszy
ich urzedowej publikacji. Metody dokonywania takiego odnie-
sienia okreslane sg przez Pafistwa Czlonkowskie.

Panistwa Czlonkowskie stosuja niniejsze przepisy od dnia 16
listopada 1993 r.

2. Panstwa Czlonkowskie niezwlocznie przekaza Komisji
wszystkie przepisy prawa krajowego przyjete w dziedzinach
objetych niniejsza dyrektywa. Komisja informuje o tym
pozostale Panstwa Czlonkowskie.

Artykut 14
Dyrektywa 80/665/EWG traci moc z dniem 16 listopada
1993 r.

Artykut 15

Niniejsza dyrektywa skierowana jest do Panstw Czlonkowskich.

Sporzadzono w Luksemburgu, dnia 4 pazdziernika 1993 r.

W imieniu Rady
W. CLAES

Przewodniczgcy
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ZALACZNIK I

METODA WYKRYWANIA I DIAGNOZOWANIA BAKTERIOZY PIERéCIENIOWE} ZIEMNIAKA CLAVI-
BACTER MICHIGANENSIS (Smith) Davis et al. ssp. SEPEDONICUS (Spieckermann et Kotthof) Davis et al.

1.1.

1.2.

3.1.

3.2.

3.3.

W PARTIACH BULW ZIEMNIAKA
Pobieranie rdzeni czg¢$ci przystolonowych

Umy¢ 200 bulw pod woda biezaca i usunac skorke wokét pietki kazdej bulwy, postugujac si¢ kazdorazowo
dezynfekowanym skalpelem lub skrobaczka do ziemniakéw; narzedzia mozna dezynfekowal przez zanurzenie
w 70 % alkoholu etylowym i opalenie.

Za pomocg noza lub skrobaczki do ziemniakéw wyciaé ostroznie z pigtek tkanke rdzenia w postaci stozka.
Nadmiar tkanki innej niz przewodzaca ograniczy¢ do minimum. Po pobraniu tkanki pigtek nalezy poddaé ja
badaniom w ciagu 24 godzin (patrz ust. 3) lub przechowywac w temperaturze -20 °C, nie dtuzej jednak niz
dwa tygodnie.

Badanie wzrokowe na obecno$¢ objawéw bakteriozy pierscieniowej

Po usunigciu pigtek kazdg bulwe przekroié poprzecznie i zbada¢ na obecno$¢ objawéw bakteriozy pierscie-
niowej ziemniaka.

Scisnaé bulwe i sprawdzi¢, czy z wigzek przewodzacych nie wydostaja sie zmacerowane tkanki.

Do najwczesniejszych objawéw, obserwowanych szczegblnie w poblizu pigtek, naleza nieznaczna szklisto§é
lub przejrzysto$¢ tkanek, bez rozmigkczenia wokét wigzek przewodzacych. PierScien wigzek przewodzacych w
pigtce moze by¢ nieznacznie ciemniejszy niz normalnie. Pierwszym latwym do rozpoznania objawem jest
przebarwienie pierScienia wigzek przewodzgcych na Zéttawo. Po lekkim Scisnigciu bulwy z naczyn wydostaja
si¢ ,stupki” serowatej masy. Wyciek ten zawiera miliony bakterii. W tym stadium mozna obserwowa¢ brazo-
wienie wigzek przewodzacych. Poczatkowo objawy te mogg by¢ ograniczone do jednej czgSci pierscienia,
niekoniecznie w poblizu pietki i moga rozszerza¢ si¢ stopniowo na caly pierScien. W miare rozszerzania sie
infekcji dochodzi do zniszczenia wigzek przewodzacych; kora zewngtrzna moze oddziela si¢ od wewngtrznej.
W zaawansowanym stadium infekcji na powierzchni bulwy pojawiaja si¢ spekania, ktére czesto majg
czerwonawo-brazowe brzegi. Wtorna infekcja bakteryjna czy grzybowa moze maskowaé objawy i dlatego
odréznienie zaawansowanego stadium infekgji bakteriozy pierscieniowej od innych zgnilizn moze by¢ trudne,
a nawet niemozliwe.

Przygotowanie prob do barwienia Grama, barwienia immunofluorescencyjnego (IF) oraz testu oberzy-
nowego

Pietki homogenizowad, az do momentu uzyskania maceratu, w $rodku nietoksycznym dla Corynbacterium sepe-
donicum (na przyklad 0,05 M bufor fosforanowy (PBS) pH 7,0), w temperaturze ponizej 30 °C; zaleca sie
dodanie nietoksycznego $rodka rozdrabniajacego oraz nietoksycznego $rodka zapobiegajacego powstawaniu
piany (dodatki 1 i 2). Nalezy unika¢ nadmiernej maceracji.

Bakterie ekstrahowa¢ z homogenatu jedna z nastgpujacych metod (!):

A. a) Odwirowac przy obrotach nie wigkszych niz 180 g przez 10 minut.

b) Plyn znad osadu odwirowal przy obrotach nie mniejszych niz 4 000 g przez 10 minut. Plyn znad
osadu zdekantowa¢ i usunaé.

B. a) Macerat odstawi¢ na 30 minut w celu osadzenia si¢ resztek roslinnych. Plyn znad osadu zdekantowaé
bez naruszania osadu.

b) Plyn znad osadu przefiltrowal przez bibule filtracyjng (Whatman nr 1) umieszczong na filtrze szklanym
(nr 2 = 40-100 pm), z zastosowaniem wodnej pompy prézniowej. Filtrat zebra¢ do probowki wiréw-
kowe;j. Filtr przemy¢ sterylnym buforem PBS do maksymalnej objetosci filtratu 35 ml.

¢) Filtrat odwirowaé przy obrotach nie mniejszych niz 4 000 g przez 20 minut.

Osad zawiesi¢ w sterylnym buforze fosforanowym 0,01 M o pH 7,2 (dodatek 2) do catkowitej objetosci okolo
1 ml. Podzieli¢ na dwie réwne czgsci, jedng z nich pozostawi¢ jako odniesienie zamrazajac w temperaturze -
20 °C () lub liofilizujgc. Pozostalg czgs¢ podzieli¢ na polowe, jedng uzy¢ do testu IF i barwienia Grama, drugg
do testu oberzynowego.

(") Alternatywng metodg ekstrakcji podaje Dinesen, 1984 r.
(3) Istnieje dowdd na to (Janse i Vaerenbergh, 1987 r.), ze zamrazanie moze obnizy¢ zZywotno$¢ Corynbacterium sepedonicum. Problemu
tego mozna unikng¢ zawieszajac osad w 10 % glicerolu.
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3.4.

4.1.

4.2

4.3.

5.1.

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

Istotne jest, ze wszystkie pozytywne kontrole C. sepedonicum i probki traktuje si¢ oddzielnie w celu uniknigcia
kontaminacji. Odnosi si¢ to do preparatéw IF oraz testu oberzynowego.

Barwienie Grama

Przygotowaé preparaty Grama ze wszystkich rozcieficzent osadu (5.2.1.) i ze wszystkich bulw (2), ktére na
przekroju wykazuja szklistos¢, zgnilizng czy inne podejrzane objawy. Probki nalezy pobiera¢ z brzegu porazo-
nych choroba tkanek.

Przygotowaé preparaty Grama z okreSlonej kultury C. sepedonicum oraz, w miare mozliwosci, z naturalnie
zarazonych tkanek (5.1.).

Ustali¢, ktére probki zawieraja typowe, gramdodatnie maczugowate komérki. Komérki C. sepedonicum maja
dhugos¢ 0,8 do 1,2 pm i szeroko§¢ 0,4 do 0,6 pm.

Wiasciwa procedura barwienia jest podana w dodatku 3.

Preparaty z naturalnie zarazonych tkanek lub §wiezo wyizolowanych kultur wykazuja czesto dominacje kokoi-
dalnych paleczek, ktére sg zwykle nieznacznie mniejsze niz komoérki starszych kultur wyhodowanych na
agarze. Na wigkszosci podlozy hodowlanych komérki Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus sa pleomorficz-
nymi, maczugowatymi pateczkami i moga wykazywa¢ zmienno$¢ w reakcji Grama. Komérki wystepuja poje-
dynczo, uktadajg si¢ w pary z charakterystycznym wygieciem, co ma zwigzek z ich podzialem, czasami tworza
nieregularne grupy przypominajgce palisady lub chinskie litery.

Schemat testu IF

Stosowaé surowice na okreSlony szczep C. sepedonicum - ATCC 33113 (NCPPB 2137) lub NCPPB 2140.
Powinna ona posiada¢ miano roztworu IF powyzej 1:600. W preparacie testowym uwzgledni¢ kontrole PBS w
celu sprawdzenia, czy koniugat izotiocyjanianu fluoresceiny przeciw immunoglobulinom kréliczym (FITC) nie
Taczy si¢ niespecyficznie z komdrkami bakterii. Na oddzielnym szkietku nalezy zastosowal kulture Corynbacte-
rium sepedonicum (ATCC 33113 (NCPPB 2137) lub NCPPB 2140) jako kontrole homologicznego antygenu. W
miare¢ mozliwodci, jako podobng kontrolg na to samo szkietko nalezy nanie$¢ naturalnie zainfekowane tkanki
(zachowane w formie zliofilizowanej lub zamrozone w temperaturze -20 °C) (rysunek 2).

Procedura

Przygotowa¢ trzy seryjne dziesigciokrotne rozcieniczenia (107, 102, 10%) ostatecznego osadu w wodzie destylo-
wangj (rysunek 1).

Na okienka wielopunktowego szkietka nanie$¢ za pomoca pipety odmierzona standardowa objetos¢ kazdego
rozcieficzenia osadu lub zawiesiny C. sepedonicum (Srednio 10! komérek/ml), wystarczajaca do pokrycia okienka
($rednio 25 ml), jak pokazano na rysunku 1.

Rysunek 1

Prébka i szkietko kontrolne PBS

Prébka nierozcieficzona Prébka rozcienczona
A AN
r N7 N
1:10 1:100 1:1 000
OO0O0O0O0O|
> w dwdch
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PBS  Surowica odporno$ciowa o wybranym rozcieficzeniu
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5.2.5.

5.2.6.

5.2.7.

5.2.8.

5.2.9.

5.2.10.

5.2.11.

Rysunek 2

Pozytywne szkielko kontrolne

— C sepﬁedom'cum
C10°/ml
ziemniaka

r*r 1 1 1

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

Rozcieficzona surowica odpornosciowa

Whasciwe okienka pokry¢ surowicg na C. sepedonicum rozcieficzong wedlug zalecent 0,01 M PBS o pH 7,2
(dodatek 2), jak pokazano na rysunku 1. (Uzy¢ PBS jako kontrole FITC). Rozcienczenie robocze surowicy
powinno stanowi¢ $rednio polowe miana roztworu IF. Jesli maja by¢ uwzglednione inne rozcieficzenia suro-
wicy, dla kazdego rozcienczenia nalezy przygotowaé oddzielne preparaty.

Inkubowaé w wilgotnej kamerze w temperaturze otoczenia przez 30 minut.
Sptukaé ostroznie 0,01 M PBS o pH 7,2. Moczy¢ trzy razy po 5 minut w 0,01 M PBS o pH 7,2.
Ostroznie usunaé nadmiar wilgoci.

Kazde okienko pokry¢ koniugatem FITC w takim rozcieficzeniu, jakie bylo stosowane do okreslania miana
roztworu i inkubowaé w ciemnej, wilgotnej kamerze w temperaturze otoczenia, przez 30 minut.

Spluka¢ i moczy¢ jak poprzednio.

Na kazde okienko nanie$¢ $rednio 5 do 10 pl 0,1 M buforu fosforanowo-glicerynowego o pH 7,6 (lub
podobny utrwalacz o pH nie nizszym niz 7,6) i przykry¢ szkielkiem nakrywkowym (dodatek 2).

Przeglada¢ w mikroskopie zaopatrzonym w zrédlo $wiatla epifluorescencyjnego i filtry odpowiednie do pracy
z FITC. Wlasciwe jest powigkszenie 400 do 1 000. Okienka powtérzen przegladaé w poprzek dwéch Srednic
pod katem prostym oraz wokét obwodu okienka.

Poszukaé fluoryzujacych komoérek w kontrolach pozytywnych i okresli¢ miano roztworu. Szukaé fluoryzuja-
cych komoérek w okienku kontrolnym FITC/PBS i, jedli ich brak, przejs¢ do przegladania okienek z badana
probka. W minimum 10 polach mikroskopu okresli¢ $rednig liczb¢ morfologicznie typowych, fluoryzujacych
komorek w polu widzenia i obliczy¢ ich ilo§¢ w mililitrze nierozcienczonego osadu (dodatek 4).

Z testem immunofluorescencji zwigzanych jest kilka probleméw.

— Istnieje prawdopodobienstwo wystgpienia w osadzie z ziemniaka populacji fluoryzujacych komoérek o
nietypowej morfologii oraz dajacych reakcje krzyzowe bakterii saprofitycznych, o wymiarach i morfologii
podobnych do Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus, widocznych w tle obrazu mikroskopowego. Nalezy
bra¢ pod uwage tylko fluoryzujace komérki o typowych wymiarach i morfologii.

Ze wzgledu na mozliwo$¢ wystepowania reakcji krzyzowych, probki w przypadku ktérych uzyskano pozy-
tywne wyniki testu immunofluorescencyjnego powinny by¢ poddane powtérnym badaniom z zastosowa-
niem innej surowicy.

— Techniczna granica wykrywalnodci w tej metodzie zawiera si¢ w granicach 10°-106 komoérek na mililitr
nierozcieniczonego osadu. Proby, w ktorych stwierdza si¢ ilos¢ typowych komérek IF na granicy wykrywal-
nosci, s3 zwykle wolne od C. m. ssp. sepedonicus, ale moga by¢ poddane testowi oberzynowemu.
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6.1.

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.4.

6.4.1.

Negatywne wyniki testu immunofluorescencyjnego uzyskuje si¢ w odniesieniu do kazdej probki, w ktérej nie
stwierdza si¢ morfologicznie typowych fluoryzujacych komorek. Prébki takie nalezy uznal za ,nieskazone”
przez Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.

Test oberzynowy nie jest wymagany.

Pozytywny wynik testu immunofluorescencyjnego stwierdza si¢ w przypadku probek, w ktérych obecne sa
morfologicznie typowe, fluoryzujace komorki.

Probki, w przypadku, ktorych okresla si¢ jako pozytywny wynik testu immunofluorescencyjnego z zastosowa-
niem obydwu surowic, powinny by¢ uznane za ,potencjalnie skazone” przez Clavibacter michiganensis ssp. sepe-
donicus.

Test oberzynowy jest wymagany dla wszystkich probek uznanych za potencjalnie skazone.

Test oberzynowy

Szczegbly uprawy, patrz dodatek 5.

Rozdzieli¢ osad z pkt 3.3., migdzy co najmniej 25 roélin oberzyny w stadium 3 lisci (dodatek 5), za pomoca
jednej z metod podanych ponizej (6.2., 6.3. lub 6.4.).

Inokulacja poprzez nacigcie na todydze 1

Kazda doniczke umiesci¢ poziomo (dla doniczki o $rednicy 10 ¢cm odpowiedni jest bloczek z poliestyrenu z
wydrazonym z jednej strony micjscem o glebokosci 5 c¢m, szerokosci 10 ¢m i dlugosci 15 c¢m (rysunek 3)).
Migdzy lodyga a bloczkiem, dla kazdej badanej probki, nalezy umiesci¢ pasek sterylnej folii aluminiowej.

Rosling mozna przytrzymaé w miejscu za pomocg gumowej opaski natozonej wokoét bloczka.

Za pomocy skalpela, migdzy liScieniami i pierwszym liSciem, wykona¢ podtuzne lub lekko uko$ne nacigcie o
dhugosci 0,5-1,0 cm i glgbokosci $rednio trzy czwarte Srednicy todygi.

Trzymajac szparg otwarta za pomocg korica ostrza skalpela, wprowadzi¢ do niej inokulum delikatnym pedzel-
kiem zamoczonym w osadzie. Pozostaly osad rozdzieli¢ miedzy rosliny oberzyny.

Rang zabezpieczy¢ sterylng wazeling z 2 ml strzykawki.

Rysunek 3

Inokulacja poprzez nacigcie na todydze Il

Trzymajac roéling migdzy dwoma palcami, nanie$¢ na todyge krople (Srednio 5 do 10 ml) zawiesiny osadu w
miejscu migdzy liScieniami i pierwszym lisciem.

Za pomocy sterylnego skalpela wykona¢ podluzne (pod katem okolo 5°) nacigcie, o dtugosci 1,0 cm i glebo-
kosci $rednio 2/3 grubosci todygi, rozpoczynajac od miejsca naniesienia kropli osadu.

Rang zabezpieczy¢ sterylng wazeling ze strzykawki.

Inokulacja za pomocg strzykawki

Nie podlewac roslin oberzyny przez jeden dzieri przed inokulacja w celu obnizenia ci$nienia turgorowego.
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6.4.2.  Inokulowa¢ lodygi oberzyny ponizej liScieni za pomoca strzykawki z igla do iniekcji podskérnej (nie mniejszej
niz 23 G). Osad rozdzieli¢ migdzy rosliny oberzyny.

6.5. Inokulowa¢ 25 rodlin okre$lona kultura C. sepedonicum i, w miar¢ mozliwosci, naturalnie zarazong tkanka ziem-
niaka (5.1.), za pomoca tej samej metody inokulacji (6.2., 6.3. lub 6.4.).

6.6. Inokulowa¢ 25 roélin sterylnym 0,05 M PBS za pomoca tej samej metody inokulacji (6.2., 6.3. lub 6.4.).

6.7. Rosliny inkubowaé we wlasciwych warunkach (dodatek 5) przez 40 dni. Po o$miu dniach regularnie bada¢ na
obecno$¢ objawow. Policzy¢ roliny wykazujace objawy. C. sepedonicum powoduje wiednigcie lisci oberzyny,
ktére moze rozpoczynaé si¢ od brzegowego lub migdzynerwowego wiotczenia. Zwigdnigte tkanki moga by¢
poczatkowo ciemnozielone lub plamiste, lecz zanim ulegng nekrozie staja si¢ jasniejsze. Wiednace tkanki
migdzy nerwami s3 czgsto uwodnione. Tkanki nekrotyczne maja czgsto jasnozolty brzeg. Roéliny nie zawsze
zamierajg; im dluzszy okres poprzedzajacy wystapienie objawéw, tym wigksza szansa na przezycie. Rosliny
moga pokona¢ infekcje. Podatne, mlode rosliny oberzyny sa bardziej wrazliwe na C. sepedonicum o niskiej
populacji niz roliny starsze, stad konieczno$¢ stosowania roslin w stadium 3 lisci lub nieco mtodszych.

Sprawca wigdnigcia moga by¢ réwniez populacje innych bakterii lub grzybow zasiedlajacych tkanki bulwy. Do
nich nalezg Erwinia carotovora, subsp. carotovora i E. carotovora subsp. atroseptica, Phoma exigua var. foveata, jak
réwniez duze populacje bakterii saprofitycznych. Tego typu wigdni¢cie mozna tatwo odrézni¢ od powodowa-
nego przez C. sepedonicum, poniewaz w pierwszym przypadku gwaltownie wigdna cale liscie lub cale rodliny.

6.8. Przygotowac preparaty Grama (4) dla wszystkich partii oberzyny wykazujacych objawy, wykorzystujac do tego
przekroje przez tkanke zwigdnigtego liscia lub todygi rodliny oraz dokonaé izolacji na odpowiednim podiozu
odzywczym (7). Liscie i fodygi oberzyny zdezynfekowaé powierzchniowo poprzez przetarcie 70 % alkoholem

etylowym.

6.9. W niektérych okoliczno$ciach, w szczegélnosci, gdy warunki uprawy nie s3 optymalne, istnieje mozliwo$¢
wystepowania C. sepedonicum jako infekcji latentnej w oberzynie, nawet po 40-dniowej inkubacji. Infekcje takie
moga prowadzi¢ do zahamowania wzrostu i braku wigoru inokulowanych rodlin. Jesli wynik testu IF uznany
jest jako pozytywny, moze by¢ konieczne przeprowadzenie dalszych analiz. Dlatego tez istotne jest dokonanie
poréwnania tempa wzrostu wszystkich badanych roslin oberzyny z ro$linami kontrolnymi inokulowanymi
sterylnym 0,05 M PBS oraz sprawdzenie warunkéw Srodowiska w szklarni.

Zalecenia dotyczace dalszych analiz sa nastepujace:

6.9.1.  odcig¢ todygi powyzej miejsca inokulacji i usuna¢ liscie;

6.9.2.  lodygi zmacerowaé w 0,05 M PBS o pH 7,0, jak w pkt 3.1.-3.2.;

6.9.3.  polowe osadu uzy¢ do wykonania barwienia Grama (4) i testu IF (5);

6.9.4.  druga polowe uzy¢ do przeprowadzenia dalszego testu oberzynowego (6), jesli uzyska si¢ wyniki pozytywne
barwienia Grama iflub testu IF.

7. Izolacja C. sepedonicum

Diagnoze mozna potwierdzi¢ tylko wéwczas, gdy dokona sig izolacji i identyfikacji C. sepedonicum (8). Chociaz
C. sepedonicum jest wymagajacym organizmem, mozna go wyizolowa¢ z tkanek wykazujacych objawy choro-
bowe. Jednakze moze on by¢ zagluszany przez szybciej rosnace bakterie saprofityczne i dlatego nie zaleca sig
bezposredniej izolacji z osadu uzyskanego z tkanek ziemniaka (3.3.) Doskonalg selektywna pozywka wzboga-
cajaca dla hodowli C. sepedonicum jest oberzyna, stanowi ona réwniez idealng rosling testowa do badania pato-
genicznosci.

Izolacji nalezy dokona¢ ze wszystkich wykazujacych objawy bulw ziemniaka i roslin oberzyny (4, 6). Maceracj¢
todyg oberzyny, o ile jest to konieczne, nalezy wykona¢ jak podano w pkt 3.1 6.9.
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7.1.

Zawiesing posiac na jedno z nastgpujacych podlozy: (receptura podana jest w dodatku 6):
agar odzywczy z glukozg (tylko do przeszczepiania),

agar drozdzowo-peptonowo-glukozowy,

agar odzywczy z wyciggiem drozdzowym i glukoza,

agar mineralny z ekstraktem drozdzowym.
Inkubowaé w temperaturze 21°C do 20 dni.

C. sepedonicum jest organizmem wolno rosnacym, zwykle wytwarza w ciggu 10 dni kremowe, wypukle kolonie
wielkosci tebka od szpilki.

Przesiaé w celu uzyskania czystej kultury.

Tempo wzrostu poprawia si¢ przez przeszczepianie. Typowe kolonie s3 kremowo-biale, gladkie, wzniesione,
wypukle, Sluzowato-plynne, calobrzegie i zwykle majg $rednic¢ od 1 do 3 mm.

Identyfikacja

Ze zdrowych lub porazonych chorobg ziemniakéw i oberzyny mozna wyizolowaé wiele gramdodatnich,
maczugowatych bakterii, wytwarzajacych kolonie podobne do tych produkowanych przez C. sepedonicum.
Z tego wzgledu trzeba dokona¢ identyfikacji C. sepedonicum w oparciu nastgpujace testy:

test IF (5.1.),
test oberzynowy,

testy biochemiczne i fizjologiczne (dodatek 7),

— test oksydacyjno-fermentacyjny (O[F),

— test na obecno$¢ oksydazy,

— wzrost w temperaturze 37 °C,

— produkgja ureazy,

— hydroliza eskuliny,

— hydroliza skrobi,

— tolerancja w stosunku do 7 % roztworu chlorku sodu,

— produkgja indolu,

— test na obecno$¢ katalazy,

— produkgja H,S,

— wykorzystanie cytrynianu,

— hydroliza zelatyny,

— wytwarzanie kwasu z: glicerolu, laktozy, ramnozy i salicyny,
— barwienie Grama.

W kazdym tescie nalezy uwzgledni¢ okreslong kontrole C. sepedonicum. W testach biochemicznych i fizjologicz-

nych nalezy wykorzystywa¢ kultury wyhodowane na agarze odzywczym. Poréwnania morfologicze wykonuje
si¢ na kulturach wyroslych na agarze odzywczym z glukoza.

W tescie IF populacje komorek nalezy ustali¢ na poziomie 10" komérek/ml. Miano roztworu IF powinno by¢
podobne do uzyskanego w przypadku okreslonej kultury C. sepedonicum.

W tescie oberzynowym populacje komorek nalezy ustali¢ na poziomie 102 komérek/ml. W testach oberzyno-
wych nalezy stosowa¢ 10 roslin dla kazdego badanego organizmu, stosujac kontrole w postaci okreslonej
kultury C. sepedonicum oraz sterylnej wody; w przypadku czystych kultur typowe objawy wiedniecia uzyskuje
si¢ w ciggu 20 dni, lecz rosliny niewykazujace objawdéw po uplywie tego czasu nalezy inkubowaé do konca
30-dniowego okresu w temperaturze korzystnej dla uprawy oberzyny, lecz nieprzekraczajacej 30 °C
(dodatek 5). Jesli po 30 dniach objawy nie wystapia, kultura nie moze by¢ uznana za patogeniczng forme
Corynbacterium sepedonicum.
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Test

OfF

Oksydaza

Kataliza

Redukgja azotanéw
Aktywno$¢ urazy

Produkcja H2S

Produkcja indolu
Wykorzystanie cytrynianu
Hydroliza skrobi

Wzrost w temperaturze 37 °C
Wzrost w obecnodci 7 % NaCl
Hydroliza zelatyny

Hydroliza eskuliny

Produkcja kwasu z:

- Glicerolu

- Laktozy

- Ramnozy

- Salicyny

C. sepedonicum

Obojetna lub stabo utleniajaca

n
- lub staba

+

lub staba
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Dodatek 1

SKEAD PLYNU DO MACERAC]I WEDLUG LELLIOTTA I SELLARA, 1976 r.

D C silicone antifoam MS A compound (Hopkins & Williams Ltd, 10 ml
Cat. nr 9964-25, Chadwell Heath, Essex, England) - $rodek przeciw-
pienigcy
Lubrol w platkach (ICI Ltd) 0,5¢g
Pirofosforan czterosodowy lg
0,05 M bufor fosforanowy pH 7,0 (dodatek 2) 1 litr
Dodatek 2
BUFORY

0,05 M bufor fosforanowy pH 7,0

Bufor stosowany do maceracji tkanek ziemniaka (2.1)

Na,HPO, 426 g
KH,PO, 272 g
NaCl 80 ¢
Woda destylowana do 1 litr

0,01 M bufor fosforanowy pH 7,6

Bufor stosowany do rozcieficzania surowic i plukania preparatéw w metodzie IF.

Na,HPO, 12 H,0 27 g
NaH,PO, 2 H,0 04 g
NaCl 8,0 ¢
Woda destylowana do 1 litr

0,1 M bufor fosforanowo-glicerynowy pH 7,6

Bufor stosowany do rozcieficzania surowic i ptukania preparatéw w metodzie IF.

Na,HPO, 12 H,0 32 g
NaH,PO, 2 H,0 015 g
Glicerol 50 ml

Woda destylowana 100 ml
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Dodatek 3
METODA BARWIENIA GRAMA (MODYFIKACJA HUCKERA) (DOETSCH, 1981 R.)

Roztwor fioletu krystalicznego
2 g fioletu krystalicznego rozpusci¢ w 20 ml 95 % alkoholu etylowego
0,8 g kwasnego weglanu sodu rozpusci¢ w 80 ml wody destylowanej.

Zmiesza¢ obydwa roztwory.

Plyn Lugola

Jod 1g
Jodek potasu 2g
Woda destylowana 300 ml

Substancje stale rozdrobni¢ razem w moZdzierzu. Dodaé wodg¢ i wymiesza¢ w zamknigtym pojemniku do rozpusz-
czenia.

Roztwér barwnika kontrastowego - safraniny

Roztwér podstawowy:

Safranina O 25 ¢
95 % alkoholu etylowego 100 ml

Zmieszaé i sktadowad.

W celu uzyskania roztworu roboczego rozcienczy¢ w stosunku 1:10.

Procedura barwienia

1. Przygotowaé rozmaz, wysuszy¢ na powietrzu i utrwali¢ termicznie.
Preparat zala¢ fioletem krystalicznym na jedng minute.

Szybko przeptukaé wodg z kranu.

Zala¢ plynem Lugola na jedng minutg.

Przeptuka¢ woda z kranu i osuszy¢ bibula.

AN L

Odbarwia¢ 95 % alkoholem etylowym dodawanym kroplami az do momentu, gdy rozmaz przestanie uwalniaé
barwnik lub zanurzy¢ w alkoholu na 30 sekund lekko poruszajac preparatem.

7. Przepluka¢ woda z kranu i osuszy¢ bibula.
8. Zala¢ roztworem safraniny na 10 sekund.
9. Przepluka¢ woda z kranu i osuszy¢ bibula.

Bakterie gram-dodatnie barwig si¢ na kolor niebiesko-fioletowy, bakterie gram-ujemne na rézowo-czerwony.
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Dodatek 4

OKRESLANIE POPULACJI KOMOREK BARWIACYCH SIE DODATNIO W TESCIE IMMUNOFLUORESCEN-
CYJNYM

Powierzchnia (S) okienka na szkietku wielopunktowym

_ nD2 (1)
T4

Gdzie D = $rednica okienka.

Powierzchnia s) pola widzenia obiektywu

_ nd2 )
4

gdzie d = $rednica pola widzenia.

Okresli¢ d zaréwno na podstawie bezposredniego pomiaru, jak i wedlug nastepujacego
wzoru:
n2 B3)
G2K2x4

gdzie i = wspodlczynnik pola (zalezy od typu okularu i zawiera si¢ w granicach od 8 do
24),
K = wspdlezynnik tubusa (1 lub 1,25),
G = powigkszenie 100x, 40x itd. obiektywu,

Okresli¢ liczbe typowych fluoryzujacych komoérek w polu widzenia ).
Okresli¢ liczbe typowych fluoryzujacych komoérek w okienku (C).

gdzie y = objetos¢ osadu naniesionego na okienko,

gdzie F = wspdlezynnik rozcieniczenia osadu.
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Dodatek 5
UPRAWA OBERZYNY

Nasiona oberzyny (Solanum melongena cv. Black Beauty) wysia¢ do pasteryzowanego kompostu stosowanego dla nasion.
Siewki z pelni rozwinigtymi liScieniami (10 do 14 dni) przesadzi¢ do pasteryzowanego kompostu doniczkowego.

Do badan uzywa¢ oberzyng w stadium 3 lisci, gdy dwa, lecz nie wigcej niz trzy liScie sa w pelni rozwinigte.

Oberzyng nalezy hodowaé w szklarni w nastgpujacych warunkach srodowiska:

dlugos¢ dnia: 14 godzin lub naturalna dlugos¢ dnia, w przypadku dnia dluzszego;
temperatura: dzien: 21-24 °C,
noc: 15 °C.

Uwaga: C. sepedonicum nie ro§nie w temperaturach >30 °C. Jezeli temperatura nocg nie spada do 15 °C, moze wystapi¢
uszkodzenie chromatoforéw (srebrzystos¢).

Uszkodzeniom korzeni przez larwy ziemi6rek mozna zapobiec przez zastosowanie odpowiedniego insektycydu.
Nasiona oberzyny cv. Black Beauty mozna uzyskac:

1. AB Hammenhdgs Fro,
270 50 Hammenhog,
Sweden;

2. HURST Seeds Ltd,
Avenue Road,
Witham,

Essex CM8 2DX,
England;

3. ASGRO Italia Sp A,
Corso Lodi, 23,
Milan;

4. KUPPER
Mitteldeutsche Samen GmbH;
Hessenring 22;
D-37269 Eschwege.
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Dodatek 6
PODLOZA DO HODOWLI I IZOLAC(]I C. SEPEDONICUM

Agar odzywczy (NA)

Agar odzywczy (prod. Difco bacto) rozpusci¢ w wodzie destylowanej wedlug proporcji podanych przez producenta.

Sterylizowac w autoklawie w temperaturze 121 °C przez 15 minut.

Agar odzywczy z glukoza (NDA)

Agar odzywezy z glukoza (prod. Difco bacto) zawierajacy 1 % D(+) glukozy (monohydrat). Sterylizowa¢ w autoklawie

w temperaturze 115 °C przez 20 minut.

Agar drozdzowo-peptonowo-glukozowy (YPGA)

Wyciag drozdzowy (prod. Difco bacto) (nr 0127)
Pepton (prod. Difco bacto) (nr 0118)

D (+) - glukoza (monohydrat)

Agar oczyszczony (prod. Difco bacto) (nr 0560)
Woda destylowana

Pozywke o objetosci 0,5 litra sterylizowac w autoklawie w temperaturze 115 °C przez 20 minut.

Pozywka mineralna z wyciagiem drozdzowym (YGM)

Wyciag drozdzowy (prod. Difco bacto)
D(+) - glukoza (monohydrat)

K,HPO,

KH,PO,

MgSO, - 7H,0

Mn$SO, - H,0

Na(Cl

FeSO, - 7H,0

Agar oczyszczony (prod. Difco bacto)
Woda destylowana

Pozywke o objetosci 0,5 litra sterylizowaé w autoklawie w temperaturze 115 °C przez 20 minut.

58
58
10 g
15 ¢
1 litr

20 ¢
25¢g
025 g
025 ¢g
01¢g
0,015 g
0,05 ¢
0,005 g
18 ¢
1 litr
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Dodatek 7
BIOCHEMICZNE I FIZJOLOGICZNE TESTY DO IDENTYFIKAC]I C. SEPEDONICUM

Wszystkie podloza powinny by¢ inkubowane w temperaturze 21 °C i przegladane po szesciu dniach. W przypadku
braku wzrostu, inkubowa¢ dalej do 20 dni.

— Test oksydacyjno-fermentacyjny (Hugh i Leifson, 1953 r.) - test O/F.

Podloze podstawowa:

KCl 02 g
MgSO, - 7H,0 02g
NH,H,P04 10 g
Pepton (prod. Difco bacto) 1,0 g
Agar oczyszczony (prod. Difco bacto) 30¢g
D(+) glukoza (monohydrat) 10,0 g
Blekit bromotymolowy 0,03 g
Woda destylowana 1 litr

Zmiesza¢ i ustali¢ pH na poziomie 7,0-7,2 za pomocg 1N KOH.
Rozdzieli¢ po 5 mli 10 ml do probéwek bakteryjnych o wymiarach 16 mm x 100 mm (objgtos¢ 12 ml).
Sterylizowac w autoklawie w temperaturze 115 °C przez 10 minut.

Kazda kulturg inokulowa¢ podtoze w 5 mli 10 ml probéwkach metoda naklucia. Do probéwki 10 ml dodaé asep-
tycznie 1-2 ml sterylnej, cieklej parafiny. Inkubowac.

Reakcja pozytywna:
Probéwka Kolor Interpretacja
Otwarta Z6kty Fermentacyjny
Zamknigta 76ty
Otwarta 76ty Oksydacyjny
Zamknigta Niebiesko - zielony
Otwarta Zielonkawy Oksydacyjny lub obojetny
Zamknigta Niebiesko - zielony

— Test na obecnos¢ oksydazy (Kovacs, 1956 r.)
Odczynnik Kovacsa:

1 % roztwér dichlorowodorek tetrametyloparafenylenodiaminy (BDH nr 30386) w wodzie destylowane;.

Odczynnik ten powinien by¢ $wiezo sporzadzony w objetosciach 1 ml lub moze by¢ przechowywany w ciemnej,
szklanej butelce w temperaturze 5 °C przez 1-4 tygodni.

Krople odczynnika nanie$¢ na bibule filtracyjng w czystej szalce Petriego. Niezwlocznie pobra¢ badang kulture z
agaru odzywczego za pomocg platynowej ezy.

Reakgja pozytywna: pojawienie si¢ purpurowego zabarwienia w ciggu 10 sekund. Reakcja taka uzyskana w ciagu
10-30 sekund daje wynik stabo dodatni.

Uwaga: Istotne jest stosowanie platynowej ezy i kultur z agaru odzywczego, gdyz Sladowe ilosci zelaza lub duza
zawarto$¢ cukru w podlozu wzrostowym moze wplywac falszywie na pozytywne wyniki.

— Produkcja kwasu z laktozy, ramnozy, salicyny, glicerolu

Przygotowaé podloze OfF Hugh & Leifsona bez glukozy. Rozla¢ do probéwek po 5 ml. Sterylizowaé w autoklawie
w temperaturze 115 °C przez 10 minut. Do plynnego podloza podstawowego o temperaturze 45 °C dodaé asep-
tycznie przez filtr 0,5 ml 10 % roztworu wodnego glicerolu lub laktozy lub ramnozy lub salicyny. Ostroznie
wymieszac.

Reakgja pozytywna: zmiana zabarwienia z niebiesko-zielonego na zétte wskazuje na produkcje kwasu.
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— Test na obecno$¢ katalazy

Krople nadtlenku wodoru (30 objetosci) umiesci¢ na czystym szkietku przedmiotowym, emulgowal z kulturg
bakterii za pomocg platynowej ezy.

Reakgja pozytywna: wydzielanie si¢ pecherzykéw gazu wskazuje na obecno$¢ katalazy.
Aktywno$¢ reduktazy azotanowej i denitryfikacja (Bradbury, 1970 r.)

Podtoze hodowlane:

KNO, (bez azotynu) lg
Wycigg drozdzowy (prod. Difco bacto) 1g
K,HPO, 58
Woda destylowana 1 litr

Rozla¢ po 10 ml do 20 ml butelek. Sterylizowa¢ w autoklawie w temperaturze 121 °C przez 15 minut.

Odczynnik A:
H,S0, 8 g
5 N kwas octowy 1 litr
Odczynnik B
naftyloamina 58
5 N kwas octowy 1 litr

Podloze azotanowe inokulowaé w dwdich powtdrzeniach. Zbadaé po 10 i 20 dniach przez dodanie jednej kropli
plynu Lugola, 0,5 ml odczynnika A i 0,5 ml odczynnika B. Jesli podloze nie zmieni barwy na czerwonawg, dodaé
50 mg sproszkowanego cynku. Obserwowac reakcje barwna.

Reakgja pozytywna: Reakcja barwna

Etap 1 Etap 2
Brak redukcji azotanéw bezbarwna czerwona
Redukgja azotanéw do azotyndéw czerwona -

(tylko reduktaza azotanowa)

Redukgja azotanéw i azotynow bezbarwna bezbarwna
(denitryfikacja — reduktaza azotanowa i azotynowa)

Produkcja ureazy (Lelliott, 1966 r.)

Podloze podstawowe:

Pozywka mocznikowa na bazie agaru (prod. Oxoid) (CM53) 24 ¢
Woda destylowana 95 ml

Sterylizowaé w autoklawie w temperaturze 115 °C przez 20 minut. Podloze podstawowe schlodzi¢ do temperatury
50 °C i doda¢ aseptycznie przez filtr 5 ml 40 % roztworu wodnego mocznika (Oxoid SR20). Doktadnie wymie-
szac.

Rozla¢ po 6 ml do sterylnych probéwek (16 x 100 mm) i pozostawi¢ do zastygniecia w postaci skoséw.

Reakcja pozytywna: w przypadku aktywnosci ureazy, zélto-pomaranczowe podloze zmienia barwe na wisniowo-
czerwong lub karmazynowo-rézowa.

Wykorzystanie cytrynianu (Christensen) (Skerman, 1967 r.)

Cytrynian na bazie agaru (Merck 2503) 23 g
Woda destylowana 1 litr

Wymieszac i rozpusci¢ przez podgrzanie. Rozlaé po 6 ml, tak jak w przypadku podtoza z mocznikiem. Sterylizowaé
w autoklawie w temperaturze 121 °C przez 15 minut i pozostawi¢ do zastygniecia w postaci skoséw.

Reakgja pozytywna: na wykorzystanie cytrynianu wskazuje zmiana zabarwienia podloza z pomaranczowego na czer-
wore.
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— Produkcja siarkowodoru (Ramamurthi, 1959 r.)

Podloze
Trypton (prod. Difco bacto) (nr 0123) 10 g
K,HPO, lg
Na(Cl 5¢
Woda destylowana 1 litr

Rozpusci¢ i rozla¢ po 6 ml do probéwek (16 x 100 ml). Sterylizowa¢ w autoklawie w temperaturze 115 °C przez
10 minut.

Zaszczepi¢ podloze i z brzegu probowki zawiesi¢ asepytycznie papierek nasycony octanem ofowiowym (Merck
9511). Zamocowa¢ za pomocg nakrywki. Inkubowa¢ do 20 dni.

Reakgja pozytywna: dowodem na produkcje H2S z tryptonu jest przebarwienie papierka testowego na kolor czarno-
brazowy.

Produkcja indolu (Ramamurthi, 1959 r.)
Podtoze:

Jak w tescie na wytwarzanie H2S.

Usung¢ papierek nasycony octanem ofowiu, doda¢ 1-2 ml eteru etylowego i delikatnie wstrzasngé. Odstawi¢ dla
rozdzielenia warstw (pie¢ minut). Doda¢ 0,5 ml odczynnika Kovacsa (Merck 9293) wpuszczajac go do wnetrza prze-
chylonej probéwki.

Reakgja pozytywna: na obecnos¢ indolu wskazuje pojawienie si¢ czerwonej barwy w z6ltej warstwie migdzy eterem i
frakcjami wodnymi.

Wzrost w temperaturze 37 °C (Ramamurthi, 1959 r.)

Podloze
Pozywka bulionowa (prod. Difco bacto) (nr 0003) 8 g
Woda destylowana 1 litr

Zmieszac, rozpuscic i rozla¢ do probéwek po 6 ml.

Sterylizowad w autoklawie w temperaturze 121 °C przez 15 minut.
Inokulowac¢ i inkubowaé w temperaturze 37 °C.

Reakgja pozytywna: wzrost bakterii.

Wzrost w obecnosci 7 % chlorku sodu (Ramamurthi, 1959 r.)

Podloze
Pozywka bulionowa (prod. Difco bacto) 8 g
Na(Cl 70 g
Woda destylowana 1 litr

Zmieszaé, rozpuscic i rozla¢ do probéwek po 6 ml.
Sterylizowaé w autoklawie w temperaturze 121 °C przez 15 minut.
Reakgja pozytywna: wzrost bakterii.

Hydroliza Zelatyny (Lelliott, Billing i Hayward, 1966 r.)

Podloze
Zelatyna (prod. Difco bacto) (nr 0143) 120 g
Woda destylowana 1 litr

Zmieszad, rozpusci¢ przez podgrzanie i rozla¢ do probéwek po 6 ml.
Sterylizowal w autoklawie w temperaturze 121 °C przez 15 minut.

Reakgja pozytywna: topnienie zelatyny, nawet w przypadku utrzymywania temperatury 5 °C przez 30 minut.
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— Hydroliza skrobi

Podloze
Agar odzywczy (prod. Difco bacto) (plynny) 1 litr
Skrobia rozpuszczalna (prod. Difco bacto) (nr 0178) 2g

Wymieszaé, sterylizowaé w autoklawie w temperaturze 115 °C przez 10 minut.
Rozla¢ do plytek. Plytki inokulowaé punktowo.
Po uzyskaniu dobrego wzrostu bakterii (10-20 dni), usung¢ pewng ich ilo$¢ z pozywki i plytke zala¢ plynem Lugola.

Reakgja pozytywna: o hydrolizie skrobi Swiadcza strefy przejasnienia wokét kolonii bakterii; pozostata cz¢$¢ pozywki
barwi si¢ na purpurowo.

— Aktywno$¢ hydrolazy eskuliny (Sneath i Collins, 1974 r.)

Podloze
Pepton (prod. Difco bacto) 10 g
Eskulina lg
Cytrynian zelazowy (Merck 3862) 0,05 g
Cytrynian sodowy lg
Woda destylowana 1 litr

Wymieszaé w celu rozpuszczenia i rozlaé do probowek po 6 ml. Sterylizowaé w autoklawie w temperaturze 115 °C
przez 10 minut.

Pozywka jest przezroczysta, ma jednak niebieskawa fluorescencje.

Reakgja pozytywna: dowodem na hydrolize eskuliny jest pojawienie si¢ brazowego zabarwienia lacznie z zanikiem
fluorescencji. Mozna to sprawdzi¢ stosujac lampg ultrafioletows.
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ZALACZNIK I

1. Dla kazdego podejrzewanego wystapienia, w odniesieniu do ktérego uzyskano pozytywne wyniki testu immunofluo-
rescencyjnego, zgodnie z metodg wymieniona w zalaczniku I i oczekuje si¢ potwierdzenia lub obalenia tego wyniku
po zakonczeniu wszystkich badan wedlug opisanej metody, nalezy zachowac i odpowiednio zakonserwowac:

— w miarg mozliwosci, wszystkie bulwy lub probki roslin, oraz
— wszelki pozostaly ekstrakty i dodatkowo przygotowane preparaty immunofluorescencyjne,

do momentu zakoficzenia danych metod.

2. W przypadku potwierdzenia wyniku pozytywnego nalezy zachowa¢ i odpowiednio zakonserwowac:
— material okreslony w ust. 1, oraz
— probke zarazonego materiatu roslinnego oberzyny, zainokulowanego ekstraktem z bulwy lub z rosliny, oraz
— kulture wyizolowanego organizmu.

przez co najmniej jeden miesigc po procedurze powiadomienia, zgodnie z art. 5 ust. 2.
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ZALACZNIK 11T

. Czynniki brane pod uwage przy ustalaniu rozmiaru prawdopodobnego skazenia, zgodnie z art. 5 ust. 1 lit. b),

obejmuja:
— bulwy lub rosliny w miejscu produkeji okreslonym jako skazone, zgodnie z art. 5 ust. 1 lit. a),

— miejsce(-a) produkgji lub obiekty zwigzane z produkcja bulw czy rodlin, okreslone jako skazone zgodnie z art. 5
ust. 1 lit. a), facznie z tymi wspdlnie uzytkujacymi sprzet i urzadzenia do produkgji, bezposrednio lub poprzez
wspolnych kontrahentéw,

— bulwy lub rodliny produkowane w miejscu(-ach) okreslonych w tiret poprzednim lub wystepujace w takim
miejscu(-ach) produkcji w okresie, gdy bulwy lub roliny, okreslone jako skazone zgodnie z art. 5 ust. 1 lit. a)
wystepowaly w obiektach lub miejscach produkeji okreslonych w tiret pierwszym,

— gléwne sklady, gdzie przechowywane sa ziemniaki pochodzgce z miejsc produkeji wymienionych powyzej,

— kazda maszyna, pojazd, statek, sklad lub ich jednostki oraz wszelkie inne przedmioty, facznie z opakowaniami,
ktére mogly mie¢ kontakt z bulwami czy roslinami okreslonymi jako skazone zgodnie z art. 5 ust. 1 lit. a),
podczas ostatnich 12 miesiecy lub gdzie tylko ma to zastosowanie,

— wszelkie bulwy lub rosliny skfadowane lub majace kontakt z jakimikolwiek budowlami lub przedmiotami wymie-
nionymi w tiret poprzednim, przed czyszczeniem i dezynfekcjg tych budowli i przedmiotéw, oraz

— obejmuja, jako wynik analizy prowadzonej na mocy art. 6, bulwy lub rosliny majace takie same genetyczne
pochodzenie, co bulwy lub rodliny zakre$lone jako skazone zgodnie z art. 5 ust. 1 lit. a) i w odniesieniu do
ktorych badania wskazuja na prawdopodobienstwo wystapienia skazenia.

. Elementy brane pod uwage przy okreslaniu mozliwego rozprzestrzenienia, zgodnie z art. 5 ust. 1 lit. ¢), obejmujg:

— blisko$¢ innych miejsc produkeji, gdzie uprawia si¢ ziemniaki lub inne rosliny zywicielskie,

— wspdlnos¢ pochodzenia zasobéw sadzeniaka.

. Szczegdly powiadomienia okreslone w art. 5 ust. 2 akapit pierwszy obejmuja:

— dla jakiejkolwiek przesylki lub partii ziemniaka okreslonej jako skazona, $wiadectwa okreslone w art. 7 lub 8
dyrektywy 77/93/EWG, paszport lub numer rejestracyjny, o ile jest to wlasciwe,

— nazw¢ odmiany zasobow sadzeniaka oraz, w miar¢ mozliwosci, w kazdym innym przypadku,
— opis elementéw okreslonego skazenia i rozgraniczenia strefy,

— dostepnos¢ ekstraktu, przygotowanych preparatéw immunofluorescencyjnych, zarazonego materialu roslinnego
oberzyny i wyizolowanej kultury organizmu, pochodzacych z analiz, w ktérych uzyskano potwierdzenie pozy-

tywnego wyniku.
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ZALACZNIK IV

Urzgdowo nadzorowane $rodki okre$lone w art. 7 ust. 1 majace na celu pozbywanie si¢ bulw czy roslin okreslo-
nych jako skazone zgodnie z art. 5 ust. 1 sa:

— wykorzystywane w przetwérstwie przemystowym przez bezposrednie i natychmiastowe dostarczenie do
zakladu przetworczego posiadajacego odpowiednie mozliwosci usuwania odpadéw, w odniesieniu do ktérych
stwierdzono, Ze nie istnieje mozliwe do identyfikacji ryzyko rozprzestrzeniania si¢ organizmu oraz wyposazo-
nego w system dezynfekcji powierzchni do skladowania i opuszczajacych pojazdéw, lub

— innymi $rodkami, pod warunkiem ustalenia, Ze nie istnieje mozliwe do zidentyfikowania ryzyko rozprzestrze-
nienia organizmu; Komisja i inne Panstwa Czlonkowskie powiadamiane sa o takich srodkach.

Wiasciwe wykorzystanie lub pozbywanie si¢ bulw czy roslin okreslonych jako prawdopodobnie skazone zgodnie z
art. 5 ust. 1 lit. b) i okreslonych w art. 7 ust. 2, pod kontrola odpowiedzialnych urzedowych organéw Panstw
Czlonkowskich, jest nastepujace:

— wykorzystanie jako ziemniaki towarowe przeznaczone do konsumpcji, pakowane w sposéb gotowy do bezpo-
$redniego dostarczenia i uzycia bez rozpakowywania i przeznaczone do takiego bezposredniego dostarczenia i
uzycia, lub

— wykorzystanie jako ziemniaki towarowe przeznaczone do przetwérstwa przemystowego i przeznaczone do
bezposredniego i natychmiastowego dostarczenia do zakladu przetwérczego posiadajacego wiasciwe urzadzenia
do usuwania odpadéw i dezynfekgji, lub

— jakikolwiek inny sposéb wykorzystania lub pozbywania si¢, pod warunkiem uznania, ze nie istnieje mozliwe do
identyfikacji ryzyko rozprzestrzenienia si¢ organizmu.

Wiasciwe metody czyszczenia i dezynfekcji przedmiotéw okreslonych w art. 7 ust. 3, s3 takie w odniesieniu do
ktérych uznaje sig, ze nie istnieje mozliwe do zidentyfikowania ryzyko rozprzestrzenienia organizmu oraz sg one
stosowane pod nadzorem odpowiedzialnych urzedowych organéw Panstw Czlonkowskich.

Serie $rodkéow, ktore wprowadzaja Pafistwa Czlonkowskie w ramach rozgraniczonej strefy, ustanowionej zgodnie z
art. 5ust. 1lit. ¢) i okreslonej w art. 7 ust. 4 s nastepujace:

w miejscach produkcji okreslonych jako skazone, zgodnie z art. 5 ust. 1 lit. a):

a) na polu okreslonym jako skazone, zgodnie z art. 5 ust. 1 lit. a), albo
i) — podczas co najmniej trzech lat uprawy nastepujacych po roku, w ktérym okreslono skazenie,

— podejmuje si¢ Srodki w celu wyeliminowania samosiewow roélin i innych wystepujacych naturalnie
roélin zywicielskich organizmu, oraz

— nie nalezy sadzi¢ zadnych bulw ziemniaka, roslin czy nasion ani innych wystepujacych naturalnie
roélin zywicielskich organizmu ani upraw, co do ktorych istnieje mozliwe do identyfikacji ryzyko
przezycia lub rozprzestrzenienia si¢ organizmu, az do momentu uznania pola za wolne od samo-
siewow rolin ziemniaka przez co najmniej dwa nastgpujace po sobie lata uprawy,

— W pierwszym sezonie uprawy ziemniaka nastgpujacym po okresie okreslonym w tiret poprzednim, sadzi
si¢ urzgdowo kwalifikowany material siewny ziemniakéw tylko na produkcje ziemniakoéw towarowych i
prowadzi si¢ urzedowe badanie, jak okreslono w art. 2 ust. 1;

— w sezonie uprawy ziemniaka nastgpujacym po tym, okreSlonym w tiret poprzednim oraz po zastoso-
waniu wlasciwego zmianowania, nalezy sadzi si¢ urzgdowo kwalifikowany materiat siewny ziemniakéw,
na produkcje nasion, jak i ziemniakéw towarowych i prowadzi si¢ urzedowe badanie, jak okreslono w
art. 2 ust. 1; lub

ii) — podczas czterech lat uprawy nastgpujacych po roku, w ktérym stwierdzono skazenie,

— nalezy podja¢ Srodki w celu wyeliminowania samosiewow ro$lin ziemniaka i innych wystepujacych
naturalnie rodlin zywicielskich organizmu, oraz

— pole nalezy albo wylaczy¢ z uprawy albo przeznaczy¢ na pastwisko trwale, stosujac czesto niskie
koszenie lub intensywny wypas,

— w pierwszym sezonie uprawy ziemniaka nastgpujacym po okresie okreslonym w tiret poprzednim, urze-
dowo kwalifikowane sadzeniaki sadzi si¢ na produkcj¢ nasion, jak i ziemniakéw towarowych i prowadzi
si¢ urzedowe badanie, jak okreslono w art. 2 ust. 1;
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b) na innych polach:
— w roku uprawy nastgpujacym po tym, w ktérym okreslono skazenie:
— nie sadzi si¢ Zadnych bulw ziemniaka, rolin ani nie wysiewa si¢ nasion ani innych wystepujacych natu-
ralnie rolin zywicielskich organizmu oraz podejmuje si¢ $rodki w celu wyeliminowania samosiewéw
roélin ziemniaka, o ile to wlasciwe, lub

— urzedowo kwalifikowany material siewny ziemniakéw mozna sadzi¢ tylko na produkcj¢ ziemniakéw
towarowych, pod warunkiem ze urzedowe odpowiedzialne organy sg zapewnione, iz ryzyko wystepo-
wania samosiewow rolin ziemniaka i innych wystepujacych naturalnie roslin zywicielskich organizmu
zostalo wyeliminowane,

— przez co najmniej dwa lata uprawy ziemniaka nastgpujace po okresie ustalonym w tiret poprzednim, sadzi
sie wylacznie urzedowo kwalifikowany materiat siewny ziemniakéw na produkcje nasion, jak i ziemniakéw
towarowych,

— w kazdym roku uprawy okreslonym w tiret poprzednim, podejmuje si¢ Srodki w celu wyeliminowania
samosiewéw rodlin ziemniaka i innych wystepujacych naturalnie roélin zywicielskich organizmu oraz
prowadzi si¢ urzedowe badanie, jak okreslono w art. 2 ust. 1;

— jesli w roku uprawy nastgpujacym po tym, w ktérym okreslono skazenie, sadzi si¢ urzgdowo kwalifikowany
material siewny ziemniakéw na produkcje ziemniakéw towarowych, uprawe kontroluje si¢ w wlasciwych
terminach, a samosiewy roélin ziemniaka bada si¢ na obecnos¢ organizmu;

¢) niezwlocznie po okresleniu skazenia, zgodnie z art. 5 ust. 1 lit.a), oraz w kazdym nastgpnym roku uprawy az

do pierwszego dozwolonego sezonu i tacznie z nim, na polu(-ach) okreslonych jako skazone, jak wymieniono w

lit. a), oczyszcza si¢ i dezynfekuje wszystkie maszyny i urzadzenia do magazynowania w miejscu produkcji oraz

zwigzane z produkcja ziemniaka, o ile jest to wlasciwe i przy zastosowaniu wiasciwych metod, jak okreslono w

pkt 3;

d) w tych systemach produkcji, gdzie mozliwe jest calkowite zastapienie podtoza uprawowego,

— sadzi si¢ zadnych bulw, roslin ani nie wysiewa si¢ nasion chyba Ze jednostka produkcyjna zostala poddana
urzedowo nadzorowanym Srodkom w celu wyeliminowania organizmu i usunigcia wszelkich ziemniakow
lub innego materiatu rodlin psiankowatych, lacznie z co najmniej catkowita zmiang podloza uprawowego
oraz oczyszczeniem i dezynfekcja jednostki produkeyjnej i calego sprzgtu, a nast¢pnie odpowiedzialne urze-
dowe organy udzielily zezwolenia na produkcj¢ ziemniaka, oraz

— produkcja ziemniaka prowadzona jest w oparciu o urzedowo kwalifikowany material siewny, minibulwy lub
mikroroliny pozyskane z badanych Zrédel;

w ramach rozgraniczonej strefy, bez uszczerbku dla Srodkéw okreslonych w pkt 4.1, Pafistwa Czlonkowskie:

a) niezwlocznie, i przez co najmniej trzy sezony uprawy po stwierdzeniu skazenia:

— zapewniaja nadzor swoich odpowiedzialnych urzedowych organéw nad obiektami, w ktérych uprawia sie,
skladuje lub przenosi bulwy ziemniaka, lacznie z lokalami, ktére korzystaja z maszyn zwigzanych z
produkcjg ziemniaka zgodnie z umowa,

— wymagaja czyszczenia i dezynfekcji maszyn i skladow w takich obiektach, o ile to wlasciwe i przy zastoso-
waniu wlasciwych metod, jak okreslono w pkt 3,

— wymagaja sadzenia wylacznie urzgdowo kwalifikowanego materialu siewnego w odniesieniu do wszystkich
upraw w ramach tej strefy,

— wymagaja oddzielnego przenoszenia zebranych zasoboéw nasion do tych zasobéw towarowych we wszyst-
kich obiektach w ramach tej strefy,

— przeprowadzaja urzedowe badania, jak okreslono w art. 2 ust. 1;

b) ustanawiajg program, w miar¢ potrzeby, zastapienia wszystkich zasobow sadzeniakéw w ciagu wiasciwego
terminu.

Inne Panistwa Czlonkowskie i Komisja powiadamiane sg corocznie o §rodkach wprowadzonych na mocy pkt 4.2.,
razem z numerami rejestracyjnymi producentéw, zbiorowych magazynéw i centréw wysytkowych w ramach
rozgraniczonej strefy.





