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ROZPORZADZENIE MINISTRA ROLNICTWA | ROZWOJU WsI"

z dnia 13 kwietnia 2004 r.

w sprawie szczegotowych sposobow postepowania przy zwalczaniu i zapobieganiu rozprzestrzeniania sie
bakterii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus?

Na podstawie art. 10 ust. 1i art. 15 ust. 3 ustawy
z dnia 18 grudnia 2003 r. o ochronie roslin (Dz. U.
z 2004 r. Nr 11, poz. 94) zarzadza sig, co nastepuje:

8 1. Rozporzadzenie okresla:

1) szczegodtowe sposoby postepowania przy zwalcza-
niu i zapobieganiu rozprzestrzeniania sie bakterii
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus, po-
wodujacej chorobe zwang bakterioza pierscienio-
wa ziemniaka, w celu zlokalizowania i okreslenia
rozprzestrzenienia, niedopuszczenia do wystgpie-
nia i rozprzestrzenienia oraz zwalczenia i zniszcze-
nia tej bakterii, w tym:

a) metody zwalczania bakterii i zapobiegania jej
rozprzestrzenianiu sie,

b) metody wykrywania i identyfikacji bakterii,

c¢) sposéb wyznaczania stref, w ktérych powinny
byé stosowane srodki w celu zwalczania lub za-
pobiegania rozprzestrzenianiu sie bakterii,

d) warunki prowadzenia produkcji, obrotu, prze-
mieszczania, przechowania, nabywania lub zby-
wania roslin;

2) dokument potwierdzajacy, ze w partii bulw ziem-
niaka wyprowadzanych z terytorium Rzeczypospo-
litej Polskiej nie stwierdzono wystepowania bakte-
rii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.

8 2. Uzyte w rozporzadzeniu okreslenia oznaczaja:

1) sadzenie — kazdg czynno$¢ majgca na celu
umieszczenie roslin w sposéb umozliwiajacy ich
wzrost, reprodukcje lub rozmnozenie;

2) rosliny przeznaczone do sadzenia:

a) rosliny juz posadzone, ktére majg pozostaé
w podtozu uprawowym lub byé przesadzone,
lub

" Minister Rolnictwa i Rozwoju Wsi kieruje dziatem admini-
stracji rzagdowej — rolnictwo, na podstawie 8 1 ust. 2 pkt 1
rozporzadzenia Prezesa Rady Ministréw z dnia 29 marca
2002 r. w sprawie szczegoétowego zakresu dziatania Mini-
stra Rolnictwa i Rozwoju Wsi (Dz. U. Nr 32, poz. 305).

2) Przepisy niniejszego rozporzadzenia wdrazaja postano-
wienia
— Dyrektywy Rady 93/85/EEC z dnia 4 pazdziernika 1993 r.

w sprawie zwalczania bakteriozy pierscieniowej ziem-
niaka (Dz. Urz. WE, L 259 z 18.10.1993 r.).
Dane dotyczace ogtoszenia aktu prawa Unii Europejskiej,
zamieszczone w niniejszym rozporzadzeniu, z dniem uzy-
skania przez Rzeczpospolita Polskg cztonkostwa w Unii
Europejskiej, dotycza ogtoszenia tego aktu w Dzienniku
Urzedowym Unii Europejskiej — wydanie specjalne.

b) rosliny nieposadzone w chwili wprowadzania
do obrotu lub przemieszczania, lecz przeznaczo-
ne do pdzniejszego sadzenia;

3) urzedowo kwalifikowane sadzeniaki ziemniaka —
sadzeniaki ziemniaka uznane w urzedowej ocenie
za elitarne lub kwalifikowane;

4) miejsce produkcji — wszelkie obiekty, w szczeg6l-
nosci magazyny, przechowalnie, szklarnie, tunele
foliowe lub pola znajdujgce sie w obrebie jedne-
go gospodarstwa lub jego czesci lub kilku gospo-
darstw, stanowigce jedng zorganizowang ca-
tosé.

8 3. 1. Kontrole w celu sprawdzenia wystepowania
bakterii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus,
zwang dalej ,urzedowa kontrolg”, przeprowadza wo-
jewodzki inspektor ochrony roslin i nasiennictwa, zwa-
ny dalej ,wojewddzkim inspektorem”, na roslinach
ziemniaka (Solanum tuberosum L.) znajdujgcych sie
w uprawie oraz na bulwach ziemniaka po zbiorach,
w zakresach i terminach uwzgledniajgcych systemy
produkcji roslin ziemniaka oraz biologie bakterii Clavi-
bacter michiganensis ssp. sepedonicus, a takze wie-
dze naukowg w tym zakresie.

2. Wojewaddzki inspektor w kazdym przypadku po-
dejrzenia wystapienia porazenia, w celu potwierdze-
nia lub wykluczenia podejrzen:

1) pobiera proby bulw z partii ziemniakow, w szcze-
golnosci bulw pochodzacych z przechowalni,
i poddaje je badaniom laboratoryjnym;

2) przeprowadza dodatkowo ocene wizualng krojo-
nych bulw ziemniaka.

3. Badania laboratoryjne, o ktérych mowa w ust. 2
pkt 1, przeprowadza sie¢ z zastosowaniem metod dia-
gnozowania, wykrywania i identyfikacji bakterii Clavi-
bacter michiganensis ssp. sepedonicus, okreslonych
w zatgczniku do rozporzadzenia.

8 4. W przypadku podejrzenia wystapienia bakterii
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus na pod-
stawie pozytywnego wyniku testu immunofluorescen-
cyjnego (IF), wskazujagcego na mozliwos$é wystagpienia
tej bakterii, do czasu zakonczenia nastepnych etapow
badania i uzyskania ostatecznego jego wyniku, zabez-
piecza sie i przechowuje:

1) wszystkie bulwy lub préby roslin ziemniaka, jezeli
jest to mozliwe;

2) pozostaty ekstrakt i preparaty IF.
8 5. 1. W przypadku podejrzenia wystgpienia lub

w przypadku potwierdzenia w czasie badanh laboratoryj-
nych wystepowania bakterii Clavibacter michiganensis
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ssp. sepedonicus, Gtéwny Inspektor Ochrony Roslin
i Nasiennictwa powiadamia o tym Komisje Europejska
lub inne panstwa cztonkowskie Unii Europejskie;j.

2. W przypadku potwierdzenia w czasie badan la-
boratoryjnych wystepowania bakterii Clavibacter mi-
chiganensis ssp. sepedonicus, przez co najmniej mie-
sigc od dnia powiadomienia, o ktérym mowa w ust. 1,
zabezpiecza sie i przechowuje:

1) materiat wyszczegdlniony w § 4;

2) prébe porazonego materiatu roslinnego oberzyny,
zainokulowanego ekstraktem z porazonych bulw
lub roslin ziemniaka;

3) wyizolowang kulture bakterii Clavibacter michiga-
nensis ssp. sepedonicus.

8 6. W przypadku pobrania préb bulw ziemniaka
do badan laboratoryjnych w celu wykluczenia infekcji
latentnej lub gdy wzrokowo widoczne sg podejrzane
objawy chorobowe, lub gdy uzyskano pozytywne wy-
niki testu IF lub innych testéw, az do zakonczenia ba-
dan laboratoryjnych potwierdzajacych lub wykluczaja-
cych wystepowanie bakterii Clavibacter michiganen-
sis ssp. sepedonicus:

1) nie przemieszcza sie roslin ziemniaka lub bulw po-
chodzacych z upraw, partii lub przesytek, z ktérych
pobrano préby, chyba ze przemieszczenie to odby-
wa sie pod nadzorem wojewddzkiego inspektora
i jezeli nie istnieje ryzyko rozprzestrzenienia sie bak-
terii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus;

2) bulwy ziemniaka pochodzace z partii, z ktérych po-
brano préby, nie moga byé przeznaczone do sa-
dzenia i nie moga byé w czasie zbioru, transportu
lub przechowywania mieszane z innymi partiami
bulw ziemniaka;

3) wojewaddzki inspektor:
a) podejmuje czynnosci majgce na celu wykrycie
zrédta pochodzenia prawdopodobnego poraze-
nia, w przypadku gdy wzrokowo widoczne sa

podejrzane objawy chorobowe lub gdy uzyska-
no pozytywne wyniki testu IF,

b

-

moze wprowadzi¢ inne niz okreslone w pkt 1i 2
dziatania zapobiegajace rozprzestrzenianiu sie
bakterii Clavibacter michiganensis ssp. sepedo-
nicus, w szczegolnosci moze przeprowadzaé
urzedowe kontrole przemieszczania roslin lub
bulw ziemniaka w obrebie lub poza obiekty go-
spodarstwa lub miejsca produkcji, zwigzane
z podejrzeniem wystgpienia tej bakterii.

8 7. Jezeli w badaniach laboratoryjnych, przepro-
wadzonych z zastosowaniem metod diagnozowania,
wykrywania i identyfikacji bakterii Clavibacter michi-
ganensis ssp. sepedonicus, okreslonych w zatgczniku
do rozporzadzenia, zostanie potwierdzona obecnos$é
bakterii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
w probie, wojewddzki inspektor:

1) uznaje za porazone bulwy lub rosliny ziemniaka,
partie roslin lub przesytke, z ktdrej zostaty pobrane
proby do badania, oraz okres$la jako skazone ma-
szyny, urzadzenia, $rodki transportu, opakowania,
przechowalnie lub ich czesci oraz wszelkie inne

przedmioty, ktére miaty kontakt z porazonymi bul-
wami lub roslinami ziemniaka, a takze, jezeli jest to
mozliwe, wskazuje skazone obiekty, szklarnie, tu-
nele foliowe, pola lub miejsca produkcji, z ktérych
pochodza porazone bulwy lub rosliny;

)

ustala zasieg prawdopodobnego porazenia, zgod-
nie z 8 8, biorgc pod uwage: kontakt przed lub po
zbiorze z porazonymi roslinami ziemniaka, kontakt
ze skazonymi maszynami, urzadzeniami, srodkami
transportu, opakowaniami, przechowalniami lub
ich czesciami oraz kontakt ze skazonymi obiekta-
mi, szklarniami, tunelami foliowymi, polami lub
miejscami produkcji, o ktérych mowa w pkt 1,
a takze powigzania produkcyjne ze skazonymi
miejscami lub przedmiotami oraz okresla prawdo-
podobnie porazone rosliny lub bulwy ziemniaka;

3) wyznacza strefe na podstawie: stwierdzonego po-
razenia i skazenia okreslonego w pkt 1, okreslone-
go zasiegu prawdopodobnego porazenia, zgodnie
z pkt 2, oraz zasiegu mozliwego rozprzestrzenienia
sie bakterii zgodnie z 8 9, zwang dalej ,strefg za-
grozenia”, w ktérej podejmowane beda dziatania
w celu zwalczania i zapobiegania rozprzestrzenia-
niu sie bakterii Clavibacter michiganensis ssp. se-
pedonicus.

&8 8. Badania majace na celu ustalenie zasiegu
prawdopodobnego porazenia bakterig Clavibacter mi-
chiganensis ssp. sepedonicus obejmuja:

1) inne bulwy lub rosliny ziemniaka znajdujgce sie
w miejscu produkcji okreslonym jako porazone;

2) miejsca produkcji, gospodarstwa lub obiekty, kto-
re miaty jakikolwiek kontakt z bulwami lub roslina-
mi ziemniaka okreslonymi jako porazone, wraz
z miejscami produkcji, w ktorych wspodlnie uzytko-
wany jest lub byt sprzet i urzadzenia uzywane
w cyklu produkcyjnym;

3) bulwy lub rosliny produkowane w miejscach wy-
mienionych w pkt 2 lub wystepujace w tych miej-
scach produkcji w okresie, w ktérym bulwy lub ro-
$liny ziemniaka uznane za porazone znajdowaty
sie w tych miejscach;

4) miejsca przechowywania roslin lub bulw ziemnia-
ka pochodzacych z miejsc wymienionych w pkt 2;

5) maszyny, urzadzenia, $srodki transportu, opakowa-
nia, przechowalnie lub ich czesci oraz inne przed-
mioty, ktore mogty mie¢ kontakt z bulwami lub ro-
slinami ziemniaka okreslonymi jako porazone
podczas ostatnich 12 miesiecy przed stwierdze-
niem porazenia;

6) bulwy lub rosliny ziemniaka majace kontakt
z przedmiotami, o ktorych mowa w pkt b, przed
czyszczeniem i dezynfekcja tych przedmiotéw oraz

7) bulwy lub rosliny ziemniaka pochodzace z tego
samego rozmnozenia klonalnego co bulwy lub ro-
sliny uznane za porazone, jezeli badania laborato-
ryjne wskazujg na mozliwos¢é porazenia.

8 9. Badania majace na celu ustalenie zasiegu
mozliwego rozprzestrzeniania sie bakterii Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus obejmuja:
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1) inne miejsca produkcji, gdzie uprawia sie ziemniaki
lub inne rosliny zywicielskie, sagsiadujgce z miejsca-
mi produkcji uznanymi za porazone lub znajdujacy-
mi sie w zasiegu prawdopodobnego porazenia;

2) wspolne miejsce wytwarzania rodow sadzeniakdw
ziemniaka.

8 10. 1. W przypadku porazenia bulw lub roslin
ziemniaka, wojewddzki inspektor przeprowadza bada-
nia laboratoryjne wegetatywnych (klonalnych) roz-
mnozen rodow ziemniaka, w ktérych wykryto poraze-
nie, w sposdb umozliwiajacy okreslenie pierwotnego
zrédta infekeji i zasiegu prawdopodobnego porazenia.

2. Na podstawie badan, o ktorych mowa w ust. 1,
wojewoddzki inspektor okresla porazenie oraz, jezeli
ma to zastosowanie, wyznacza strefe zagrozenia.

3. Dla celow doswiadczalnych lub naukowych oraz
dla prac nad selekcjg odmian ziemniaka wojewddzki
inspektor moze odstgpié¢ od dziatan okreslonych w § 7
pod warunkiem, ze odstepstwo to nie zaktéci zwalcza-
nia bakterii Clavibacter michiganensis ssp. sepedoni-
cus i nie stworzy ryzyka jej rozprzestrzeniania sie.

8 11. 1. Porazonych bulw lub roslin ziemniaka nie
przeznacza sie do sadzenia i niszczy sie je pod nadzo-
rem wojewoddzkiego inspektora.

2. Jezeli nie istnieje ryzyko rozprzestrzenienia sie
bakterii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus,
porazone bulwy ziemniaka, pod nadzorem wojewodz-
kiego inspektora, moga zostaé przeznaczone:

1) do przerobu przemystowego w zaktadzie przetwor-
czym, posiadajagcym mozliwosci unieszkodliwia-
nia resztek powstatych w procesie przetwarzania
porazonych bulw ziemniaka i dezynfekcji miejsc
oraz przedmiotdw majacych kontakt z porazonymi
bulwami ziemniaka, pod warunkiem ich bezpo-
sredniego i natychmiastowego dostarczenia do te-
go zaktadu przetwoérczego;

2) na konsumpcje lub pasze, po ich uprzednim ugo-
towaniu lub uparowaniu w gospodarstwie, z kto-
rego pochodza.

8 12. 1. Bulw lub roslin ziemniakéw prawdopodob-
nie porazonych nie przeznacza sie do sadzenia.

2. Jezeli nie istnieje ryzyko rozprzestrzenienia sie
bakterii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus,
pod nadzorem wojewddzkiego inspektora, bulwy i ro-
sliny ziemniaka prawdopodobnie porazone moga zo-
sta¢ przeznaczone na cele, o ktéorych mowa w § 11
ust. 2, lub do konsumpcji poza gospodarstwem, po ich
uprzednim zapakowaniu i bezposrednim dostarczeniu
do odbiorcy, bez koniecznosci przepakowywania.

3. Jezeli istnieje ryzyko rozprzestrzenienia sie bak-
terii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus, bul-
wy lub rosliny ziemniaka prawdopodobnie porazone
niszczy sie pod nadzorem wojewoddzkiego inspektora.

§ 13. Srodki transportu, maszyny, urzadzenia, opa-
kowania, przechowalnie lub ich czesci oraz inne przed-
mioty, okreslone jako porazone lub prawdopodobnie
porazone, niszczy sie lub oczyszcza i dezynfekuje, pod
nadzorem wojewoddzkiego inspektora, w sposdb unie-

mozliwiajgcy rozprzestrzenianie sie bakterii, tak aby
mogty zosta¢ uznane za nieporazone.

8 14. 1. W porazonych miejscach produkcji:
1) na porazonym polu:

a) przez co najmniej trzy lata uprawy nastepujace
po roku, w ktédrym stwierdzono porazenie:

— niszczy sie samosiewy ziemniaka i inne natu-
ralnie wystepujace rosliny zywicielskie bak-
terii Clavibacter michiganensis ssp. sepedo-
nicus,

— nie sadzi sie bulw, roslin lub nasion ziemnia-
ka ani innych naturalnie wystepujacych ro-
slin zywicielskich tej bakterii, az do uznania
pola za wolne od samosiewow ziemniaka
przez co najmniej 2 kolejne lata uprawy,

b) w pierwszym sezonie uprawy ziemniaka naste-
pujacym po okresie, o ktérym mowa w lit. a, do-
puszcza sie sadzenie sadzeniakéw ziemniaka
urzedowo kwalifikowanych przez wojewddzkie-
go inspektora, z przeznaczeniem bulw pocho-
dzacych z tej uprawy do konsumpc;ji lub przero-
bu przemystowego; uprawa i bulwy ziemniaka
podlegajg obowigzkowej kontroli wojewddzkie-
go inspektora, w tym takze badaniom laborato-
ryjnym na obecnos$¢ bakterii Clavibacter michi-
ganensis ssp. sepedonicus,

c) w kolejnym sezonie uprawy ziemniaka, po za-
stosowaniu cyklu wtasciwego ptodozmianu,
dopuszcza sie sadzenie sadzeniakow ziemniaka
urzedowo kwalifikowanych przez wojewddzkie-
go inspektora, z przeznaczeniem na sadzeniaki
ziemniaka, ziemniaki do konsumpcji lub do
przerobu przemystowego; uprawa i bulwy
ziemniaka podlegaja obowigzkowej kontroli
wojewodzkiego inspektora, w tym takze bada-
niom laboratoryjnym na obecno$é bakterii Cla-
vibacter michiganensis ssp. sepedonicus, albo

2) na porazonym polu:

a) podczas czterech lat uprawy nastepujacych po
roku, w ktorym stwierdzono porazenie:

— niszczy sie samosiewy ziemniaka i inne natu-
ralnie wystepujace rosliny zywicielskie bak-
terii Clavibacter michiganensis ssp. sepedo-
nicus,

— nie uzytkuje sie pola do celéw rolniczych lub
lesnych i przeznacza sie to pole na uzytkowa-
nie pastwiskowe, stosujagc czeste niskie ko-
szenie lub intensywny wypas,

b) w pierwszym sezonie uprawy ziemniaka naste-
pujacym po okresie, o ktérym mowa w lit. a, do-
puszcza sie sadzenie sadzeniakow ziemniaka
urzedowo kwalifikowanych przez wojewddzkie-
go inspektora, z przeznaczeniem bulw na sadze-
niaki ziemniaka, ziemniaki do konsumpcji lub
do przerobu przemystowego; uprawa i bulwy
ziemniaka podlegaja obowigzkowej kontroli
wojewodzkiego inspektora, w tym takze bada-
niom laboratoryjnym na obecnos$é¢ bakterii Cla-
vibacter michiganensis ssp. sepedonicus;
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3) na polach innych niz porazone:

a) w roku uprawy nastepujgcym po roku, w kto-
rym stwierdzono porazenie:

— nie sadzi sie bulw, roslin i nasion ziemniaka
ani innych naturalnie wystepujacych roslin
zywicielskich bakterii oraz niszczy sie samo-
siewy ziemniaka lub

— dopuszcza sie sadzenie sadzeniakéw ziem-
niaka urzedowo kwalifikowanych przez woje-
wodzkiego inspektora, z przeznaczeniem
bulw pochodzacych z tej uprawy na ziemnia-
ki do konsumpc;ji lub do przerobu przemysto-
wego; pod warunkiem, ze wojewaddzki in-
spektor stwierdzi, ze nie istnieje ryzyko wy-
stepowania samosiewdw ziemniaka i innych
naturalnie wystepujacych roslin zywiciel-
skich bakterii Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus,

b) przez co najmniej dwa lata uprawy nastepujace
po okresie, o ktorym mowa w lit. a, dopuszcza sie
sadzenie sadzeniakow ziemniaka urzedowo kwa-
lifikowanych przez wojewddzkiego inspektora,
z przeznaczeniem bulw pochodzacych z tej upra-
wy na sadzeniaki ziemniaka lub ziemniaki do kon-
sumpciji, lub do przerobu przemystowego,

c)w kazdym roku uprawy, o ktérych mowa
w lit. a i b, niszczy sie samosiewy ziemniaka i in-
ne naturalnie wystepujace rosliny zywicielskie
bakterii Clavibacter michiganensis ssp. sepedo-
nicus, a uprawy podlegaja obowigzkowej kon-
troli wojewddzkiego inspektora,

d) jezeli w roku uprawy nastepujagcym po roku,
w ktérym stwierdzono porazenie, sadzone byty
urzedowo kwalifikowane sadzeniaki ziemniaka
z przeznaczeniem na ziemniaki do konsumpcji
lub do przerobu przemystowego, uprawa pod-
lega obowigzkowej kontroli wojewddzkiego in-
spektora w terminach pozwalajacych na wykry-
cie bakterii Clavibacter michiganensis ssp. se-
pedonicus, w ramach ktérej, w szczegdélnosci,
przeprowadza sie badania laboratoryjne samo-
siewow ziemniaka.

2. Pod nadzorem wojewddzkiego inspektora czysci
sie i dezynfekuje wszystkie urzadzenia, maszyny, $rod-
ki transportu i przechowalnie lub ich czesci oraz inne
przedmioty w sposdb uniemozliwiajgcy rozprzestrze-
nienie sie bakterii Clavibacter michiganensis ssp. se-
pedonicus:

1) bezposrednio po stwierdzeniu porazenia oraz

2) w kazdym nastepnym roku uprawy, witacznie
z pierwszym sezonem, w ktdrym uprawa ziemnia-
ka jest dozwolona na porazonych polach.

3. W systemie produkcji, w ktérym mozliwa jest
catkowita wymiana podtoza:

1) nie sadzi sie bulw, roslin i nasion ziemniaka, chyba
ze obiekt zostat poddany urzedowo zatwierdzo-
nym zabiegom w celu wyeliminowania bakterii
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus i usu-
niecia wszelkich bulw lub innego materiatu roslin
psiankowatych, tacznie z catkowita wymiang pod-

toza oraz oczyszczeniem i dezynfekcja tego obiek-
tu i catego jego wyposazenia;

2) po dokonaniu zabiegéw, o ktérych mowa w pkt 1,
dopuszcza sie produkcje ziemniaka z urzedowo
kwalifikowanych sadzeniakow, minibulw lub mi-
kroroslin ziemniaka wyprodukowanych pod nad-
zorem wojewodzkiego inspektora, po uznaniu, ze
obiekt jest wolny od bakterii Clavibacter michiga-
nensis ssp. sepedonicus.

8 15. 1. W obrebie strefy zagrozenia, oprécz wyma-
gan okreslonych w 8 14, bezposrednio po stwierdze-
niu porazenia i przez nastepne co najmniej trzy sezo-
ny uprawy:

1) miejsca produkcji lub gospodarstwa, w ktorych
uprawia sie, przechowuje lub przemieszcza bulwy
ziemniaka oraz wykorzystuje maszyny, urzadzenia,
narzedzia i srodki transportu zwigzane z produkcja
ziemniaka, podlegaja kontroli wojewddzkiego in-
spektora;

2) w razie potrzeby czysci sie i dezynfekuje maszyny,
urzadzenia, narzedzia, srodki transportu, opako-
wania i przechowalnie w gospodarstwach, o kté-
rych mowa w pkt 1, pod nadzorem wojewddzkie-
go inspektora, w sposéb uniemozliwiajacy roz-
przestrzenienie sie bakterii Clavibacter michiga-
nensis ssp. sepedonicus;

3) dopuszcza sie sadzenie wytgcznie urzedowo kwali-
fikowanych sadzeniakéw ziemniaka;

4) oddzielnie zbiera sig, przemieszcza i przechowuje
sadzeniaki ziemniaka oraz ziemniaki do konsump-
cji lub przerobu przemystowego na terenie gospo-
darstw w obrebie wyznaczonej strefy zagrozenia;

5) wojewoédzki
kontrole.

inspektor przeprowadza urzedowe

2. W obrebie wyznaczonej strefy zagrozenia w ra-
zie potrzeby, wojewodzki inspektor podejmuje dziata-
nia zmierzajagce do wymiany wszelkiego materiatu sa-
dzeniakowego ziemniaka.

8 16. 1. Sadzeniaki ziemniaka powinny spetniaé
wymagania specjalne okreslone w przepisach wyda-
nych na podstawie art. 20 ust. 1 ustawy z dnia
18 grudnia 2003 r. o ochronie roslin oraz pochodzié
w prostej linii z materiatu poddanego urzedowej oce-
nie i uznanego za wolny od bakterii Clavibacter michi-
ganensis ssp. sepedonicus na podstawie badan labo-
ratoryjnych przeprowadzonych przez wojewddzkiego
inspektora.

2. Badania, o ktérych mowa w ust. 1, przeprowa-
dza sie:

1) w przypadkach gdy porazenie dotyczy produkcji
ziemniaka sadzeniaka — na roslinach poczatkowe-
go rozmnozenia klonalnego;

2) w innych przypadkach — na roslinach z poczatko-
wego rozmnozenia klonalnego albo na reprezen-
tatywnych prébach materiatu bazowego ziemnia-
ka sadzeniaka lub wczes$niejszych rozmnozen.

§ 17. 1. Bulwy ziemniakéw wyprodukowanych na
terytorium Rzeczypospolitej Polskiej moga by¢ prze-
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mieszczane z przeznaczeniem do panstw cztonkow-
skich, jezeli zostaty zaopatrzone w zaswiadczenie
wydane przez wojewodzkiego inspektora po prze-
prowadzeniu badan laboratoryjnych stwierdzajg-
cych, ze w partii tych bulw nie stwierdzono wystepo-
wania bakterii Clavibacter michiganensis ssp. sepe-
donicus.

. Metody diagnozowania, wykrywania i identyfikacji
bakterii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus

1. Pobieranie tkanki z czesci przystolonowych bulwy

Standardowa préba sktada sie z co najmniej
200 bulw pobranych z partii bulw ziemniaka o masie
25 ton, jednakze badanie mozna réwniez wykona¢ dla
mniejszych prob:

1) myje sie 200 bulw pod biezaca wodg; za pomoca
regularnie dezynfekowanego skalpela lub skro-
baczki do ziemniakéw usuwa sie skérke wokét
pietki kazdej bulwy; dezynfekcje narzedzi przepro-
wadza sie przez ich zanurzenie w 70 % alkoholu
i ich opalenie;

2) z czesci przystolonowej kazdej bulwy pobiera sie
niewielki fragment tkanki, obejmujacy wiagzki prze-
wodzace, ograniczajac ilos¢ tkanki innej niz przewo-
dzgca do minimum, nastepnie tkanke poddaje sie
badaniom w ciggu 24 godzin, okreslonych w ust. 3
lub przechowuje sie w temperaturze minus 20 °C do
dwéch tygodni w sposédb okreslony w ust. 3.

2. Badanie makroskopowe na obecnosé objawow
chorobowych

Po pobraniu tkanki z czesci przystolonowej kazdag
bulwe kroi sie w poprzek i bada na obecnosé objawow

" Objawami obserwowanymi najwcze$niej, gtéwnie w po-
blizu czesci przystolonowej, jest lekka szklistosé¢ lub przej-
rzystosé tkanek, bez rozmigkczenia tkanki otaczajacej wiaz-
ki przewodzace. Pierscien wigzek przewodzacych w czesci
przystolonowej moze by¢ nieznacznie ciemniejszy niz nor-
malnie. Pierwszym, tatwym do rozpoznania objawem jest
przebarwienie pierscienia wigzek przewodzacych na z6tta-
wo oraz wydostawanie sie z nich serowatej masy po lek-
kim $cisnieciu bulwy. Wyciek ten zawiera miliony bakterii.
W tym stadium wiagzki przewodzace moga ulec przebar-
wieniu na brgzowo. Poczatkowo objawy te moga byé
ograniczone do czesci pierscienia, niekoniecznie w pobli-
zu czesci przystolonowej, i moga rozszerzac sie stopniowo
na caty pierscien. W miare rozwoju infekcji dochodzi do
zniszczenia wigzek przewodzacych; tkanki bulwy kory pier-
wotnej moga oddziela¢ sie od migkiszu rdzeniowego.
W zaawansowanym stadium infekcji na powierzchni bul-
wy pojawiajg sie spekania, ktére czesto maja czerwona-
wobrazowe brzegi. Objawy moga by¢ maskowane przez
wtérne patogeny bakteryjne czy grzybowe, stad odréznie-
nie zaawansowanego stadium bakteriozy pierscieniowej
od gnicia powodowanego przez inne czynniki moze by¢
trudne, a nawet niemozliwe.

2. Zaswiadczenie jest wystawiane nie wczesniej

niz 14 dni przed dniem wyprowadzenia ziemniakow
z terytorium Rzeczypospolitej Polskie;j.

8 18. Rozporzadzenie wchodzi w zycie z dniem

ogtoszenia.

Minister Rolnictwa i Rozwoju Wsi: W. Olejniczak

Zatacznik do rozporzadzenia Ministra
Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia
13 kwietnia 2004 r. (poz. 709)

bakteriozy pierécieniowej'. W tym celu $ciska sie bul-

we i sprawdza, czy z wigzek przewodzacych nie wydo-
stajg sie zmacerowane tkanki.

3. Przygotowanie préb do testu Grama, testu immu-

nofluorescencji (IF) oraz testu oberzynowego

1) tkanke pobrang z czesci przystolonowej bulw ho-
mogenizuje sie w srodku nietoksycznym dla bak-
terii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
(na przyktad 0,05 M bufor fosforanowy /PBS/ o pH
7,0), w temperaturze ponizej 30 °C; zaleca sie do-
danie nietoksycznego $rodka rozdrabniajgcego;
moze by¢ réwniez niezbedne dodanie nietoksycz-
nego srodka zapobiegajagcego powstawaniu pia-
ny, o ktérym mowa w czesci Il ust. 1; nie mozna
dopusci¢ do nadmiernej maceracji;

2) zmacerowang tkanke:

a) odwirowuje sie z zastosowaniem parametru:
180 g/10 minut; uzyskany supernatant odwirowu-
je sie z zastosowaniem parametru: 4000 g/10 mi-
nut, nastepnie zlewa sig¢ i usuwa supernatant albo

b) odstawia sie na 30 minut w celu osadzenia sie
resztek roslinnych; zlewa sie supernatant bez
naruszania osadu, a nastepnie przefiltrowuje
przez bibute filtracyjna (Whatman nr 1) umiesz-
czong na filtrze szklanym (nr 2 = 40-100 pm),
z zastosowaniem wodnej pompy prézniowej;
filtrat zbiera sie do probdéwki wiréwkowej, a na-
stepnie przeptukuje sterylnym buforem PBS,
tak aby uzyskaé maksymalnie 35 ml filtratu, kto-
ry odwirowuje sie z zastosowaniem parametru
4000 g/20 minut;

3) osad zawiesza sie w sterylnym buforze fosforano-
wym 0,01 M o pH 7,2, o ktérym mowa w czesci |l
ust. 2, w taki sposoéb, aby uzyskaé catkowitg obje-
tosé okoto 1 ml, a nastepnie dzieli sie na dwie row-
ne czesci, jedng z nich pozostawia jako materiat re-
ferencyjny, zamrazajgc w temperaturze —20 °C lub
liofilizujac; pozostata czes$c¢ dzieli sie na potowe;
jedna uzywa sie do testu IF i barwienia Grama,
druga do testu oberzynowego;

4) wszystkie pozytywne kontrole bakterii Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus i proby traktuje
sie oddzielnie w celu unikniecia kontaminacji; ma
to zastosowanie w odniesieniu do preparatéow IF
i testu oberzynowego; w czasie wykonywania te-
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stu IF i testu oberzynowego nalezy oddzielaé¢ od 5. Test IF

siebie kontrole pozytywne i badane proby w celu

uniknigcia kontaminacji. 1) w tescie IF uzywa sie przeciwciat na znany szczep

4. Test Grama

1) przygotowuje sie preparaty Grama ze wszystkich
rozcienczen osadu, o ktérych mowa w ust. 5 pkt 2,
i ze wszystkich przecietych bulw, o ktorych mowa
w ust. 2, ktére na przekroju wykazujg szklistosé,
zgnilizne czy inne podejrzane objawy; materiat do
analiz pobiera sie z brzegu porazonych tkanek;

2) przygotowuje sie preparaty Grama ze znanych kul-
tur bakterii Clavibacter michiganensis ssp. sepe-
donicus oraz, w miare mozliwosci, z naturalnie po-
razonych tkanek, o ktérych mowa w ust. 5 pkt 1;

3) okresla sig, ktére préby zawierajg typowe, Gram do-
datnie, maczugowate komorki; komorki bakterii Cla-
vibacter michiganensis ssp. sepedonicus maja na
0g6t dtugosé 0,8 do 1,2 pm i szerokosé 0,4—0,6 pm?; 2
procedura barwienia jest okreslona w czesci 2 ust. 3.

~

2) W preparatach z naturalnie zainfekowanych tkanek lub
swiezo wyizolowanych kultur czesto dominujg zaokraglo-
ne pateczki, zwykle nieznacznie mniejsze niz komérki ze
starszych kultur wyhodowanych na agarze. Na wigkszosci
podtozy hodowlanych komérki bakterii Clavibacter michi-
ganensis ssp. sepedonicus sa pleomorficznymi, maczugo-
watymi pateczkami i moga wykazywaé zmiennos$¢ w reak-
cji Grama. Komorki wystepuja pojedynczo, uktadajg sie
w pary z charakterystycznym wygieciem, co ma zwiazek
z ich podziatem, czasami tworza nieregularne grupy przy-
pominajgce palisady lub chinskie litery.

bakterii Clavibacter michiganensis ssp. sepedoni-
cus — ATCC 33113 (NCPPB 2137) lub NCPPB 2140,
0 mianie powyzej 1:600; w preparacie z badang pro-
ba uwzglednia sie kontrole PBS w celu sprawdze-
nia, czy koniugat izotiocyjanianu fluoresceiny prze-
ciw immunoglobulinom kréliczym (FITC) nie taczy
sie niespecyficznie z komadrkami bakterii; jako kon-
trole pozytywna na oddzielnym szkietku stosuje sie
kulture bakterii Clavibacter michiganensis ssp. se-
pedonicus (ATCC 33113 /NCPPB 2137/NCPPB 2140)
oraz w miare mozliwos$ci umieszcza sie naturalnie
zainfekowang tkanke (zachowana w formie zliofili-
zowanej lub zamrozong w temperaturze -20 °C),
zgodnie ze schematem 2;

sposob wykonania badania:

a) przygotowuje sie trzy seryjne dziesieciokrotne
rozcienczenia (1:10, 1:100 i 1:1000) osadu w wo-
dzie destylowanej (schemat 1),

b) na okienka wielopunktowego szkietka mikro-
skopowego nanosi sie za pomoca pipety od-
mierzong standardowa objetos¢ kazdego roz-
cienczenia osadu lub zawiesiny bakterii Clavi-
bacter michiganensis ssp. sepedonicus ($red-
nio 108 komorek/ml), wystarczajaca do pokrycia
okienka ($rednio 25 pl),

Schemat 1

Preparaty z proby i kontrola PBS

préba nierozcienczona proba rozcienczona
1:10 1:100 1:1000
A
P A - Ve ~

W powtorzeniu

N—

g

—~

OO 000
OO0 0O0

przeciwciala w odpowiednim rozcienczeniu
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Schemat 2

Preparat z kontrolag pozytywna

OO 000
OO 000

1:200 1:400 1:800

rozcienczenie przeciwciat

c) preparat suszy sie w temperaturze okoto 37 °C,
a nastepnie utrwala z uzyciem etanolu lub przez
opalenie,

d) okienka pokrywa sie przeciwciatami na bakterie
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
rozcienczonymi w 0,01 M buforze PBS o pH 7,2,
o ktérym mowa w czesci |l ust. 2, jak pokazano
na schemacie 1; uzywa sie PBS jako kontrole
FITC; rozciehczenie robocze przeciwciat stanowi
zwykle potowe miana; w przypadku uzycia in-
nych rozcienczen przeciwciat, dla kazdego roz-
cienczenia przygotowuje sie oddzielne prepara-
ty,

e) preparat inkubuje sie w wilgotnej komorze
w temperaturze pokojowej przez 30 minut,

f) po inkubacji preparat ostroznie sptukuje sie
0,01 M buforem PBS o pH 7,2, a nastepnie mo-
czy sie trzy razy po 5 minut w 0,01 M buforze
PBS o pH 7,2,

g) ostroznie usuwa sie nadmiar wilgoci,

h) kazde okienko preparatu pokrywa sie koniuga-
tem FITC w takim rozcienczeniu, jakie byto sto-
sowane do okres$lania miana, i inkubuje sie
w ciemnej, wilgotnej komorze przez 30 minut
w temperaturze pokojowej,

i) preparat sptukuje sie i moczy, tak jak w lit. f,

j) na kazde okienko nanosi sig srednio od 5 do 10
pl 0,1 M buforu fosforanowego z glicerynag o pH
7,6, o ktorym mowa w czesci Il ust 2 (lub podob-
nego utrwalacza o pH nie nizszym niz 7,6) i przy-
krywa szkietkiem nakrywkowym,

k) przygotowany preparat przeglada sie w mikro-
skopie zaopatrzonym w zrédio $wiatta epiflu-
orescencyjnego i filtry przeznaczone do pracy
z FITC; stosuje sie powiekszenie 400 do 1000;
okienka w powtdérzeniach przeglada sie w po-
przek dwoéch srednic pod katem prostym oraz
wokot obwodu okienka.

Poszukuje sie fluoryzujagcych komoérek w kontro-
lach pozytywnych i okresla sie miano przeciwciat. Na-

1:1600

C. m. sepedonicus
< 10ml
pozytywny ekstrakt
ziemniaka
1:3200
stepnie poszukuje sie fluoryzujagcych komorek

w okienku kontrolnym FITC/PBS i, jezeli sie ich nie
stwierdzi, przechodzi sie do przegladania okienek z ba-
dang préba. W minimum 10 polach mikroskopu okre-
$la sie srednig liczbe morfologicznie typowych, fluory-
zujgcych komadrek w polu widzenia i oblicza sie ich
liczbe w mililitrze nierozcienczonego osadu wedtug
wzoru okreslonego w czesci Il ust. 4.

Przy ocenie preparatéow bierze sie pod uwage moz-
liwosé wystgpienia reakcji krzyzowych. W osadzie
ziemniaka moga wystepowacé populacje fluoryzuja-
cych komoérek o nietypowej dla bakterii Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus morfologii oraz bak-
terie saprofityczne dajgce reakcje krzyzowe, o wymia-
rach i morfologii podobnych do bakterii Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus, dlatego tez bierze
sie pod uwage tylko fluoryzujagce komorki o typowych
wymiarach i morfologii. Ze wzgledu na mozliwosé wy-
stepowania reakcji krzyzowych, proby, w przypadku
ktérych uzyskano pozytywne wyniki testu IF, poddaje
sie powtérnym badaniom z zastosowaniem innych
przeciwciat.

Techniczna granica wykrywalnosci okreslona dla
tego testu zawiera sie w przedziale 103-10* komo-
rek/ml nierozcienczonego osadu. Proby, w ktérych
stwierdza sie ilo$¢ typowych fluorescencyjnych komo-
rek na granicy wykrywalnosci, sa zwykle wolne od
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus, ale mo-
ga by¢ poddane testowi oberzynowemu.

Whynik testu IF traktuje sie jako negatywny w przy-
padku préb, w ktérych nie stwierdza sie morfologicz-
nie typowych fluoryzujagcych komorek. Préoby takie
uznaje sie za ,nieporazone” przez bakterie Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus. Test oberzynowy nie
jest wymagany.

Wynik testu IF traktuje sie jako pozytywny w przy-
padku préb, w ktérych obecne sg morfologicznie typo-
we, fluoryzujace komoérki.

Préby, w przypadku ktérych uzyskuje sie pozytyw-
ny wynik testu IF z zastosowaniem obydwu rodzajow
przeciwciat, uznaje sie¢ za ,potencjalnie porazone”
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przez bakterie Clavibacter michiganensis ssp. sepedo-
nicus.

W przypadku wszystkich préb uznanych za , poten-
cjalnie porazone” wykonuje sig test oberzynowy.

6. Test oberzynowy

Sposodb uprawy oberzyny okreslony jest w czesci ll
ust. 5.

Test oberzynowy przeprowadza sie w nastepujacy
sposob:

1) osadem, ktdry otrzymano w sposéb okreslony
w ust 3 pkt 3, inokuluje sie co najmniej 25 roslin
oberzyny w stadium trzeciego liscia uzyskanych

w sposob okreslony w czesci Il ust. 5, za pomo-
ca jednej z metod, o ktéorych mowa w ust. 6
pkt 2, 3i 4;

2) inokulacji przez nacigcie na todydze — pierwszy
sposob:

a) kazda doniczke umieszcza sie poziomo w blocz-
ku z polistyrenu (w przypadku doniczki o sredni-
cy 10 cm odpowiedni jest bloczek z polistyrenu
z wydrazonym z jednej strony miejscem o gte-
bokosci 5 cm, szerokosci 10 cm i dtugosci
15 cm), w sposob przedstawiony na schemacie
3; pomiedzy todyga a bloczkiem, dla kazdej pro-
by, umieszcza sie pasek sterylnej folii aluminio-
wej; rosline mozna zabezpieczy¢ za pomoca gu-
mowej opaski natozonej wokot bloczka,

Schemat 3

b) pomiedzy liscieniami i pierwszym lisciem, wy-
konuje sie za pomoca skalpela podtuzne lub lek-
ko ukos$ne naciecie o dtugosci 0,5—1,0 cm i gte-
bokosci $rednio 3/4 srednicy todygi,

c) naciecie rozchyla sie za pomocag skalpela
i wprowadza do niego inokulum cienkim pe-
dzelkiem zanurzonym w osadzie. Pozostaty
osad rozdziela sie pomiedzy rosliny oberzyny,

d) powstatg rane zabezpiecza sie 2 ml sterylnej
wazeliny naniesionej za pomocg strzykawki;

3) inokulacja przez naciecie na todydze — drugi spo-
sob:

a) trzymajac rosline pomiedzy dwoma palcami,
w miejscu pomiedzy liscieniami i pierwszym li-
$ciem nanosi sie krople ($rednio od 5 do 10 pl)
zawiesiny osadu,

b) za pomoca sterylnego skalpela wykonuje sie
podtuzne (pod katem okoto 5 °) naciecie, o dtu-
gosci 1,0 cm i gtebokosci $rednio 2/3 grubosci
todygi, rozpoczynajagc od miejsca naniesienia
kropli osadu,

c) powstatg rane zabezpiecza sie sterylng wazeling
ze strzykawki;

4) inokulacja za pomocg strzykawki — trzeci sposob:

a) nie podlewa sie roslin oberzyny przez jeden
dzien przed inokulacjg w celu obnizenia ci$nie-
nia turgorowego,

b) todygi oberzyny powyzej liscieni inokuluje sie
za pomoca strzykawki z igta do iniekcji podskor-
nej (nie mniejszej niz 23 G); osad rozdziela sie
pomiedzy rosliny oberzyny;

5) inokuluje sie 25 roslin oberzyny kulturg bakterii zi-
dentyfikowana wczesniej jako kultura bakterii Cla-
vibacter michiganensis ssp. sepedonicus i, w mia-
re mozliwosci, naturalnie zainfekowang tkanka
ziemniaka, o ktorej mowa w ust. 5 pkt 1, za pomo-
ca tej samej metody inokulacji;

6) inokuluje sie 25 roslin sterylnym 0,05 M buforem
PBS za pomocg tej samej metody inokulacji;

7) rosliny inkubuje sie w odpowiednich warunkach,
o ktérych mowa w czesci Il ust. 5, przez 40 dni; po
8 dniach obserwuje sie rosliny w celu stwierdze-
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nia, czy nie wystepuja na nich objawy choroby?®
oraz notuje sie liczbe roslin wykazujaca objawy;

8) przygotowuje sie preparaty Grama, o ktérych mo-
wa w ust. 4, dla wszystkich partii oberzyny wyka-
zujgcych objawy, wykonujac przekroje przez tkan-
ke zwiedtego liscia lub todygi rosliny, oraz doko-
nuje sie izolacji na odpowiednie podtoze odzyw-
cze, o ktorym mowa w ust. 7; liscie i todygi oberzy-
ny dezynfekuje sie powierzchniowo przez zwilze-
nie ich 70 % etanolem;

9) przy ocenie roslin testowych bierze sie pod uwage
mozliwos$é wystapienia infekcji latentnej, szczegol-
nie gdy uprawa nie jest prowadzona w optymal-
nych warunkach, nawet po 40-dniowej inkubacji.
Infekcje takie moga prowadzié¢ do zahamowania
wzrostu i braku wigoru inokulowanych roslin; je-
zeli wynik testu IF uznany jest za pozytywny, ko-
niecznym moze byé przeprowadzenie dodatko-
wych badan, dlatego tez nalezy dokonaé poréwna-
nia tempa wzrostu wszystkich badanych roslin
oberzyny z roslinami kontrolnymi inokulowanymi
sterylnym 0,05 M PBS oraz monitorowanie warun-
kéw srodowiska szklarni; dalszg ocene prowadzi
sie w nastepujacy sposdb:

a) odcina sie todygi powyzej miejsca inokulacji
i usuwa sie liscie,

b) todygi maceruje sie w 0,05 M buforze PBS o pH
7,0 w sposob okreslony w ust. 3 pkt 11 2,

c) potowe osadu uzywa sie do wykonania testu
Grama i testu IF,

d) druga potowe osadu uzywa sie do przeprowa-
dzenia dodatkowego testu oberzynowego,
zgodnie z ust. 6, jezeli uzyskano wyniki pozy-
tywne testu Grama lub testu IF; stosuje sie kon-
trole pozytywna, ktéra stanowi zidentyfikowana
weczesniej kulture bakterii Clavibacter michiga-
nensis ssp. sepedonicus, oraz kontrole nega-
tywna w postaci sterylnego 0,05 M buforu PBS;

3) Bakteria Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus po-
woduje wiedniecie lisci oberzyny, ktére moze rozpoczynaé
sie wiotczeniem brzegéw lub przestrzeni miedzy nerwami.
Zwiedte tkanki moga byé poczatkowo ciemnozielone lub
plamiste, lecz jasniejg, zanim ulegna nekrozie. Wiednace
tkanki miedzy nerwami czesto sprawiajg wrazenie nattusz-
czonych i uwodnionych. Tkanki nekrotyczne majag czesto
jasnozotty brzeg. Rosliny nie zawsze zamierajg; im dtuzszy
okres poprzedzajacy wystapienie objawoéw, tym wiegksza
szansa na przezycie. Rosliny moga pokona¢ infekcje. Po-
datne, mtode rosliny oberzyny sg bardziej wrazliwe na niz-
sze koncentracje bakterii Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus niz rosliny starsze, stad konieczno$¢ stoso-
wania do badan roslin w stadium trzeciego liscia lub nie-
co mtodszych. Sprawca wiednigcia moga byé rowniez po-
pulacje innych bakterii lub grzybéw zasiedlajacych tkanki
bulwy. Do nich nalezg Erwinia carotovora subsp. caroto-
vora i E. carotovora subsp. atroseptica, Phoma exigua var
foveata, jak rowniez duze populacje bakterii saprofitycz-
nych. Tego typu wiednigecie mozna odrézni¢ od wiednigecia
powodowanego przez bakterie Clavibacter michiganensis
ssp. sepedonicus, poniewaz w pierwszym przypadku
gwattownie wiedng cate liscie lub cate rosliny.

jezeli w kolejnych testach nie sg obserwowane
objawy, prébe uznaje sie jako negatywna.

7. lzolacja bakterii Clavibacter michiganensis ssp. se-
pedonicus

Ostateczng diagnoze stawia sie wytgcznie po prze-
prowadzeniu identyfikacji wyizolowanych kultur bak-
terii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus,
o ktérej mowa w ust. 8. Bakterie Clavibacter michiga-
nensis ssp. sepedonicus mozna wyizolowac z tkanek
wykazujgcych objawy chorobowe. Bezposrednia izola-
cja bakterii Clavibacter michiganensis ssp. sepedoni-
cus z osadu uzyskanego z tkanki ziemniaka, o ktérym
mowa w ust. 3 pkt 3, nie jest zalecana.

Rosliny oberzyny stanowig swoiste podtoze umoz-
liwiajace namnozenie sie bakterii Clavibacter michiga-
nensis ssp. sepedonicus, jak rowniez sg najlepsza te-
stowg rosling zywicielska. Bakterie izoluje sie ze
wszystkich bulw ziemniaka i roslin oberzyny wykazu-
jacych objawy, o ktérych mowa w ust. 4 i 6. Maceracje
todyg oberzyny, o ile jest to konieczne, wykonuje sie
zgodnie z ust. 3i 6 pkt 9:

1) zawiesine posiewa sie na jedno z nastepujacych
podtozy, okreslonych w czesci Il ust. 6:

— Nutrient dextrose agar (agar odzywczy z gluko-
z3) (tylko do przeszczepiania),

— Yeast peptone glucose agar (agar drozdzowo-
-peptonowo-glukozowy),

— Nutrient yeast dextrose agar (agar odzywczy
drozdzowo-glukozowy),

— Yeast extract mineral salts agar (agar z wycia-
giem drozdzowym wzbogacony solami mine-
ralnymi).

Szalki inkubuje sie w temperaturze 21 °C do 20 dni,
a nastepnie obserwuje sig, czy na podtozu obecne sag
kolonie bakterii o morfologii typowej dla bakterii Cla-
vibacter michiganensis ssp. sepedonicus.” Nastepnie
bakterie Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
przeszczepia sie w celu uzyskania czystej kultury.

8. Identyfikacja wyizolowanych kultur bakterii

Ze zdrowych lub porazonych ziemniakow i oberzy-
ny mozna wyizolowaé¢ wiele Gram dodatnich, maczu-
gowatych bakterii, wytwarzajacych kolonie podobne
do tych produkowanych przez bakterie Clavibacter mi-
chiganensis ssp. sepedonicus. Z tego wzgledu doko-
nuje sie identyfikacji bakterii Clavibacter michiganen-
sis ssp. sepedonicus w oparciu o nastepujgce testy:

1) test IF;

2) test oberzynowy;

4 Bakteria Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus jest
organizmem wolnorosngcym. Typowe kolonie sg kremo-
wobiate lub barwy kosci stoniowej, okragte, gtadkie,
wzniesione, $luzowato-ptynne, catobrzegie i zwykle maja
Srednice 1 do 3 mm.
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3) testy biochemiczne i fizjologiczne, o ktérych mowa
w czesci Il ust. 7:

a) test oksydacyjno-fermentacyjny (O/F),
b) test na obecnos$¢ oksydazy,

c) wzrost w temperaturze 37 °C,

d) produkcja ureazy,

e) hydroliza eskuliny,

f) hydroliza skrobi,

g) tolerancja w stosunku do 7 % NaCl,
h) produkcja indolu,

i) test na obecnos¢ katalazy,

j) produkcja H2S,

k) wykorzystanie cytrynianu,

1) hydroliza zelatyny,

m) wytwarzanie kwasu z: glicerolu, laktozy, ram-
nozy i salicyny,

n) barwienie Grama.

W kazdym tescie uwzglednia sie zidentyfikowana wcze-
$niej kulture bakterii Clavibacter michiganensis ssp. se-
pedonicus. W testach biochemicznych i fizjologicznych
wykorzystuje sie kultury wyhodowane na agarze od-
zywczym. Cechy morfologiczne bakterii ocenia sie na
podstawie kultur wyrostych na agarze z glukoza.

Test IF wykonuje sie z wykorzystaniem zawiesiny
bakterii o stezeniu 108 komérek/ml. Warto$é miana
przeciwciat powinna by¢ zblizone do miana okreslo-
nego w badaniu i uzyciem zidentyfikowanej kultury
bakterii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.
Test oberzynowy wykonuje sie z wykorzystaniem za-
wiesiny bakterii o stezeniu 10’ komaérek/ml. Do testu
uzywa sie 10 roslin dla kazdej préby, stosujac znang
kulture bakterii Clavibacter michiganensis ssp. sepe-
donicus oraz wode sterylng jako kontrole pozytywna
i negatywna.

W przypadku czystych kultur typowe objawy wied-
nigcia uzyskuje sie w ciggu 20 dni, lecz rosliny niewy-
kazujace objawéw po uptywie tego czasu inkubuje
sie do konca 30-dniowego okresu w temperaturze
optymalnej dla uprawy oberzyny, lecz nieprzekracza-
jacej 30 °C. Jezeli po 30 dniach objawy nie wystgpig,
kultura nie moze by¢ uznana za patogeniczng forme
bakterii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.

Test

Bakteria Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus

O/F

oksydaza

katalaza

redukcja azotanéw
aktywnos$¢ ureazy

produkcja H2S

produkcja indolu
wykorzystanie cytrynianu
hydroliza skrobi

wzrost w temperaturze 37 °C
wzrost w obecnosci 7 % NaCl
hydroliza zelatyny

hydroliza eskuliny

produkcja kwasu z:

— glicerolu

— laktozy

— ramnozy

— salicyny

obojetna lub stabo utleniajgca

— lub staba

+

— lub staba

. Odczynniki, podtoza i testy stosowane przy dia-
gnozowaniu, wykrywaniu i identyfikacji bakterii
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus

. Sktad ptynu do maceracji
D C silicone antifoam MS A compound

(Hopkins & Williams Ltd, nr kat. 9964 — 25,
Chadwell Heath, Essex, England) — $rodek

przeciwpienigcy 10 ml
Lubrol W w ptatkach (ICI Ltd) 05g9g
pirofosforan czterosodowy 19

0,05 M bufor fosforanowy, pH 7,0 1 litr

2. Bufory

1) 0,05 M bufor fosforanowy o pH 7,0 stosowany do
maceracji tkanek ziemniaka, o ktérej mowa w cze-
Sci | ust. 3 pkt 1

Na,HPO, 4,26 g
KH,PO, 272g
NaCl 8,009

woda destylowana  — uzupetnia sie do 1 litra
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2)

3)

0,01 M bufor fosforanowy o pH 7,2 stosowany do
rozcienczania przeciwciat i ptukania preparatow
w metodzie IF

Na,HPO, x 12 H,0 2,70¢g
NaH,PO, x 2 H,0 0,40 g
NaCl 8,00 g

woda destylowana uzupetnia sie do 1 litra

0,1 M bufor fosforanowy z gliceryna o pH 7,6 sto-
sowany do zamykania preparatéw, utrwala efekt
fluorescencji

Na,HPO, x 12 H,0 32049
NaH,PO, x 2 H,0 0,159
glicerol 50 ml

woda destylowana 100 ml

3. Test Grama (modyfikacja Huckera)

1)

2)

Roztwor fioletu krystalicznego

2 g fioletu krystalicznego rozpuszcza sie w 20 ml
95 % etanolu

0,8 g kwasnego weglanu sodu rozpuszcza sie w 80
ml wody destylowanej

Miesza sie obydwa roztwory.

Ptyn Lugola
jod 19
jodek potasu 2g

woda destylowana 300 ml

Substancje state rozdrabnia sie razem w mozdzie-
rzu. Dodaje sie wode i miesza w zamknietym na-
czyniu do rozpuszczenia.

3) Roztwor barwnika kontrastowego — safraniny

Roztwor podstawowy:
safranina O
95 % etanol

259
100 ml

Miesza sie oba roztwory i przechowuje. W celu
uzyskania roztworu roboczego, mieszanine roz-
ciencza sie w stosunku 1:10.

4) Procedura barwienia:

a) przygotowuje sie rozmaz, suszy sie go powietrz-
nie i utrwala termicznie,

b) preparat zalewa sie fioletem krystalicznym na 1
minute,

c) krétko przeptukuje sie woda z kranu,
d) zalewa sie ptynem Lugola na 1 minute,
e) przeptukuje sie wodg z kranu i osusza bibuta,

f) preparat odbarwia sie 95 % etanolem dodawa-
nym kroplami az do momentu, gdy rozmaz

przestanie uwalniaé barwnik, lub zanurza sie
w alkoholu na 30 sekund lekko poruszajac pre-
paratem,

g) przeptukuje sie woda z kranu i osusza bibutg,
h) zalewa sie roztworem safraniny na 10 sekund,

i) preparat przeptukuje sie woda z kranu i osusza
bibuta.

Bakterie Gram dodatnie barwig sie na kolor nie-
bieskofioletowy, bakterie Gram ujemne na rézo-
woczerwony.

4. Okreslanie populacji komérek pozytywnych w te-

scie immunofluorescenciji

Powierzchnia (S) okienka na szkietku wielopunkto-

wym

gdzie:
D = srednica okienka.

Powierzchnia (s) pola widzenia obiektywu

gdzie:
d = Srednica pola widzenia.

d okresla sie na podstawie bezposredniego pomia-

ru lub wedtug nastepujgcego wzoru:

2

S = L (3)
G?.-K2.4

gdzie:

i = wspofczynnik pola (zalezy od typu okularu
i zawiera sie w granicach od 8 do 24),

K = wspotczynnik tubusa (1 lub 1,25)
G = powiekszenie 100x, 40x obiektywu,

d= 2
V2

na podstawie (2)

na podstawie (3)

Liczy sie typowe fluoryzujagce komorki w polu wi-
dzenia (c).

Okresla sie liczbe typowych fluoryzujagcych komo-
rek w okienku (C).

C=cE
s
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Okresla sie liczbe typowych fluoryzujacych komo-
rek w ml osadu (N)

Nc. 1900 p
y

gdzie:
y = objetos$é osadu naniesionego na okienko,
F = wspotczynnik rozcienczenia osadu.

5. Uprawa oberzyny

Nasiona oberzyny (Solanum melongena odmiana
Black Beauty) wysiewa sie do pasteryzowanego kom-
postu. Siewki z w petni rozwinietymi liscieniami
(10—14-dniowe) przesadza sie do pasteryzowanego
kompostu w doniczkach. Do badanh uzywa sie oberzy-
ne w stadium trzeciego liscia, gdy dwa, lecz nie wie-
cej niz trzy liscie, sa w petni rozwiniete. Oberzyne ho-
duje sie w szklarni w nastepujacych warunkach s$ro-
dowiska:

— dtugosé dnia: 14 godzin lub naturalna dtugos¢é
dnia w przypadku dnia dtuzszego;

— temperatura: dzien: 21—24 °C, noc: 15 °C.

Bakteria Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
nie ro$nie w temperaturze powyzej 30 °C. Jezeli tem-
peratura nocg nie spada do 15 °C, moze wystgpic
uszkodzenie chromatoforow, co uwidoczni sie w po-
staci srebrzystej nekrozy. Uszkodzeniom korzeni
przez larwy ziemidrek zapobiega sie przez zastoso-
wanie odpowiedniego insektycydu.

6. Podtoza do hodowli i izolacji bakterii Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus

1) Nutrient agar (NA) — agar odzywczy

Difco Bacto Nutrient Agar rozpuszcza sie w wodzie
destylowanej wedtug proporcji podanych przez
producenta, a nastepnie sterylizuje w autoklawie
w temperaturze 121 °C przez 15 minut.

2) Nutrient dextrose agar (NDA) — agar odzywczy
z glukoza

Pozywke agarowa Difco Bacto Nutrient Agar zawie-
rajaca 1 % D(+) glukozy (jednowodna), po przygoto-
waniu wedtug zalecen producenta, sterylizuje sie
w autoklawie w temperaturze 115 °C przez 20 minut.

3) Yeast peptone glucose agar (YPGA) — agar droz-
dzowo-peptonowo-glukozowy

Difco Bacto Yeast Extract (nr 0127)

(wycigg drozdzowy) 59
Difco Bacto Peptone (nr 0118) 59
D(+)-glukoza (jednowodna) 1049
Difco Bacto Purified Agar (nr 0560)

(agar oczyszczony) 15¢g
woda destylowana 1 litr

Pozywke w porcjach pétlitrowych sterylizuje sie
w autoklawie w temperaturze 115 °C przez 20 minut.

4) Yeast extract mineral salts medium (YGM) — po-
zywka z wyciggiem drozdzowym wzbogacona so-
lami mineralnymi

Difco Bacto Yeast Extract

(wyciag drozdzowy) 2,00g
D(+)-glukoza (jednowodna) 2,50¢g
K,HPO, 0,25 ¢g
KH,PO, 0,25 ¢
MgSO, x 7H,0 0,10 g
MnSO, x H,0 0,015 g
NacCl 0,05¢g
FeSO, x 7H,0 0,005 g
Difco Bacto Purified Agar

(agar oczyszczony) 18,0g
woda destylowana 1 litr

Pozywke w porcjach pétlitrowych sterylizuje sie
w autoklawie w temperaturze 115 °C przez 20 minut.

7. Testy biochemiczne i fizjologiczne do identyfikacji
bakterii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus

Wszystkie podtoza inkubuje sie¢ w temperaturze
21 °C i przeglada sie po 6 dniach. Jezeli nie obserwu-
je sie wzrostu bakterii, inkubuje sie podtoza dalej do
20 dni.

1) Test oksydacyjno-fermentacyjny test O/F
Pozywka podstawowa:

KCI 02g
MgSO, x 7H,0 02g
NH,H,PO, 109
Difco bacto pepton 109
Difco Bacto Purified Agar

(agar oczyszczony) 309
D(+) glukoza (jednowodna) 10,0 g
btekit bromotymolowy 0,03 g
woda destylowana 1 litr

Miesza sie sktadniki i ustala pH na poziomie
7,0—7,2 za pomoca 1N KOH. Rozdziela sig po 5 ml
i 10 ml do probéwek bakteryjnych o wymiarach
16 mm x 100 mm (objetos¢ 12 ml). Probéwki z po-
zywka sterylizuje sie w autoklawie w temperaturze
115 °C przez 10 minut. Kazda kultura inokuluje sie
podtoze w5 ml i 10 ml probéwkach metoda naktu-
cia. Do probéwki 10 ml dodaje sie aseptycznie
1—2 ml sterylnej, ciektej parafiny, a nastepnie in-
kubuje sie.

Odczyt wyniku:

Probdwka Kolor Interpretacja
otwarta 26tty metabolizm
zamknieta |zotty fermentacyjny
otwarta 26tty metabolizm
zamknieta [niebieskozielony |oksydacyjny
otwarta zielonkawy metabolizm
zamknieta [niebieskozielony |oksydacyjny lub
obojetny
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2) Test na obecnos¢ oksydazy

Odczynnik Kovacsa stanowi 1 % roztwdor wodny
dwuhydrochlorku tetrametylparafenylenodwu-
aminy (BDH nr 30386) w wodzie destylowane;j.

Odczynnik ten sporzadza sie na biezgce potrzeby
w objetosciach 1 ml lub przechowuje sie go
w ciemnej, szklanej butelce w temperaturze
5 °C przez 1—4 tygodni. Krople odczynnika nanosi
sie na bibute filtracyjng w czystej ptytce Petriego.
Jednoczesnie pobiera sie badang kulture z agaru
odzywczego za pomocg platynowej ezy.

Reakcje pozytywng stwierdza sie na podstawie
wystgpienia purpurowego zabarwienia w ciggu 10
sekund. Reakcja taka uzyskana w ciggu 10—30 se-
kund daje wynik stabo dodatni.

Przy przeprowadzaniu testu nalezy stosowaé pla-
tynowa eze i kulture z agaru odzywczego, gdyz $la-
dowe ilosci zelaza lub duza zawartosé¢ cukru
w podfozu wzrostowym moze wptywaé na fatszy-
wie pozytywne wyniki.

3) Produkcja kwasu z laktozy, ramnozy, salicyny, gli-

cerolu

Przygotowuje sie podtoze O/F Hugh i Leifsona bez
glukozy, a nastepnie rozlewa do probéwek po
5 ml. Probéwki wraz z podtozem sterylizuje sie
w autoklawie w temperaturze 115 °C przez 10 mi-
nut. Do ptynnego podtoza podstawowego o tem-
peraturze 45 °C dodaje sie, aseptycznie przez filtr,
0,5 ml 10 % roztworu wodnego glicerolu lub lakto-
zy lub ramnozy lub salicyny. Ostroznie miesza sie.

Reakcje pozytywng stwierdza sie na podstawie
zmiany zabarwienia z niebieskozielonego na zo6tte,

wskazujgcego na produkcje kwasu.

4) Test na obecnosé katalazy

Krople nadtlenku wodoru (30 objetosci) umieszcza
sie na czystym szkietku przedmiotowym i miesza
z kulturag bakterii za pomoca platynowej ezy.

Reakcje pozytywng stwierdza sie na podstawie
wydzielanych pecherzykéw gazu, wskazujgcych na

obecnos¢ katalazy.

5) Aktywnos¢ reduktazy azotanowej i denitryfikacja

Podtoze hodowlane:

KNO, (bez azotynu) 19
Difco bacto yeast extract 19
K,HPO, 59
woda destylowana 1 litr

Rozlewa sie po 10 ml do butelek o pojemnosci
20 ml, a nastepnie sterylizuje w autoklawie w tem-
peraturze 121 °C przez 15 minut.

Odczynnik A:
H,SO, 89
5 N kwas octowy 1 litr
Odczynnik B:
naftyloamina 59
5 N kwas octowy 1 litr

Podtoze azotanowe inokuluje sie w dwdéch powto-
rzeniach, a nastepnie bada po 10 i 20 dniach przez
dodanie 1 kropli ptynu Lugola, 0,5 ml odczynnika
A'i 0,5 ml odczynnika B. Jezeli podtoze nie zmieni
barwy na czerwonawg, dodaje sie okoto 50 mg
sproszkowanego cynku i obserwuje reakcje barwna.

Reakcja barwna

Reakcja pozytywna
stadium 1 stadium 2
brak redukcji azotanéw bezbarwna czerwona
redukcja azotandéw do azotynéw (tylko reduktaza
azotanowa) czerwona —
redukcja azotandw ponizej azotynow (denitryfikacja
— reduktaza azotanowa i azotynowa) bezbarwna bezbarwna

6) Produkcja ureazy

Podtoze podstawowe:
Oxoid urea agar base (CM53) 2,49
woda destylowana 95 ml

Podtoze podstawowe sterylizuje sie w autoklawie
w temperaturze 115 °C przez 20 minut, nastepnie
schtadza do temperatury 50 °C, dodaje sie, asep-
tycznie przez filtr, 5 ml 40 % roztworu wodnego
mocznika (Oxoid SR20) i doktadnie miesza sie.

Pozywke rozlewa sie po 6 ml do sterylnych probé-
wek (16 x 100 mm) i pozostawia do zastygniecia
w postaci skosow.

Reakcje pozytywna, w przypadku aktywnosci ure-
azy, stwierdza sie na podstawie zmiany barwy

podtoza z zéttopomaranczowej na barwe wisnio-
woczerwong lub karmazynowordézowa.

7) Wykorzystanie cytrynianu

Citrate agar base (Merck 2503) 23 g
woda destylowana 1 litr

Wymienione sktadniki miesza sie i rozpuszcza przez
podgrzanie, a nastepnie rozlewa po 6 ml, tak jak
w przypadku podtoza z mocznikiem. Pozywke stery-
lizuje sie w autoklawie w temperaturze 121 °C przez
15 minut i pozostawia do zastygniecia w postaci
skoséw.

Reakcje pozytywng stwierdza sie na podstawie
zmiany zabarwienia podtoza z pomaranczowego

na czerwone.
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8) Wytwarzanie siarkowodoru

Podtoze:

Difco bacto tryptone (nr 0123) 10g
K,HPO, 19
NacCl 59
woda destylowana 1 litr

Sktadniki rozpuszcza sie i rozlewa po 6 ml do proboé-
wek o wymiarach 16 x 100 ml, a nastepnie sterylizu-
je w autoklawie w temperaturze 115 °C przez 10 mi-
nut. Podtoze zaszczepia sie badang kulturg bakterii,
a z brzegu probowki zawiesza sie aseptycznie papie-
rek nasycony octanem otowiowym i mocuje sie za
pomoca korka. Inkubuje sie do 20 dni.

Reakcje pozytywng, bedacg dowodem na produk-
cje H2S z tryptonu, stwierdza sie na podstawie
przebarwienia papierka testowego na kolor czar-
nobrazowy.

9) Wytwarzanie indolu

Podtoze przygotowuje sie tak, jak w tescie na wy-
twarzanie H2S.

Usuwa sie papierek nasycony octanem otowiu, do-
daje 1—2 ml eteru dwuetylowego i delikatnie
wstrzgsa. Odstawia sie probéwke w celu rozdziele-
nia warstw (5 minut), a nastepnie dodaje 0,5 ml od-
czynnika Kovacsa, wprowadzajgc do wnetrza prze-
chylonej probéwki.

Reakcjg pozytywng, $wiadczacg o obecnosci indo-
lu, jest pojawienie sie czerwonej barwy w zottej
warstwie pomiedzy eterem i frakcjami wodnymi.

10) Wzrost w temperaturze 37 °C

Podtoze:
Difco bacto nutrient broth (nr 0003) 8¢
woda destylowana 1 litr

Miesza sie sktadniki, rozpuszcza i rozlewa do pro-
bowek po 6 ml, a nastepnie sterylizuje sie w auto-
klawie w temperaturze 121 °C przez 15 minut. Pro-
bowke wraz z podtozem inokuluje sie badang kul-
ture bakterii i inkubuje w temperaturze 37 °C.

Reakcje pozytywng stwierdza sie na podstawie
wzrostu bakterii.

11) Wzrost w obecnosci 7 % chlorku sodu

Podtoze:

Difco bacto nutrient broth 8g
NacCl 70 g
woda destylowana 1 litr

Sktadniki miesza sig, rozpuszcza i rozlewa do pro-
bowek po 6 ml. Nastepnie sterylizuje w autoklawie
w temperaturze 121 °C przez 15 minut.

Reakcje pozytywng stwierdza sie na podstawie
wzrostu bakterii.

12) Hydroliza zelatyny

Podtoze:
Difco bacto gelatine (nr 0143) 120 g
woda destylowana 1 litr

Sktadniki miesza sige, rozpuszcza przez podgrzanie
i rozlewa do probowek po 6 ml. Nastepnie steryli-
zuje sie w autoklawie w temperaturze 121 °C przez
15 minut.

Reakcje pozytywng stwierdza sie na podstawie
rozpuszczonej zelatyny, nawet w przypadku utrzy-
mywania jej w temperaturze 5 °C przez 30 minut.

13) Hydroliza skrobi

Podtoze:

Difco Bacto Nutrient Agar
(ptynny agar odzywczy) 1 litr

Difco bacto soluble starch (nr 0178)
(skrobia rozpuszczalna) 2g

Sktadniki miesza sie, sterylizuje w autoklawie
w temperaturze 115 °C przez 10 minut, a nastepnie
rozlewa do ptytek. Ptytki inokuluje sie punktowo
badang kulturg bakterii. Po uzyskaniu obfitego
wzrostu bakterii (inkubuje 10 do 20 dni), usuwa sie
czesciowo bakterie z pozywki i ptytke zalewa sie
ptynem Lugola.

Reakcje pozytywng stwierdza sie na podstawie
wystapienia strefy przejasnienia wokdét kolonii

bakterii i zabarwieniu pozostatej czesci pozywki na
purpurowo.

14) Aktywnos¢é hydrolazy eskuliny

Podtoze:

Difco Bacto Peptone 10g
Eskulina 19
cytrynian zelazowy (Merck 3862) 0,05 ¢g
cytrynian sodowy 19
woda destylowana 1 litr

Sktadniki miesza sie i rozlewa do probdéwek po
6 ml, a nastepnie sterylizuje w autoklawie w tem-
peraturze 115 °C przez 10 minut. Pozywka jest
przezroczysta, wykazuje jednak niebieskawa flu-
orescencje.

Reakcje pozytywng, bedacg dowodem na hydroli-
ze eskuliny, stwierdza sie na podstawie bragzowego
zabarwienia potgczonego z zanikiem fluorescencji.
Zjawisko to mozna sprawdzi¢ stosujgc lampe ul-
trafioletowa.




